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1 UVOD

1.1 Zigotna embriogeneza urocnjaka

1.1.1 Pocetak zigotne embriogeneze

Embriogeneza predstavlja prvu fazu razvoja novog biljnog organizma. Dijelovi biljke
koji omogucuju pocetak embriogenog razvoja kritosjemenjaca ukljuuju zenski gametofit,
odnosno embrionsku vrecu i spermalne stanice koje ¢ine dio muskog gametofita. Embrionska
vreca ili megagametofit sastoji se od sedam stanica, ukljuc¢ujuci dvije sinergide i jajnu stanicu
na mikropilarnom polu, sredisnju stanicu s dvije jezgre i tri antipodalne stanice na kalazalnom
polu (Yadegari i Drews, 2004). Pocetak razvoja embrija obiljezen je procesom dvostruke
oplodnje u kojem dolazi do spajanja jedne spermalne i jajne stanice te druge spermalne stanice
i srediS$nje stanice s dvije jezgre. Na taj nacin, nastaju diploidna zigota koja predstavlja pocetnu
tocku daljnjeg razvoja embrija 1 triploidni endosperm koji sluzi za zaStitu i prehranu
razvijajuceg embrija (Scott 1 sur., 2008). Odredenim uzorkom stani¢nih dioba i diferencijacije
dolazi do morfogeneze i sazrijevanja nastale jednostani¢ne zigote, Sto omogucuje potpuni

razvoj zrelog embrija (Park i Harada, 2008).

1.1.2 Morfoloski razvoj embrija

Kod vecine cvjetnjaca, slijed uzastopnih stani¢nih dioba koji dovodi do nastanka
embrija ne odvija se prema odredenom obrascu, S§to onemogucuje definiranje tocne razlike
izmedu pojedinih tkiva tijekom razvoja. Za razliku od toga, ve¢ prva zigotna dioba biljaka iz
porodice Brassicaceae, kojoj pripada i uro¢njak Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, oznacava
vidljivu granicu izmedu embrionalnog i okolnog tkiva (Bayer i sur., 2017). Uspostava
polarnosti jedan je od temeljnih procesa koji omogucuje uredenje plana tijela uro¢njaka, a
zapocinje odmah nakon oplodnje kada se jezgra zigote pomice od srediSnjeg dijela prema
kalazalnom polu stanice (Brukhin i Morozova, 2011). Daljnja elongacija zigote (Slika 1A, a i
1B, 1) i njena prva asimetri¢na dioba dovode do nastanka manje apikalne stanice, ¢ija dioba
omogucuje nastanak embrija, i bazalne stanice s vakuolom koja dovodi do razvoja suspenzora

i hipofize (Slika 1A, b i 1B, 2) (Baroux i sur., 2016).

Prolaskom apikalne stanice kroz dvije longitudinalne i jednu transverzalnu diobu,
formira se osmostani¢ni proembrij (Slika 1A, d i 1B, 5). Stanice navedenog embrija podjelu
nastavljaju periklinalno, odnosno diobama koje su paralelne s povrSinom. Opisani proces

dovodi do nastanka dermatogenog stadija embrija u kojem su jasno definirani protoderm iz



kojeg se kasnije razvija epiderma i unutarnja tkiva koja su prete¢a osnovnog i provodnog tkiva
(Slika 1A, e i 1B, 6) (Park i Harada, 2008). Antiklinalne diobe protodermalnih stanica i
periklinalne diobe stanica unutarnjeg tkiva omogucuju razvoj globularnog embrija (Slika 1A,
f, g 1 1B, 7). Daljnje antiklinalne diobe stanica protoderma dovode do nastanka kotiledona,
¢ime se radijalna simetrija globularnog stadija zamjenjuje bilateralnom simetrijom srcolikog
stadija embrija (Slika 1A, h, i, j i 1B, 8). Rast kotiledona nastavlja se diferencijacijom vr$nog
meristema izdanka, dok se iz donjeg dijela embrija razvijaju hipokotil i meristem korijena
(Brukhin 1 Morozova, 2011). Razvoj kotiledona te vrSnog meristema izdanka i korijena
zavrSeni su do stadija torpeda (Slika 1A, k i 1B, 9), dok kotiledonarni stadij (Slika 1A, I'i 1B,

10, 11) predstavlja potpuno razvijeni embrij koji je spreman za klijanje (Abrahamsson, 2016).

Transverzalne diobe bazalne stanice dovode do stvaranja suspenzora, strukture koja je
pricvrS¢ena za majcinsko tkivo, a ima ulogu u opskrbi embrija hranjivim tvarima, stvaranju
odredenih regulatora rasta (Yeung i Meinke, 1993), kao i u¢vrséivanju embrija u mikropilarnoj
Supljini sjemenog zametka. Zreli suspenzor uro¢njaka sastoji se od osam stanica, pri ¢emu
vaznu ulogu ima hipofiza, najgornja stanica spomenute strukture. Asimetricnom diobom
hipofize tijekom razvoja kasnog globularnog stadija dolazi do nastanka male stanice u obliku
le¢e i vece bazalne stanice (Slika 1A, g i 1B, 7). Nastale stanice omoguéuju razvoj mirujuceg
centra korijena i mati¢nih stanica kolumele, §to je nuzno za stvaranje vrSnog meristema

korijena (Radoeva i Weijers, 2014).



apikalna stanica
(tkive embrija)

. mirujuéi centar
zigota
g korijena

[] suspenzor [ hipofiza [ osnovno tkivo [ kolumela Bl vrini meristem izdanka

[ provodno tkive [

B vrini meristem korijena

Slika 1. Razvoj zigotnih embrija biljke uro¢njak prikazan shematski (A) i izolirani zigotni embriji u
razli¢itim razvojnim stadijima analizirani pod svjetlosnim mikroskopom (B). (A) Slovima su oznaceni
pojedini razvojni stadiji zigotnih embrija, a boje oznacavaju pojedine stanice i tkiva. a — zigota, b —
jednostani¢ni stadij, ¢ — dvostani¢ni stadij, d — osmostani¢ni stadij, e — dermatogeni stadij, f — rani
globularni stadij, g — kasni globularni stadij, h — prijelazni stadij, i — rani srcoliki stadij, j — kasni srcoliki
stadij, k — torpedo stadij, | — zreli kotiledonarni stadij. (B) Brojevima su oznaéeni pojedini razvojni
stadiji zigotnih embrija. 1 — zigota, 2 — jednostani¢ni stadij, 3 — dvostaniéni stadij, 4 — ¢etverostani¢ni
stadij, 5 — osmostani¢ni stadij, 6 — dermatogeni stadij, 7 — globularni stadij, 8 — srcoliki stadij, 9 —
torpedo stadij, 10 — savijeni kotiledonarni stadij, 11 — zreli kotiledonarni stadij. Skala = 10 um (B1 —
B9), 100 um (B10 — B11). Preuzeto i prilagodeno prema Abrahamsson, 2016. i Xiang i sur., 2011.

1.1.3 Asimetri¢na dioba stanica

Unato¢ jednostavnoj morfologiji embrija, veliki broj gena eksprimiranih u razli¢itim
stadijima ima vaznu ulogu tijekom embriogeneze. S obzirom na to, poznato je da normalan
razvoj embrija uro¢njaka zahtijeva ekspresiju barem 4000 gena (Brukhin i Morozova, 2011).
Izuzev oblika, razlika izmedu apikalne i bazalne stanice ukljucuje diferencijalnu ekspresiju

klju¢nih regulatornih gena (Park i Harada, 2008). Jedna od prvih selektivnih ekspresija koja se



moze uociti nakon prve diobe zigote uklju¢uje gen ARABIDOPSIS THALIANA MERISTEM
LAYER1 (ATML1) koji pripada obitelji skupine IV homeodomene s leucinskim zatvaratem
(eng. class IV homeodomain-leucine zipper gene family). Spomenuti gen ima vaznu ulogu
tijekom kasnijeg razvoja L1 sloja vrsnog meristema, a tijekom ranog embrionalnog razvoja
eksprimira se u apikalnoj, ali ne i u bazalnoj stanici (Lu i sur., 1996). Takoder, geni koji
pripadaju skupini WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX (WOX) transkripcijskih faktora nuzni
su za stvaranje apikalno-bazalnog obrasca. Pri tome vaznu ulogu imaju transkripti gena WOX2
koji odreduju sudbinu apikalne stanice, dok je selektivna ekspresija gena WOX8 i WOX9
potvrdena u bazalnoj stanici. Ekspresija gena WOX8 u osmostanicnom stadiju embrija
ograniena je na stanice suspenzora (Haecker i sur., 2004). Pravilna uspostava polarnosti zigote
zahtijeva ekspresiju transkripcijskog faktora WRKY2 koji direktnim vezanjem na regiju W-box
unutar promotora gena WOX8 i WOX9 dovodi do aktivacije transkripcije navedenih gena. S
obzirom da mutacije u genima WRKY2, WOX8 i WOX9 dovode do izostanka ekspresije WOX2
u apikalnoj stanici, moze se zakljuciti da je funkcija spomenutih gena medusobno ovisna (Ueda
i sur., 2011). Signalni put MAPK (eng. mitogen-activated protein kinase) takoder sudjeluje u
odredivanju identiteta bazalne stanice (Lukowitz i sur., 2004). Kinaza kinaze MAPK poznata
pod nazivom YDA dio je signalnog puta YODA, a kodirana je genom YDA. Mutanti yda
ukazuju na poremecaje u elongaciji zigote, Sto dovodi do simetricne diobe stanice te
posljedi¢no nemogucénosti razvoja suspenzora (Musielak 1 Bayer, 2014). S druge strane, stalna
ekspresija navedene kinaze dovodi do stvaranja strukture koja se sastoji samo od stanica
suspenzora, ¢ime je onemogucen razvoj embrija. Navedeno ukazuje na to da je kinaza YDA
vazna za uspostavu polarnosti zigote 1 inhibiciju razvoja embrija iz bazalne stanice (Lukowitz
i sur., 2004). Aktivacija kinaze YDA ukljucuje peptide koji pripadaju obitelji EMBRYO
SURROUNDING FACTOR (ESF) (Costa i sur., 2014). Medutim, u porodici Brassicaceae
otkriven je i dodatni put aktivacije pomoc¢u proteina SHORT SUSPENSOR (SSP) koji se
akumulira u zigoti, a translatiran je sa transkripata spermalnog podrijetla (Bayer i sur., 2009).
Sporiji embrionalni razvoj uoc¢en kod mutanta ssp, u kojem je insercijom T-DNA unutar gena
SSP poremecena njegova funkcija, ukazuje na vaznost postojanja dodatnog puta aktivacije

kinaze YDA u svrhu brzog odvijanja Zivotnog ciklusa uro¢njaka (Babu i sur., 2013).

Mnogi razvojni procesi ukljucuju djelovanje razli¢itih biljnih hormona koji sudjeluju u
regulaciji aktivnosti populacija mati¢nih stanica i odrzavanju homeostaze biljaka (Terpstra i
Heidstra, 2009). Nedavna istraZivanja ukazuju na vaznost jedinstvene i tocno odredene

raspodjele auksina koji omogucuje diferencijaciju razli€itih tipova stanica tijekom razvoja



(Pillitteri i sur., 2016). Usmjereni prijenos auksina ovisi o razli¢itim transporterima, ukljuéujuci
transmembranske nosa¢e PIN-FORMED (PIN) (Zhou i Luo, 2018). Stanice nastale prvom
diobom zigote pokazuju razli¢itu ekspresiju gena uklju¢enih u transport i odgovor na auksin.
Neposredno nakon asimetri¢ne diobe, protein PIN7 smjeSten je na apikalnoj strani bazalne
stanice, ¢ime je osigurano izbacivanje auksina iz bazalne stanice. Nakon ulaska auksina i
njegovog nakupljanja u apikalnoj stanici, aktivira se specifi¢ni odgovor koji odreduje navedenu
stanicu kao pretecu proembrija. Tijekom kasnijeg razvoja, prijenos auksina preusmjerava se
prema najgornjoj stanici suspenzora, $to omogucuje nastanak hipofize. Navedeno ukazuje na
to da polarni prijenos auksina, kao i selektivna ekspresija gena vaznih za njegov transport imaju

bitnu ulogu u odredivanju apikalno-bazalne osi embrija (Friml i sur., 2003).

S obzirom na vaznost prethodno opisanih procesa, potrebna je detaljnija analiza
molekularnih mehanizama i regulatornih mreza koje omogucuju normalan razvoj tijekom rane
embriogeneze uro¢njaka. Razumijevanje takvih procesa zahtijeva upotrebu tehnika koje
omogucuju analizu ekspresije gena specifi¢nih za pojedine stanice ili tkiva. U tu svrhu, nuzan
je razvoj metoda koje ukljucuju izolaciju specifi¢nih stanica i odredenih stadija tijekom razvoja

embrija (Gao i sur., 2019).

1.2 Metode izolacije stanica, tkiva i razvojnih stadija embrija
biljaka
1.2.1 Metode izolacije stanica gametofita i stani¢nih jezgri

Postojeca znanja o muskom i Zenskom gametofitu biljaka te analiza genske ekspresije
pojedinih stanica gametofita i embrija imaju vaznu ulogu u identifikaciji odrednica nuznih za
specijalizaciju stanica tijekom razvoja. Preduvjet za opisana saznanja predstavlja pristup

pojedina¢nim stanicama gametofita i embrija (Englhart i sur., 2017). 1z tog razloga, razvijen je

niz metoda izolacije vijabilnih stanica gametofita i1 jezgri odredenog tipa stanica.

Jednostavna metoda izolacije spermalnih stanica azijske rize i kukuruza ukljucuje
oslobadanje polenovih zrnaca iz prasnika upotrebom iglica. Tijekom inkubacije polenovih
zrnaca u otopini manitola, dolazi do osmotskog Soka koji dovodi do puknucéa zrnaca i
oslobadanja spermalnih stanica (Uchiumi i sur., 2006; Kranz i sur., 1991). Unaprijedenje
opisanih metoda kod azijske rize i raj€ice postignuto je filtriranjem dobivenih otopina
spermalnih stanica i njihovim razdvajanjem u gradijentu gustoce (Khalequzzaman i Haq, 2005;

Lu i sur., 2015). S druge strane, stanice zenskog gametofita okruzene su velikom koli¢inom



tkiva koje otezava njihovo proucavanje i manipulaciju (Kovacs i sur., 1994). S ciljem izolacije
jajnih stanica azijske rize (Uchiumi i sur., 2006), kukuruza (Kranz i sur., 1991) i1 uro¢njaka
(Englhart i sur., 2017), okolno tkivo sjemenih zametaka uklanja se inkubacijom u otopini
enzima za degradaciju, ukljucujuci pektinaze, celulaze, hemicelulaze i pektolijaze. Nakon
oslobadanja od tkiva sjemenog zametka, jajne stanice izoliraju se upotrebom staklenih kapilara

pod invertnim mikroskopom.

Razvoj metoda izolacije pojedinih stanica i stani¢nih jezgri usmjerava se prema
upotrebi transgeni¢nih linija ¢ije modifikacije olakSavaju izolaciju Zeljenih elemenata. Jedna
od takvih je metoda izolacije zivih antipodalnih stanica uro¢njaka koje se mogu koristiti u svrhu
analize transkriptoma. Nakon razgradnje tkiva sjemenog zametka enzimima, antipodalne
stanice izoliraju se kapilarama na temelju morfologije, pri ¢emu je njihova identifikacija
olaksana prac¢enjem signala zelenog fluorescentnog proteina (eng. green fluorescent protein,
GFP) koji je ugraden pod kontrolu promotora specificnog za antipodalne stanice (Yu i sur.,
2016). U posljednje vrijeme, detaljna analiza embriogeneze biljaka omogucena je izolacijom
jezgri oznacenih u specificnom tipu stanica (eng. isolation of nuclei tagged in specific cell
types, INTACT). Na taj nadin, izolacija odredenih jezgri transgeni¢nih biljaka provodi se
upotrebom oznaka eksprimiranih na jezgrinim ovojnicama. Metodom INTACT moguce je
izolirati jezgre srediSnje stanice embrionske vrece (Park i sur., 2016) te provesti analizu genske

ekspresije embrija uro¢njaka u ranim razvojnim fazama (Palovaara i sur., 2017).

1.2.2 Metode izolacije tkiva i cjelovitih embrija

Razvoj vaskularnih biljaka ukljucuje diferencijaciju razli¢itih tkiva ¢ija analiza
omogucuje razumijevanje mnogih bioloSkih procesa. Slozenost takvih viSestani¢nih
organizama predstavlja prepreku tijekom analize specifi¢nih tkiva (Gautam i Sarkar, 2014). S
ciljem prekida klijanja i oCuvanja integriteta RNA, sjemenke je¢ma inkubiraju se u
pripadajuc¢oj otopini za fiksaciju, nakon ¢ega se pojedina tkiva sjemenke i embrija izoliraju
upotrebom skalpela i pincete (Betts i sur., 2017). Razvojem naprednih oblika mikroskopije
omogucena je brza i precizna izolacija odredenih skupina stanica ili tkiva, a jedna od opisanih
metoda ukljucuje mikrodisekciju potpomognutu laserom (eng. laser assisted microdissection,
LAM). Preduvjet za provodenje metode je pravilna priprema uzorka, sto ukljucuje fiksaciju,
procesiranje, ugradnju tkiva u vosak i rezanje na tanke slojeve. Nakon toga, tkiva
pripremljenog uzorka izoliraju se upotrebom lasera pod mikroskopom (Gautam i Sarkar, 2014).

Metoda LAM omogucila je analizu transkriptoma endosperma sjemenke i ranih stadija embrija



kukuruza (Zhang i sur., 2018), kao i izolaciju odredenih dijelova embrija uro¢njaka u torpedo
stadiju (Sakai i sur., 2018).

Velika koli¢ina okolnog tkiva i mala veli¢ina embrija znatno otezavaju njihovu
izolaciju kod razli¢itih biljnih vrsta (Xiang i sur., 2011). Dobar primjer razvoja in vitro tehnika
razmnozavanja predstavlja orhideja. Postoje¢a metoda multiplikacije podrazumijeva izolaciju
nezrelin embrija orhideje i1 ukljucuje razgradnju tkiva sjemenog zametka upotrebom
odgovaraju¢e mjesSavine enzima. [z tako dobivene otopine, embriji se izoliraju filtriranjem, a
njihov konacan broj odredi se upotrebom hemocitometra pod svjetlosnim mikroskopom
(Aybeke, 2013). Brza izolacija velikog broja embrija kukuruza ukljuCuje izrezivanje
endosperma i embrija iz zrna klipova kukuruza upotrebom spatulice. 1zolirano tkivo inkubira
se u odgovaraju¢em volumenu izolacijskog pufera uz mijeSanje, ¢ime se postize odvajanje
embrija od tkiva endosperma. Propustanje dobivene otopine kroz sito s porama promjera 1,5
mm omogucuje odvajanje embrija od ostalog tkiva, pri ¢emu embriji prolaze kroz pore sita.
Tako dobivena otopina profiltrira se koriStenjem pora manjeg promjera, nakon ¢ega izolirani

embriji ostaju na povrsini sita (Zhong i sur., 2018).

Istrazivanja morfogeneze embrija ukljucuju upotrebu razli¢itih modelnih organizama,
pri ¢emu je jedan od najznacajnijih uro¢njak (Feng i Ma, 2017). Njegovi embriji smjeSteni su
unutar sjemenih zametaka koji ¢ine dio komuske, suhog ploda koji se razvija iz tucka, a sastoji
se od dva dijela odvojenih septumom (Rollins, 1993). U svrhu karakterizacije odredenih
embrionalnih stadija uro¢njaka, razvijena je metoda izolacije koja ukljucuje istiskivanje
embrija iz sjemenih zametaka. Nakon rastvaranja komuske iglicama, sjemeni zameci
inkubiraju se u otopini glicerola. Polaganjem pokrovnice nad otopinom zametaka i laganim
pritiskom na pokrovnicu, dolazi do oslobadanja svih razvojnih stadija embrija (Feng i Ma,
2017). Odvajanje embrija od okolnog tkiva uspjesno se provodi rezanjem sjemenih zametaka
pomocu skalpela. Dva reza na mikropilarnom polu zametka omogucuju oslobadanje dijela
tkiva s vezanim embrijem, nakon cega se cjeloviti embriji uro¢njaka odvoje pazljivim
izrezivanjem (Xiang i1 sur., 2011). Znaajan doprinos kvantitativnim analizama genske
ekspresije tijekom embrionalnog razvoja uro¢njaka ostvaren je razvojem metode koja
omogucuje izolaciju velike koli¢ine embrija u predglobularnim stadijima. U spomenutoj
metodi, pristup razaranju okolnog tkiva ukljuuje mljevenje sjemenih zametaka tuCkom, a
embriji u razli¢itim razvojim stadijima izoliraju se upotrebom iglica pod invertnim
mikroskopom (Raissig i sur., 2013). Sli¢no izolaciji embrija orhideje, tkivo sjemenih zametaka

uro¢njaka moguce je omeksSati inkubacijom u otopini enzima za degradaciju. Nakon ispiranja
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tkiva, razliciti stadiji embrija izoliraju se pod invertnim mikroskopom pritiskanjem kalazalnog

pola zametka i izrezivanjem embrija iz mikropilarnog pola (Zhou i sur., 2019).

1.3 Analiza genske ekspresije tijekom embrionalnog razvoja

urocnjaka

Do danas su razvijene razli¢ite metode koje omogucuju identifikaciju gena
eksprimiranih u pojedinim stadijima embrionalnog razvoja uro¢njaka (Casson i sur., 2005).
Jedna od takvih tehnika ukljucuje in situ hibridizaciju (eng. in situ hybridization, ISH) koja
omogucuje preciznu lokalizaciju specifi¢nog fragmenta DNA ili RNA u stanicama. Metoda se
temelji na hibridizaciji oznacene probe nukleinske kiseline s komplementarnom sekvencom u
fiksiranim stanicama, a detekcija se provodi vizualizacijom hibridizirane probe kromogenim i
fluorescentnim metodama. Analiza genske ekspresije opisanom tehnikom omoguéena je
upotrebom proba komplementarne RNA (eng. complementary RNA, cRNA) koje se dobivaju
postupkom in vitro transkripcije s DNA klonirane u odgovarajuéi plazmid, a najcesce su
oznacene dioksigeninom ili biotinom (Ying-Hsia i sur., 2019). Navedena metoda omogucdila je
analizu razlike u ekspresiji gena za proteine PIN (Friml i sur., 2003) i za transkripcijske faktore
WOX (Haecker i sur., 2004) u pojedinim stanicama i regijama ranih embrionalnih stadija
urocnjaka. Istovremena usporedba velikog broja transkripata izmedu razlic¢itih uzoraka
omogucena je razvojem metode RNA microarray koja ukljucuje upotrebu plocica s vezanim
molekulama komplementarne DNA (eng. complementary DNA, cDNA) poznatih sekvenci.
Molekule mRNA, izolirane iz uzoraka koji se usporeduju, reverznom transkripcijom prevedu
se u cDNA, pri ¢emu se molekule cDNA razli¢itih uzoraka oznace razli¢itim fluorescentnim
bojama. Nakon hibridizacije izoliranih molekula cDNA s molekulama koje su vezane na
plocici, intenzitet fluorescencije pojedinih fluorofora omogucuje procjenu relativne koli¢ine
transkripata u pojedinim uzorcima (Sealfon i Chu, 2011). Opisana metoda uspjesno je
primijenjena tijekom globalne analize genske ekspresije svih embrionalnih stadija uro¢njaka
(Xiang i sur., 2011). Potvrda valjanosti rezultata dobivenih analizom genske ekspresije tijekom
embriogeneze gotovo uvijek ukljucuje upotrebu metode kvantitativne lancane reakcije
polimeraze (eng. quantitative polymerase chain reaction, gPCR). Spomenuta metoda dovodi
do in vitro umnazanja DNA fragmenata, pri ¢emu vezanje interkalirajuée fluorescentne boje
na sintetizirane dvolan¢ane molekule DNA dovodi do oslobadanja fluorescencije. 1z tog

razloga, kvantifikacija fragmenata od interesa moze se pratiti u stvarnom vremenu. Visoka



osjetljivost 1 specificnost, ponovljivost i fleksibilnost neke su od karakteristika koje su

omogucile primjenu metode qPCR u svrhu detekcije malih kolicina mRNA (Pfaffl, 2006).

Istrazivanje opisano u ovom radu provedeno je u svrhu razvoja metode kojom ¢e se za
potrebe projekta PHYTOMETHDEV (HRZZ 1P-2016-06-6229), upotrebom metode gPCR,
utvrdivati kvantitativna ekspresija gena tijekom embriogeneze uro¢njaka. Pri tome, vaznu
ulogu ima upotreba razli¢itih linija uro¢njaka, ukljucujuéi transgenicne linije s prekomjernom
ekspresijom gena BPM1 (L003, L100 i L104) i gena DMS3 (0eDMS3), liniju amiR-bpm s
utiSanom ekspresijom gena AtBPML1, 4, 51 6 i mutantne linije s mutiranim genom DMS3 (dms3-
1) i NRPE1 (nrpel-10). U genomu uro¢njaka, gen BPML1 ¢ini jednog od ukupno 6 gena skupine
BTB/POZ-MATH, poznatih pod nazivom BPM (AtBPM1-6) (Weber i sur., 2005), koji kodiraju
za najmanje 16 razli¢itih proteina (Skiljaica i sur., 2019). Jedna od najvaznijih uloga proteina
BPM odnosi se na njihovo sudjelovanje u oznacavanju ciljanih proteina ubikvitinom za
proteasomalnu razgradnju (Pintard i sur., 2003; Weber i Hellmann, 2009; Lechner i sur., 2011,
Chen i sur., 2013, 2015; Morimoto i sur., 2017; Julian i sur., 2019). Osim uloge proteina BPM
u razgradnji proteina koja ovisi o ubikvitinu, postoji mogucnost da proteini BPM djeluju
neovisno o ubikvitin E3 ligazi (Leljak Levanic¢ i sur., 2012; Skiljaica i sur., 2019; Pali, 2020).
U prilog tome, istrazivanjima Miskec (2019) i Jagi¢ 1 sur. (2020) utvrdena je interakcija
proteina BPM1 uroénjaka s proteinom DEFECTIVE IN MERISTEM SILENCING 3 (DMS3).
Protein DMS3 sudjeluje u putu metilacije DNA posredovane malim molekulama RNA (eng.
RNA-directed DNA methylation, RADM) koji, uz pomo¢ malih interferiraju¢ih RNA (siRNA),
dovodi do epigenetskih modifikacija genoma biljaka, ¢ime se regulira utiSavanje pokretnih
genetickih elemenata (Kanno 1 sur., 2008). Presudnu ulogu u RdADM imaju dvije RNA
polimeraze specifi¢ne za biljke, RNA polimeraza IV (Pol 1V) i RNA polimeraza V (Pol V).
Stabilizacija Pol V na kromatinu i regulacija njezine aktivnosti omoguc¢ena je kompleksom
DDR, u ¢ijem se sastavu nalazi protein DMS3 (Zhong 1 sur., 2012). Epigeneticke promjene
uzrokovane putem RdDM odrazavaju se na ekspresiju gena. Metilacija gena moze znacajno
utjecati na intenzitet (kvantitetu) ekspresije, kao i na kvalitetu sintetiziranog transkripta. Smatra
se da RdDM ima znacajnu ulogu u regulaciji genske ekspresije tijekom razvoja, ali i prilikom

izlozenosti biljaka stresnim uvjetima (Baev i sur., 2010; Popova i sur., 2013).

1.3.1 Uloge gena TIP41, CML41 i FBW2

Preduvjet analizama ekspresije gena predstavlja odabir referentnih gena sa stabilnom
ekspresijom u svim provedenim eksperimentalnim uvjetima. Takvi geni imaju vaznu ulogu kao

unutarnje kontrole u svrhu normalizacije dobivenih podataka (Remans i sur., 2014). Stalna
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ekspresija gena TIP41 u razli¢itim tkivima tijekom razli¢itih eksperimentalnih uvjeta
omogucila je njegovu upotrebu kao endogene kontrole u mnogim istrazivanjima (Czechowski
i sur., 2005; Hong i sur., 2010). Neka od takvih istrazivanja ukljucuju analizu genske ekspresije
u uro¢njaku izloZzenom razli¢itim vrstama abiotickog stresa, ukljucuju¢i osmotski, solni
(Czechowski i sur., 2005) i temperaturni stres (Skiljaica i sur., 2019). Stalna ekspresija gena
TIP41 u razli¢itim tkivima uro¢njaka (Czechowski i sur., 2005) predstavlja temelje za njegovu

upotrebu tijekom analize genske ekspresije u pojedinim embrionalnim stadijima uro¢njaka.

Kod uro¢njaka je otkriveno 50 gena obitelji CML (eng. calmodulin-like), ¢ija ekspresija
dovodi do nastanka proteina koji, vezanjem Ca?*, omogucuju specifiénost tijekom njegove
signalizacije (McCormack i sur., 2005). Otkriveno je da povecanje koncentracije citosolnog
Ca?* uzrokuje zatvaranje plazmodezmija, $to ukazuje na vaznost signala Ca?* u regulaciji
prolaska tvari izmedu stanica (Tilsner i sur., 2016). Protein CML41 ima vaZznu ulogu u
odgovoru biljke na bioticki stres, u regulaciji senescencije i osjetljivosti korijena na koli¢inu
Ca?* iz okolisa (Xu, 2013). Izlaganje uroénjaka imunogeni¢nom peptidu bakterijskog flagelina
(flg22) uzrokuje povecanje ekspresije gena CML41, Sto dovodi do odlaganja kaloze na
plazmodezmijama i posljedi¢no, njihovog zatvaranja. Na taj nacin, potvrdena je vaznost gena
CML41 u obrani biljke od bakterijskih patogena (Xu i sur., 2017). U regulaciji ekspresije
spomenutog gena vaznu ulogu ima put RADM. Glavna mjesta djelovanja puta metilacije RdDM
ukljucuju pokretne elemente (eng. transposable elements, TE) 1 ponavljajuée regije, $to dovodi
do inaktivacije njihove transkripcije (Baev i sur., 2010). S obzirom da promotor gena CML41
sadrzi inserciju TE u blizini pocetka mjesta transkripcije, istrazivanjem Baev i sur. (2010)
pokazano je da je ekspresija navedenog gena u uro¢njaku regulirana metilacijom promotora

koja ovisi 0 polimerazama PollV i PolV.

Ekspresija gena FBW2 (eng. F-BOX AND WD REPEAT DOMAIN-CONTAINING
2) dovodi do nastanka proteina s domenom F-BOX na N-terminalnom kraju. Kod uro¢njaka,
protein FBW?2 veze se na protein AGO1 (eng. ARGONAUTE 1), koji je uklju¢en u mehanizam
transkripcijske represije ciljenih gena, i dovodi do njegove destabilizacije i razgradnje (Early i
sur., 2010). Preliminarnim istrazivanjem mogucih uloga proteina BPM1, otkriveno je da na
regijama u okolici gena FBW2 dolazi do vezanja proteina BPM1 i DMS3 (neobjavljeno), no

kako proteini BPM1 i DMS3 utjecu na ekspresiju gena FBW2 za sada nije istrazeno.
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1.4 Cilj istrazivanja

Analiza ekspresije gena tijekom embriogeneze zahtijeva uspjes$nu izolaciju embrija, pri
¢emu je vazno paziti na to da se izolirano tkivo embrija odvoji od svih necisto¢a i okolnog
tkiva koje nije embriogenog porijekla. S obzirom na nesinkroniziranu embriogenezu uro¢njaka
i malu veli¢inu embrija, prepoznavanje i izdvajanje embrija u istom razvojnom stadiju
predstavlja veliki izazov. Stoga je prvi cilj ovog istrazivanja uhodavanje metode ru¢ne izolacije
razli¢itih stadija embriogeneze uro¢njaka upotrebom svjetlosnog mikroskopa i invertnog
mikroskopa s mikrodisektorom. Drugi cilj ovog rada odnosi se na optimizaciju izolacije
dovoljne koli¢ine glasnicke RNA (mRNA) iz kotiledonarnih embrija kako bi se mogla provesti
analiza ekspresije ciljanih gena. Konacni cilj je metodom kvantitativne lancane reakcije
polimeraze (qQPCR) utvrditi ekspresiju gena CML41 i FBW2 u kotiledonarnim embrijima

transgeni¢nih linija uro¢njaka s izmijenjenom ekspresijom proteina BPM, DMS3 i PolV.

11



2 MATERIJALI | METODE

2.1 Materijali

2.1.1 Biljni materijal

U svrhu optimizacije izolacije zigotnih embrija i analize kvantitativne ekspresije gena
koristene su biljke divljeg tipa uro¢njaka (Arabidopsis thaliana), ekotip Columbia (Col-0).
Takoder, koriStene su Cetiri transgenicne linije uro¢njaka, L003, L100 i L104 s prekomjernom
ekspresijom gena BPM1 (Skiljaica i sur., 2019) i linija 0eDMS3 s prekomjernom ekspresijom
gena DMS3 (neobjavljeno). Uz to, koristena je linija amiR-bpm s utisanom ekspresijom gena
AtBPM1, 4,516 (Lechnerisur., 2011) i dvije mutantne linije, linija dms3-1 s mutiranim genom
DMS3 i linija nrpel-10 s nefunkcionalnom podjedinicom RNA polimeraze V (Kanno i sur.,
2008).

2.1.2 Pribor za izolaciju embrija

U svrhu izolacije razliCitih stadija embrija, pripremljene su sterilne inzulinske Sprice,
pinceta sa zaobljenim vrhom, petrijeva zdjelica promjera 90 mm, pokrovnice dimenzija 18 x
18 mm, mikroepruvete od 2 ml, plasti¢ni tucak tretiran 0,1 % dietiltiokarbonatom (DEPC) s
ciljem uklanjanja RNaza te sito s porama od 100 pum (Celltrics, Sysmex). Sav koristeni pribor

steriliziran je flambiranjem ili autoklaviranjem na 121 °C u vremenu od 18 min.

2.1.3 Puferi
2.1.3.1 lzolacijski pufer

Za izolaciju embrija u predglobularnim stadijima, pripremljen je 5x izolacijski pufer
(250 mM Tris-HCI pH 8,3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl,). Dobivena otopina sterilizirana je
filtriranjem u sterilnim uvjetima laminara, uz koristenje Sprice i filtera s porama promjera 0,22
um. Iz spomenute otopine pripremljen je odgovarajuci volumen 1% izolacijskog pufera koji je

kori$ten za izolaciju embrija i mikromanipulaciju.

Za mikromanipulaciju u svrhu analize ekspresije gena pripremljen je odgovarajuci
volumen 1x izolacijskog pufera (100 — 500 ul) s dodatkom inhibitora RNaza (RiboLock RNase

Inhibitor, Thermo Scientific) u kona¢noj koncentraciji od 4 %.

2.1.3.2 TAE
Za pripremu agaroznih gelova i elektroforezu koristen je 1x TAE (Tris-HCI acetat
etilendiamintetraoctena kiselina) (40 mM Tris-acetat, 1 mM EDTA, pH 8,0).
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2.1.4 Pocetnice za qPCR

Pocetnice koje su koriStene tijekom istrazivanja te njihove sekvence i temperature
taljenja Tm (eng. melting temperature) navedene su u Tablici 1. Opisane pocetnice koriStene
su u reakciji gPCR u svrhu analize relativne ekspresije gena CML41 i FBW2, uz upotrebu
referentnog gena TIP41 kao endogene kontrole. Radne otopine pocetnica (10 M) pripremljene
su od 100 pM mati¢nih otopina pocetnica razrjedivanjem s redestiliranom vodom (Mili-Q®) i

skladiStene su na -20 °C.

Tablica 1. Sekvence i temperature taljenja pocetnica koriStenih u reakciji gPCR za umnazanje gena

TIP41, CML41 i FBW2.

naziv gena

(oznaka gena) ime pocetnice nukleotidna sekvenca 5" — 3' Tm/°C
TIP41 TIP41 F2 GCAGCACAATGGAAATTCAGG 58,39
(AT4G34270) TIP41 R2 GCCTCAACCGTTTCTTTGTC 57,60
CML41 qCML41 FW CTCAGACATTACTTCGGCTC 55,69
(AT3G50770) qCML41 REV GTCATCAATCCAACAAAGTCCT 56,61
FBW?2 FBW2_1 FW GATGCTTGAGATGTTGATCCC 56,74
(AT4G08980) FBW2_1 REV TTAAGTGAACCAGCATGTTGTG 5743

2.1.5 DNA molekularni standard

U svrhu potvrde umnaZzanja zeljenih fragmenata u uzorcima nakon reakcije qPCR,
koriSten je molekularni biljeg GeneRuler 100 pb DNA ladder (assets.thermofisher.com/
GeneRuler, Thermo Scientific).

2.2 Metode
2.2.1 Uvjeti uzgoja biljaka

Koristene linije uro¢njaka uzgajane su u komori za rast oko 3 mjeseca, na temperaturi

od 21 °C, u uvjetima dugog dana (16 h svjetla i 8 h tame), pri 40 do 60 % vlaznosti zraka.

2.2.2 Odabir komuski

U svrhu odredivanja stadija embrionalnog razvoja, analizirala sam sastav komuski
razli¢ite veli¢ine i1 poloZaja na cvjetnoj stapci. Uro¢njak na vrhu cvjetne stapke stvara cvat sa

cvjetnim pupovima razlic¢itog stadija razvoja (Slika 2). Do oplodnje jajne stanice najcesce

13



dolazi u trenutku otvaranja cvijeta. Nakon oplodnje, latice, lapovi i prasnici se suSe, a od tucka
nastaju komuske. Najmanje komuske koje su najblize vrhu cvjetne stapke (Slika 2b, 2) sadrze
najranije stadije embrija, dok najvece komuske smjestene pri dnu cvjetne stapke (Slika 2b, 3)

sadrze embrije u najkasnijim stadijima razvoja (Roeder i Yanofsky, 2006).

Slika 2. Cvat divljeg tipa uro¢njaka s uvecanim prikazom cvijeta (a) i cvjetna stapka divljeg tipa
uro¢njaka starosti od ~ 3 mjeseca (b). Brojevima su prikazani dijelovi cvijeta i cvjetne stapke. (a) 1 —
cvijet, 2 — cvjetna latica, 3 — cvjetni lap, 4 — prasnik, 5 — tucak. Preuzeto i prilagodeno prema
serc.carleton.edu i Hepworth i sur., 2006. (b) 1 — cvat, 2 — polozaj komuski s embrijima u najranijim

stadijima, 3 — polozaj komuski s embrijima u najkasnijim stadijima.

Kako bih utvrdila koji su embrionalni stadiji karakteristi¢ni za pojedinu veli¢inu i
polozaj komuski, uzorkovala sam po tri komuske divljeg tipa uro¢njaka sa svakog polozaja duz
cvjetne stapke. Komuske sam pazljivo otvorila pod lupom (Etran) tako da sam upotrebom
sterilnih iglica napravila rez duz septuma (Slika 3, 3). Oslobodene sjemene zametke usitnila
sam sterilnim iglicama pod lupom, nakon ¢ega sam dobivene uzorke analizirala pod
svjetlosnim mikroskopom (Carl Zeiss JENA, Promeatech). Na temelju embrionalnih stadija
oslobodenih iz odredenog tipa komuski, odredila sam to¢nu veli¢inu i polozaj komuski koje

sam u daljnjim postupcima koristila za izolaciju embrija u pojedinim stadijima.
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Slika 3. Otvorena komuska biljke uro¢njak divljeg tipa pod povecanjem od 16x. 1 — sterilna iglica koja
je omogudila pridrzavanje komuske tijekom otvaranja, 2 — sjemeni zametak unutar komuske, 3 — rez

duz septuma komuske.

2.2.3 Povrsinska sterilizacija komuski

Povrsinska sterilizacija biljnog tkiva odnosi se na uklanjanje svih mikroorganizama s
povrsine uzorkovanog tkiva. Sterilizacija komuski provodi se u mikroepruveti, u sterilnim
uvjetima laminara. Odmah nakon odstranjivanja s biljke, komuske sam isprala s 1 ml 70 %-
tnog etanola (1 min) te s 1 ml vodene otopine 1 % lzosana G (100 % natrij dikloroizocijanurat
dihidrat, Pliva®) i 0,1 % mukazola s inkubacijom od 5 min, uz povremeno potresanje na sobnoj
temperaturi (eng. room temperature, RT). Nakon uklanjanja otopine, komuske sam isprala pet
puta u 1 ml sterilne vode. Sterilizirane komuske prenijela sam na filter papir kojeg sam
namocila sterilnom vodom i do izolacije embrija komuske sam inkubirala u petrijevoj zdjelici
na RT. Preklapanjem filter papira preko polozenih komuski odrzavala sam njihovu vlaznost
tijekom izolacije, pri ¢emu sam pazila da komuske nisu namocene u vodi kako ne bi doslo do

oStecenja tkiva.
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2.2.4 1zolacija zigotnih embrija
Postupak izolacije zigotnih embrija podrazumijevao je oslobadanje sjemenih zametaka
iz komuski, nakon ¢ega je slijedilo izdvajanje embrija iz sjemenih zametaka i njihovo odvajanje

od okolnog tkiva i necistoca.

2.2.4.1 Izolacija embrija u predglobularnim stadijima

Za izolaciju embrija u predglobularnim stadijima, sterilne komuske odgovarajuce
veli¢ine otvorila sam pod lupom sterilnim iglicama. lzolaciju embrija provela sam prema
protokolu Raissig i sur. (2013), uz nekoliko izmjena. Sjemene zametke iz svih 15 komuski
iglicom sam prenijela u 20 pl 1x izolacijskog pufera u sterilnoj mikroepruveti od 2 mi
postavljenoj na ledu. Tkivo skupljenih sjemenih zametaka samljela sam pritiskanjem uz lagane
pokrete plasticnog tucka (Slika 4) sve dok se otopina nije zamutila. U svrhu ispiranja tucka i
razrjedivanja uzorka, dodala sam 300 pl 1x izolacijskog pufera. Dobivenu otopinu
centrifugirala sam 5 s na 5000 g pri RT (Eppendorf 5145 R), nakon cega sam talog
resuspendirala u supernatantu Cetiri puta. Navedenu otopinu filtrirala sam kroz sito s porama
promjera 100 pum kojeg sam isprala s 200 pl 1% izolacijskog pufera, tako da je kona¢ni volumen
uzorka iznosio 500 pl. Cijeli postupak provela sam upotrebom sterilnog pribora u sterilnim
uvjetima laminara. Embrije sam nadalje izolirala pod svjetlosnim mikroskopom i invertnim

mikroskopom s mikrodisektorom prema postupku opisanom u odlomku 2.2.5.

Slika 4. Mljevenje tkiva plasticnim tu¢kom. 1 — plasti¢ni tucak, 2 — mikroepruveta od 2 ml, 3 — uzorak

sjemenih zametaka s embrijima u preglobularnoj razvojnoj fazi.
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2.2.4.2 1zolacija embrija u globularnom, srcolikom i torpedo stadiju

S ciljem izolacije embrija u globularnom i srcolikom stadiju, sterilne komuske
odgovarajuce veli¢ine otvorila sam pod lupom sterilnim iglicama. Sjemene zametke svih
komuski skupila sam u kap od 100 pl sterilne vode te ih, koristeci sterilne iglice, potpuno
usitnila. Dobivenu suspenziju propustila sam kroz sito s porama promjera 100 pm. PovrSinu
na kojoj sam prethodno usitnila sjemene zametke isprala sam s dodatnih 100 pl vode kako bih
skupila embrije koji su ostali vezani za podlogu te sam cijeli volumen vode propustila kroz
sito. Sito sam isprala s dodatnih 100 pl vode, tako da je kona¢ni volumen uzorka iznosio 300

pl. Daljnju analizu provela sam upotrebom svjetlosnog mikroskopa.

Postupak izolacije embrija u torpedo stadiju provela sam na sli¢an nacin, uz razliku u
koriStenim volumenima vode. Skupljanje sjemenih zametaka te ispiranje petrijeve zdjelice 1
sita s porama provela sam upotrebom 200 pl vode, tako da je konaéni volumen uzorka iznosio
600 pl. Spomenuto poveéanje volumena omogucilo je izolaciju embrija iz sjemenih zametaka

veéeg promjera u odnosu na prethodne.

2.2.4.3 lzolacija embrija u kotiledonarnom stadiju

U svrhu izolacije kotiledonarnih embrija, dvije sterilne komuske odgovarajuce veli¢ine
otvorila sam pod lupom sterilnim iglicama te sam sve sjemene zametke skupila u kapljicu od
40 pl vode. Pokrovnicu sam sterilizirala provla¢enjem kroz plamen te je postavila na kap vode
sa sjemenim zamecima. Laganim pritiskom pincete na pokrovnicu istisnula sam zigotne
embrije iz sjemenih zametaka. Nakon podizanja pokrovnice, isprala sam je s 500 pl vode kako
bih skupila embrije koji su ostali vezani na povrsini. Koristenjem sterilnih iglica, pod lupom
sam u jedan dio kapi izdvojila 35 embrija te sam ih na taj nacin odvojila od oSte¢enog tkiva i
ostalih necisto¢a. Embrije sam pazljivo prenijela pipetom u sterilnu mikroepruvetu od 2 ml, pri
¢emu sam koristila nastavke za pipetu do 1000 pl kako bih izbjegla oStecenja tkiva embrija.
Cijeli postupak ponovila sam koristenjem dviju dodatnih komuski, tako da je konac¢ni broj
embrija u uzorku iznosio 70. Iz mikroepruvete s izdvojenim embrijima potpuno sam uklonila
vodu koristenjem sterilne inzulinske Sprice. Nakon toga, na uzorak sam dodala 50 pl sterilne
vode kako bih isprala izolirane embrije od mogucih necisto¢a. Ponovno sam iz uzoraka
uklonila cijeli volumen dodane vode te sam izolirane embrije smrznula u tekuéem dusiku i

pohranila ih na -80 °C do koristenja.
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2.2.5 Mikromanipulacija zigotnim embrijima upotrebom invertnog

mikroskopa s mikrodisektorom

Postupak mikromanipulacije ukljucivao je upotrebu prethodno pripremljenih uzoraka
predglobularnih, globularnih, srcolikih i torpedo embrija koji su izolirani iz sjemenih zametaka
i odvojeni od okolnog tkiva, a proveden je s ciljem izdvajanja embrija u to¢no odredenim

razvojnim stadijima.

2.2.5.1 Priprema staklenih kapilara i predmetnica za mikromanipulaciju

U svrhu mikromanipulacije embrijima, pripremila sam odgovarajuce staklene kapilare
upotrebom vertikalnog potezaca kapilara (Vertical Micropipette Puller, model P-30, Sutter
Instrument) (Slika 5, a) na sljedeé¢i na¢in. Temperaturu taljenja kapilare namjestila sam na 730
°C, a jainu povlacenja utega na 300. Gornji dio staklene cjev¢ice (Capillary Glass &
Filaments, Sutter Instrument) pri¢vrstila sam na gornju stezaljku, a drugi dio staklene cjevcice
na donju stezaljku. Zatvorila sam prednja vrata uredaja i pritisnula tipku ,,PULL*. Nakon
zagrijavanja cjev€ice do zadane temperature, donja stezaljka s pricvr§¢enim utegom pala je pod
utjecajem gravitacije i pritom oblikovala vrh kapilare. Navedeni vrh kapilare skratila sam
upotrebom zileta (Slika 5, b). Detaljan opis postupka i dijelova uredaja dostupan je u

pripadaju¢em priru¢niku (Www.sutter.com).

Mikromanipulacija zigotnim embrijima zahtijevala je pripremu posebnih predmetnica.
Koristenjem vruceg voska, Ciste staklene pokrovnice zalijepila sam na metalne predmetnice s
rupom u sredini. Na taj nacin, dobila sam metalne predmetnice koje su na sredini sadrzavale

bazencic sa staklenim dnom (Slika 5, c).
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MODEL P-30

Slika 5. Vertikalni poteza¢ kapilara (Vertical Micropipette Puller, model P-30, Sutter Instrument) s
postavljenom staklenom cjev¢icom (@), oblikovana staklena kapilara (b) i metalna predmetnica s
bazenci¢em staklenog dna (C). Brojevima su oznaceni dijelovi uredaja i pripremljene predmetnice. (a)
1 — staklena cjev¢ica postavljena na stezaljke uredaja, 2 — gornja stezaljka, 3 — kompleks s filamentom
Cije zagrijavanje omogucuje taljenje staklene cjevcice, 4 — donja stezaljka, 5 — kliza¢ koji omogucuje
spustanje donje stezaljke i Cija tezina odreduje silu povlacenja, 6 — vijak za odredivanje promjera
kapilare, 7 — prekida¢ za odredivanje temperature taljenja staklene cjevéice, 8 — prekidac za odredivanje
sile povlacenja. (b) Crvenom strelicom prikazan je vrh kapilare dobiven nakon oblikovanja na uredaju

i skra¢ivanja ziletom, promjera ~ 0,25 mm. (c) 1 —bazenc¢i¢ sa staklenim dnom, 2 — kap od 50 pl uzorka.

2.2.5.2 Mikromanipulacija zigotnim embrijima

Embrije iz pripremljenih uzoraka izdvojila sam postupkom mikromanipulacije, uz
upotrebu invertnog fluorescencijskog mikroskopa s mikrodisektorom (Axiovert 200M, Zeiss)
koji je opremljen kamerom AxioCam MRc (Zeiss) i programom AxioVision verzija 4.5
(Zeiss). Prethodno pripremljenu staklenu kapilaru spojila sam na tanku cjev€icu povezanu s
hidrauli¢nim mikroinjektorom (Eppendorf, CellTram, Oil) koji omogucuje ispustanje, odnosno
uvlacenje embrija (Slika 6, a). Kako ne bi doslo do isuSivanja embrija, analizirala sam dio
uzorka (50 ul). Uzorak sam prenijela na predmetnicu s bazenc¢icem koju sam postavila na

postolje mikroskopa. S obzirom na to da koristeni mikroskop sadrzi drza¢ na kojeg se mogu
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pri¢vrstiti do tri predmetna stakalca, na susjedno postolje postavila sam predmetnicu s 50 pl
1x izolacijskog pufera za ispiranje embrija. Kapilaru sam postavila na nosa¢ kraj postolja

mikroskopa, pri ¢emu je vrh kapilare bio uronjen u uzorak i namjeSten unutar vidnog polja

(Slika 6, b).

Slika 6. Ru¢ni hidrauli¢ni mikroinjektor (Eppendorf, CellTram, Qil) sa spojenom kapilarom (a) i
postolje mikroskopa pripremljeno za analizu uzorka (b). Brojevima su oznac¢eni dijelovi uredaja. (a) 1
— pokretljivi dio za regulaciju dovoda i odvoda zraka, 2 — gumena cjev¢ica, 3 — metalna cjevcica s
navojima (3.1 3.2) i plasti¢nim nastavkom (3.3) za postavljanje staklene kapilare, 4 — staklena kapilara.
(b) 1 — nosa¢ mikroskopa za postavljanje kapilare, 2 — Kkapilara povezana s mikroinjektorom i
postavljena na nosa¢ mikroskopa, 3 — metalna predmetnica s uzorkom, 4 — susjedna predmetnica s

izolacijskim puferom za ispiranje embrija, 5 — vidno polje mikroskopa.

Tijekom pretrazivanja iz uzorka sam kapilarom, u §to manjem volumenu, skupila sve
embrije (Slika 7). U svrhu dodatnog uklanjanja necistoca, izolirane embrije kapilarom sam
prenijela u kap od 50 pl 1x izolacijskog pufera na susjednoj predmetnici. Nakon toga, ponovno
sam skupila sve embrije pazeci da necistoCe ostanu izvan kapilare. Ispiranje embrija ponovila
sam dva puta, nakon ¢ega sam izolirane embrije prenijela u sterilnu mikroepruvetu od 2 ml.

Uzorak sam smrznula u teku¢em dusiku i pohranila na — 80 °C do upotrebe.
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Slika 7. Postupak skupljanja embrija biljke uro¢njak u predglobularnom stadiju metodom
mikromanipulacije. Slika je prikazana pri pove¢anju od 100x upotrebom invertnog fluorescencijskog
mikroskopa s mikrodisektorom (Axiovert 200M, Zeiss) pomocu programa AxioVision verzija 4.5
(Zeiss). Strelica pokazuje embrij u predglobularnom stadiju. Na slici je s desne strane prikazan vrh
staklene kapilare kojom je provedeno skupljanje embrija. Skala = 15 pum.

2.2.5.3 Mjere opreza tijekom mikromanipulacije

U svrhu pravilnog rada invertnog mikroskopa s mikrodisektorom, dijelove uredaja
potrebno je pripremiti na ispravan nacin. S obzirom na vaznost hidraulicnog mikroinjektora
koji omogucuje skupljanje embrija iz uzoraka, potrebno je pravilno zavrnuti navoje na metalnoj
cjevcici (Slika 6a, 3.1 i 3.2). U suprotnome, nedostatak protoka zraka onemogucuje uvlacenje
zraka te posljedi¢no, izolaciju embrija. Zbog velike osjetljivosti staklenih kapilara, prije
postavljanja iste potrebno je provjeriti gornji navoj i plasti¢ni nastavak (Slika 6a, 3.1 3.3) u

kojima mogu zaostati komadici stakla i onemoguciti ispravan protok zraka.

S ciljem pravilnog rukovanja izoliranim embrijima, potrebno je brzo provodenje
postupka mikromanipulacije. 1z tog razloga, skupljene i isprane embrije potrebno je u Sto
kra¢em roku smrznuti u teku¢em dusiku kako ne bi doslo do isparavanja izolacijskog pufera i

oStecenja tkiva embrija.

2.2.5.4 Mikromanipulacija zigotnim embrijima za potrebe analize ekspresije gena
Mikromanipulacija u svrhu analize ekspresije gena zahtijevala je provodenje dodatnih

postupaka s ciljem uklanjanja RNaza. Predmetnicu s bazenci¢em za analizu uzorka i postolje

mikroskopa prebrisala sam otopinom za uklanjanje RNaza (RNaseZap™, Thermo Fisher

Scientific). Navedenom otopinom prebrisala sam staklenu kapilaru za skupljanje embrija, a
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njezinu unutra$njost isprala sam upotrebom 10 ul 1% izolacijskog pufera s dodatkom inhibitora
RNaza. Navedeni pufer koristila sam za ispiranje embrija od neéisto¢a, nakon ¢ega sam ih
prenijela u mikroepruvetu od 2 ml koja je tretirana upotrebom DEPC s ciljem uklanjanja
RNaza. Tijekom cijelog postupka mikromanipulacije ¢esto sam mijenjala rukavice kako bih

sprijecila kontaminaciju uzoraka vlastitim RNazama.

2.2.6 Analiza relativne ekspresije gena u kotiledonarnim embrijima

2.2.6.1 Izolacija ukupne mRNA

U svrhu izolacije ukupne glasnicke RNA (eng. messenger RNA, mRNA) iz
kotiledonarnih embrija uroénjaka Kkoristila sam Dynabeads® mRNA DIRECT™ Micro Kit
(Thermo Fisher Scientific). Uzorak za izolaciju mRNA sadrzavao je po 70 kotiledonarnih
embrija za divlji tip uro¢njaka i za linije uro¢njaka s prekomjernom ekspresijom gena BPM1
(L003, L100 i L104), utisSanom ekspresijom gena AtBPM1, 4, 5, 6 (amiR-bpm), prekomjernom
ekspresijom DMS3 (0eDMS3), mutiranim genom DMS3 (dms3-1) i mutiranim genom NRPE1
(nrpel-10). lzolaciju sam provela prema uputama proizvodaca i protokolu za izolaciju mMRNA
iz tkiva (assets.thermofisher.com/Dynabead), uz nekoliko dodatnih koraka. S ciljem $to
efikasnijeg razaranja tkiva tijekom pripreme lizata, mikroepruvete s uzorcima inkubirala sam
u ledenoj kupelji u vremenu od 10 s, nakon cega je slijedilo razaranje tkiva tu¢kom uz
naizmjeni¢no uranjanje u tekuc¢i dusik. U svrhu maksimalnog prinosa mRNA, lizate sam nakon
dodatka pufera za lizu promijesala uvlaceéi ih 10x kroz nastavak pipete do 10 ul. Ostale korake
provela sam slijede¢i protokol proizvodaca. Kona¢no, ukupnu mRNA eluirala sam s magnetnih
kuglica djelovanjem poviSene temperature. Na dva kontrolna uzorka, od kojih je svaki
sadrzavao mRNA izoliranu iz 10 kotiledonarnih embrija divljeg tipa, odredila sam temperaturu
koja omogucuje najveci prinos mRNA. Ukupnu mRNA eluirala sam uz inkubaciju uzoraka na
70 °C ili 80 °C tijekom 2 min. Cijeli postupak provela sam uz koriStenje pribora koji je tretiran
pomoc¢u DEPC kako bi se izbjegla prisutnost RNaza. Koncentraciju i ¢isto¢u izolirane mRNA
izmjerila sam spektrofotometrijski na uredaju NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific).

2.2.6.2 Reverzna transkripcija

Za dobivanje cDNA uz koriStenje izolirane mRNA kao kalupa koristila sam metodu
reverzne transkripcije. Za pravilno provodenje kvantitativne analize ekspresije gena potrebno
je osigurati jednaku koncentraciju kalupa za qPCR u svim uzorcima koje analiziramo. S tim
ciljem, za reakciju reverzne transkripcije koristi se tocno odredena, za sve uzorke koje zelimo

usporedivati, jednaka masa mRNA. Reakcijska smjesa sadrzavala je 36,75 ng mMRNA, 2,86 uM
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otopinu  pocetnice  Oligo(dT)1s Primer (Thermo Scientific), 0,29 mM smjesu
deoksiribonukleotida (dNTP) i DEPC vodu do kona¢nog volumena od 10 pul. U svrhu
uklanjanja mogucih sekundarnih struktura mRNA, pripremljene smjese inkubirala sam na 65
°C tijekom 5 min, nakon ¢ega je slijedilo hladenje na 4 °C u vremenu od 2 min. Tijekom
hladenja, u reakciju sam dodala 4 pl prethodno pripremljene reakcijske smjese koja se sastojala
od 1x Reaction Buffer (Thermo Scientific), 20 U RiboLock RNase Inhibitor (Thermo
Scientific), 40 U RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Scientific) i DEPC vode
do konac¢nog volumena. Krajnji volumen reakcijske smjese za reverznu transkripciju bio je 14
pl te su u toj smjesi pri 42 °C tijekom 45 min sintetizirane cDNA molekule. Kona¢no, enzim
reverzna transkriptaza je inaktiviran pri 70 °C u vremenu od 15 min. Opisane reakcije
provedene su na uredaju GeneAmp® PCR System 2700 (Applied Biosystems), a dobivene

cDNA pohranila sam na 4 °C do koriStenja.

2.2.6.3 Metoda gPCR

Metodu qPCR koristila sam za analizu relativne ekspresije gena CML41 i FBW2 u
kotiledonarnim embrijima transgenicnih linija uro¢njaka. Kontrolnom reakcijom odredila sam
koli¢inu kalupa cDNA koja je potrebna za provodenje reakcije qPCR navedenih gena. U tu
svrhu, kao kalup sam koristila cDNA izoliranu iz kotiledonarnih embrija divljeg tipa, uz
upotrebu podetnica za gene TIP41 i FBW2. Reakcijska smjesa sastojala se od 1x GoTaq® qPCR
MasterMix (Promega), 0,2 uM uzvodne (FW) pocetnice specificne za pojedini gen, 0,2 UM
nizvodne (REV) pocetnice specifi¢ne za pojedini gen, 1 pl (2,63 ng) ili 3 pl (7,88 ng) cDNA
kao kalupa i DEPC vode do kona¢nog volumena od 10 ul. Za svaku reakcijsku smjesu
pripremila sam dvije tehnicke replike, a Cistocu reakcijske smjese pripremljene za odredeni par
pocetnica provjerila sam kontrolom bez kalupa u kojoj sam umjesto cDNA dodala isti volumen
DEPC vode. Program reakcije sastojao se od pocetne denaturacije pri 95 °C u vremenu od 5
min, nakon ¢ega je slijedilo 40 ciklusa denaturacije na 95 °C tijekom 5 s te prijanjanja pocetnica
i elongacije na 60 °C tijekom 10 s. Navedene reakcije provodila sam na uredaju Magnetic
Induction Cycler (Mic) PCR Machine (Bio Molecular Systems).

2.2.6.4 Agarozna gel elektroforeza

Za potvrdu uspjeS$nosti umnazanja Zeljenih fragmenata DNA tijekom reakcije qPCR,
uzorke sam analizirala agaroznom gel elektroforezom. Navedenu metodu provodila sam u
kadici RunOne™ Electrophoresis Unit (Embi Tec) uz upotrebu 1x TAE pufera kojeg sam
koristila i za pripremu 2 %-tnog agaroznog gela. S ciljem vizualizacije vrpci tijekom

elektroforeze, neposredno prije nanoSenja uzoraka na gel pomijesala sam 5 pl svakog uzorka s
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1 ul boje za nanoSenje na gel (6x DNA Loading Dye, Thermo Scientific). Osim uzoraka, na
gel sam nanijela 3 pl molekularnog biljega GeneRuler 100 pb DNA ladder (Thermo Scientific).
Elektroforeze sam provodila pri pocetnom naponu od 25 V u vremenu od ~ 5 min, a nakon
toga pri naponu od 50 V u trajanju od ~ 30 min. U svrhu detekcije vrpci koristila sam otopinu
etidij bromida (EtBr) koncentracije 10 ng/l, a gel sam vizualizirala UV svjetlom (Kodak EDAS
290, ekspozicija 2 s, 100% UV). Slike gelova dobila sam upotrebom digitalne kamere koristeci
program Kodak 1D.

2.2.6.5 Analiza rezultata metode qPCR

Metodom gPCR za svaki je uzorak odredena efikasnost parova pocetnica za koristeni
gen 1 broj ciklusa umnazanja u kojem je fluorescentni signal zabiljezen iznad pozadinske
fluorescencije (vrijednost Ct). Dobivene podatke koristila sam za analizu relativne ekspresije
gena CMLA41 i FBW2 u kotiledonarnim embrijima razli¢itih linija uro¢njaka u odnosu na divlji
tip. Koristila sam metodu AACt (Pfaffl, 2006) uz TIP41 kao endogenu kontrolu. Dobivene
rezultate prikazala sam kao srednje vrijednosti dviju tehnickih replika s pripadaju¢im

standardnim pogreskama.
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3 REZULTATI

3.1 Izolacija zigotnih embrija uro¢njaka

3.1.1 Izolacija embrija u predglobularnim stadijima

Analizom embrionalnih stadija karakteristicnih za komuske razli¢itih veli¢ina i
polozaja duz cvjetne stapke divljeg tipa uro¢njaka, odredena je tocna veli¢ina i polozaj komuski
koje sadrze najve¢i broj embrija u predglobularnim stadijima. Za izolaciju embrija u
predglobularnim stadijima, odabrano je 15 komuski prosjeéne duljine ~ 10 mm, svijetlo zelene
boje i prosjecne Sirine ~ 0,5 mm (Slika 8). Svaka od opisanih komuski smjestena je na Cetvrtom

polozaju od polozaja prve vidljive komuske na cvjetnoj stapci divljeg tipa urocnjaka.

Slika 8. Komuske divljeg tipa uro¢njaka koriStene za izolaciju embrija u predglobularnim stadijima.

Izolacija embrija u predglobularnim stadijima provedena je uhodanom metodom rucne
izolacije iz sjemenih zametaka opisanih komuski. Svaka od komuski sadrzavala je sjemene
zametke s embrijima razlicitih stadija. Iz tog razloga, u dobivenom uzorku mogli su se pronaci
embriji u nekoliko razvojnih faza, uklju¢ujuéi dvostani¢ni (Slika 9, @) i osmostani¢ni (Slika 9,
b) stadij, stadij dermatogena (Slika 9, c) te rani globularni stadij (Slika 9, d). Jedan od klju¢nih
koraka uhodane metode izolacije predstavlja razaranje okolnog tkiva plasti¢nim tu¢kom, pri
c¢emu je vazno paziti na to da je primijenjena sila dovoljno snaZna da unisti tkivo sjemenih
zametaka, ali ne dovede do zgnjecenja tkiva embrija. Promatranjem uzorka pod svjetlosnim
mikroskopom, odredeno je da prosjecni broj embrija u volumenu izolacijskog pufera od 50 pl
iznosi 13. Stoga, daljnjim postupkom mikromanipulacije iz pripremljenog uzorka teoretski je
moguce izdvojiti ~ 130 predglobularnih embrija. Provedena metoda izolacije omogudila je
dobivanje uzoraka velike Cisto¢e, bez prisutnosti velikih komada tkiva koji oteZzavaju
izdvajanje embrija i uzorak kontaminiraju neembrijskim ostacima. Cijeli postupak izolacije

embrija trajao je ~ 3 h.
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Slika 9. Predglobularni i rani globularni embriji uro¢njaka divljeg tipa analizirani pod svjetlosnim
mikroskopom pri povec¢anju od 400%. a — embrij u dvostani¢nom stadiju, b — embrij u osmostani¢énom

stadiju, ¢ — embrij u stadiju dermatogena, d — embrij u ranom globularnom stadiju. Skala = 10 pum.

3.1.2 Izolacija embrija u globularnom i srcolikom stadiju

Tocna veli¢ina i polozaj komuski koje su pogodne za izolaciju embrija u globularnom
i srcolikom stadiju odredeni su analizom embrionalnih stadija karakteristicnih za komuske
razli¢itih veli¢ina i poloZaja duz cvjetne stapke divljeg tipa uro¢njaka. U svrhu izolacije embrija
u globularnom i srcolikom stadiju, odabrano je 15 komuski prosje¢ne duljine ~ 10 mm i $irine
~ 1 mm te tamnije zelene boje (Slika 10). Svaka od navedenih komuski smjestena je na petom

poloZaju od poloZaja prve vidljive komuske na cvjetnoj stapci divljeg tipa urocnjaka.

-

1cm

Slika 10. Komuske divljeg tipa uro¢njaka koristene za izolaciju embrija u globularnom i srcolikom

stadiju.
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Embriji u globularnom i srcolikom stadiju izolirani su iz spomenutih komuski
uhodanim postupkom ru¢ne izolacije. U sjemenim zamecima komuski ovog tipa embriji Su se
nalazili u razli¢itim globularnim i srcolikim fazama razvoja pa su embriji u globularnom (Slika
11, a) i srcolikom (Slika 11, b) stadiju dobiveni su u istom uzorku. Najvazniji korak izolacije
ukljucuje potpuno usitnjavanje tkiva sjemenih zametaka iglicama, §to omogucuje odvajanje
embrija od okolnog tkiva. Analizom uzorka pod svjetlosnim mikroskopom, utvrdeno je da
ukupan broj embrija koji je moguée izdvojiti daljnjim postupkom mikromanipulacije iz
pripremljenog uzorka iznosi 72 u volumenu vode od 300 pl. Od ukupnog broja embrija, 32
embrija pripadala su globularnom stadiju, a 40 embrija srcolikom stadiju. Promatranjem uzorka
jasno su se mogli uoéiti pojedini globularni i srcoliki stadiji embrija. Konaéno filtriranje uzorka
omogucilo je uklanjanje vecih dijelova tkiva sjemenih zametaka, ¢ime su dobiveni uzorci

velike ¢istoce. Cijeli postupak proveden je u vremenu od ~ 3,5 h.

Slika 11. Embriji uro¢njaka divljeg tipa analizirani pod svjetlosnim mikroskopom pri poveéanju od

400x%. a —embrij u kasnom globularnom stadiju, b — embrij u srcolikom stadiju. Skala = 20 um.

3.1.3 lzolacija embrija u torpedo stadiju

Analizom embrionalnih stadija koji se nalaze u komuSkama razli¢itih veli¢ina i poloZaja
duz cvjetne stapke divljeg tipa uro¢njaka, odredena je tocna veli€ina i poloZaj komuski koje su
pogodne za izolaciju embrija u torpedo stadiju. S ciljem izolacije embrija u spomenutom
stadiju, odabrano je 15 komuski prosjec¢ne duljine ~ 11 mm, tamno zelene boje i1 prosjecne
Sirine ~ 1 mm (Slika 12). Svaka od opisanih komuski smjestena je na Sestom polozaju od

polozaja prve vidljive komuske na cvjetnoj stapci divljeg tipa uro¢njaka.
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Slika 12. Komuske divljeg tipa uro¢njaka koristene za izolaciju embrija u torpedo stadiju.

Izolacija embrija u torpedo stadiju provedena je optimiziranom metodom ruéne
izolacije iz sjemenih zametaka opisanih komuski. Svaka od komuski sadrzavala je sjemene
zametke s nekoliko razli¢itith embrionalnih faza, zbog cega su se u uzorku mogli pronaci
embriji u nekoliko razvojnih stadija. VaZan korak izolacije koji ukljuCuje razaranje tkiva
sjemenih zametaka iglicama doveo je do oSte¢enja odredenog broja embrija. Unato¢ tome,
analizom uzorka pod svjetlosnim mikroskopom pronadena su 142 cjelovita embrija u
volumenu vode od 600 pl koje je moguée izdvojiti daljnjim postupkom mikromanipulacije. U
pripremljenom uzorku 98 embrija pripadalo je torpedo stadiju (Slika 13, a), 30 embrija
srcolikom stadiju (Slika 11, b), a 14 embrija ranom kotiledonarnom stadiju (Slika 13, b).
Filtriranje uzorka omogudéilo je odvajanje embrija od vecih dijelova okolnog tkiva, §to je

rezultiralo velikom ¢isto¢om uzorka. Cijeli postupak zahtijevao je utrosak vremena od ~ 4 h.

Slika 13. Embriji uro¢njaka divljeg tipa analizirani pod svjetlosnim mikroskopom pri povecanju od

400x%. a —embrij u torpedo stadiju, b — embrij u ranom kotiledonarnom stadiju. Skala = 40 um.

28



3.1.4 I1zolacija embrija u kotiledonarnom stadiju

Toc¢na veli¢ina i polozaj komuski koje su pogodne za izolaciju embrija u
kotiledonarnom stadiju odredeni su analizom embrionalnih stadija koji se nalaze u komuskama
razlicitih veli¢ina i polozaja duz cvjetne stapke divljeg tipa uro¢njaka. U svrhu izolacije embrija
u kotiledonarnom stadiju, odabrano je 8 komuski prosjeéne duljine ~ 13 mm, tamno zelene
boje i prosjecne Sirine ~ 1,5 mm (Slika 14). Svaka od navedenih komuski smjestena je na
donjem dijelu cvjetne stapke. Opisani postupak provela sam za divlji tip uro¢njaka i za linije
uro¢njaka s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (L003, L100 i1 L104), utiSanom
ekspresijom gena AtBPML1, 4, 5, 6 (amiR-bpm), prekomjernom ekspresijom gena DMS3
(0eDMS3), mutiranim genom DMS3 (dms3-1) i mutiranim genom NRPEL (nrpel-10).

l1cm

T

Slika 14. Komuske divljeg tipa uro¢njaka koristene za izolaciju embrija u kotiledonarnom stadiju.

Izolacija embrija u kotiledonarnom stadiju provedena je uhodanom metodom rucne
izolacije iz sjemenih zametaka cetiriju opisanih komuski. Iznimno, zbog manje veli¢ine
komuski linije amiR-bpm i dvostruko manjeg broja sjemenih zametaka u odnosu na ostale
linije, izolacija kotiledonarnih embrija navedenog mutanta provedena je iz sjemenih zametaka
8 komuski. Jedan od vaznih koraka izolacije odnosi se na odabir optimalnog volumena vode u
kojem se skupljaju sjemeni zameci, pri cemu odabrani volumen vode ovisi o povrsini koristene
pokrovnice. Neodgovaraju¢i volumen vode onemogucuje istiskivanje embrija iz sjemenih
zametaka pritiskanjem pokrovnice na kap vode sa zamecima. Skupljanje istisnutih embrija u
jedan dio kapi vode i njihovo odvajanje od okolnog tkiva upotrebom iglica (Slika 15), kao i
konacno ispiranje embrija upotrebom inzulinske Sprice osiguravaju dobivanje uzoraka velike
¢istoce. Cijeli postupak pripreme uzorka od 70 kotiledonarnih embrija proveden je u vremenu

od ~ 40 min.
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Slika 15. Skupina od 55 embrija uro¢njaka divljeg tipa u kotiledonarnom stadiju koji su odvojeni od

okolnog tkiva i izolirani pod lupom pri povecanju od 50x. Skala = 200 pm.

3.2 Mikromanipulacija zigotnim embrijima

Izdvajanje predglobularnih, globularnih, srcolikih i torpedo embrija moguce je provesti
postupkom mikromanipulacije upotrebom invertnog mikroskopa s mikrodisektorom. S
obzirom na prosje¢nu veli¢inu embrija, odreden je optimalni promjer staklene kapilare od 0,25
mm. lzdvajanjem skupljenih embrija u kap izolacijskog pufera na susjednoj predmetnici
provedeno je ispiranje embrija koje je rezultiralo dobivanjem uzoraka velike ¢isto¢e. Dodatni
postupci provedeni s ciljem uklanjanja RNaza koji uklju¢uju upotrebu izolacijskog pufera s
dodatkom inhibitora RNaza omogucuju pripremu uzoraka embrija za analizu ekspresije gena.
Vrijeme potrebno za provodenje cijelog postupka ovisi o volumenu uzorka, pri ¢emu je

prosje¢no vrijeme utro$eno za analizu 50 pl uzorka iznosilo ~ 15 min.

3.3 Analiza relativne ekspresije gena CML41 i FBW2 u

kotiledonarnim embrijima razli¢itih linija uro¢njaka A. thaliana
Uhodanom metodom izolacije skupila sam po 70 kotiledonarnih embrija divljeg tipa
uro¢njaka te linija uro¢njaka s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (L003, L100 i L104),
utiSanom ekspresijom gena AtBPML1, 4, 5, 6 (amiR-bpm), prekomjernom ekspresijom DMS3
(0eDMS3), mutiranim genom DMS3 (dms3-1) i mutiranim genom NRPE1 (nrpel-10). Prvi

korak analize ekspresije gena u kotiledonarnim embrijima uro¢njaka ukljucivao je postupak
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izolacije ukupne mRNA iz embrija. Vazan korak izolacije uklju¢ivao je eluciju mRNA s
magnetnih kuglica. Na dva kontrolna uzorka, od kojih je svaki sadrzavao mRNA izoliranu iz
10 kotiledonarnih embrija divljeg tipa, odredena je temperatura elucije koja omogucuje najveci
prinos mRNA. Utvrdeno je da temperatura od 80 °C osigurava tri puta veéi prinos mRNA u
odnosu na temperaturu od 70 °C. 1z tog razloga, mRNA izolirana iz 70 kotiledonarnih embrija
pojedinih linija uro¢njaka eluirana je s magnentih kuglica inkubacijom na 80 °C tijekom 2 min.
Dobivene koncentracije mRNA ukljucivale su vrijednosti u rasponu 5,25 — 22,55 ng/ul, a tocne
koli¢ine MRNA i njihove Cistoce izrazene omjerima apsorbancija Azeorzso | A2e0/230 SU prikazani
u Tablici 2. Kako bi se uskladile koli¢ine kalupa za reakciju qPCR, reverznom transkripcijom

je za sve linije prepisano 36,75 ng MRNA u cDNA, u volumenu od 14 ul (2,63 ng/ul).

Tablica 2. Koncentracija mMRNA izolirana iz 70 kotiledonarnih embrija divljeg tipa uro¢njaka i linija
uro¢njaka s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (L003, L100 i L104), utiSanom ekspresijom gena
AtBPM1, 4, 5, 6 (amiR-bpm), prekomjernom ekspresijom DMS3 (0eDMS3), mutiranim genom DMS3
(dms3-1) i mutiranim genom NRPE1 (nrpel-10) uz omjere Azsorzso | Azsorzzo KOji su dobiveni za pojedini

uzorak.

linija koncentracija
uroénjaka mRNA / (ng/ul) Aaz601280 Aaz601230
divlji tip 22,55 2,08 1,49
L003 6,4 2,21 0,935
L100 7,55 2,50 1,37
L104 16,95 1,99 1,03
amiR-bpm 5,25 2,49 1,15
0eDMS3 15,45 2,30 1,42
dms3-1 13,05 2,29 1,19
nrpel-10 18,1 1,99 1,67

Relativna ekspresija gena CML41 i FBW2 u kotiledonarnim embrijima razli¢itih
transgeni¢nih linija | mutanata uro¢njaka analizirana je metodom gPCR. U kontrolnoj reakciji,
uz upotrebu 1 ul (2,63 ng) ili 3 ul (7,88 ng) cDNA izolirane iz kotiledonarnih embrija divljeg
tipa 1 pocetnica za gene TIP41 i FBW2, odredena je koli¢ina kalupa cDNA koja je potrebna za
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provodenje reakcije qPCR. Utvrdeno je da upotreba 3 pl uzorka reverzne transkripcije u
pojedinoj reakciji sprjeCava umnazanje fragmenata u reakciji qPCR. Medutim, uspje$no
umnazanje zeljenih fragmenata postignuto je upotrebom 1 pl nerazrijedene cDNA u svakoj
reakcijskoj smjesi. 1z tog razloga, tijekom analize ekspresije gena CML41 i FBW2 u razli¢itim
linjjama urocnjaka, kao kalup je koriSten 1 pl nerazrijedene cDNA. Prosjecne vrijednosti
dobivenih efikasnosti parova pocetnica za gene TIP41, CML41 i FBW2 u svim provedenim
reakcijama gqPCR za sve Koristene linije pri temperaturi od 60 °C iznosile su redom 71,84 %,
68,41 %1 57,21 %. Vrijednosti Ct za kontrolni gen TIP41 dobivene su u rasponu vrijednosti 24

— 27 izmedu svih analiziranih linija uro¢njaka.

3.3.1 Potvrda specificnog umnazanja fragmenata

Za potvrdu uspjesnosti specificnog umnazanja fragmenata DNA, po zavrSetku reakcije
qPCR nasumi¢no odabrane uzorke analizirala sam agaroznom gel elektroforezom. U svim
analiziranim uzorcima uocena je vrpca od ~ 120 pb (Slika 16), $to odgovara ocekivanim
duljinama fragmenata za gene TIP41, CML41 i FBW2 koji redom iznose 122 pb, 125 pb i 114
pb. Pritom, najveéi intenzitet umnazanja uocen je za gen TIP41, neSto manji intenzitet za gen
CMLA41, a najmanji za gen FBW2. 1znimku predstavlja uzorak L003 u kojem je vidljiva vrpca
na visini od ~ 250 pb. S obzirom da pocetnice za gen TIP41 omogucuju i nespecifi¢no
umnazanje fragmenta od 230 pb na kalupu genomske DNA, dobivena vrpca ukazuje na

kontaminaciju uzorka mRNA genomskom DNA.

TIP41 CML41 FBW2

M L100 amiR L104 LO03 wt dms3 nrpe wt DMS3 L003 L104 L100 amiR dms3 nrpe DMS3

Slika 16. Fragmenti DNA umnozeni metodom gPCR uz upotrebu 1 pl cDNA kao kalupa i parova
pocetnica koje su specifi¢ne za gene TIP41, CML41 i FBW2 u kotiledonarnim embrijima divljeg tipa

uro¢njaka (wt), linija uro¢njaka s pojac¢anom ekspresijom BPM1 (L100, L104, L003), utisanim genima
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AtBPM1, 4, 5, i 6 (amiR), pojacanom ekspresijom gena DMS3 (DMS3), mutiranim genom DMS3
(dms3) i mutiranim genom NRPEL (nrpe). M - GeneRuler 100 pb DNA ladder.

3.3.2 Uspjesnost provedbe reakcije qPCR i relativna ekspresija gena
CML41i FBW2

Relativna ekspresija gena CML41 i FBW2 u razli¢itim transgeni¢nim linijama i
mutantama uro¢njaka analizirana je metodom AACt uz upotrebu TIP41 kao endogene kontrole
(Slike 17, 18). S obzirom da prikazani stupci predstavljaju srednju vrijednost dviju tehnickih
replika, pripadajuce standardne pogreske ukazuju na preciznost izvodenja same metode. Linija
L003 izostavljena je iz analize zbog vrlo niske efikasnosti sva tri para pocetnica U uzorcima

navedene linije, kao i zbog kontaminacije uzorka cDNA genomskom DNA.

Analizom relativne ekspresije gena CML41 u kotiledonarnim embrijima razli¢itih linija
urocnjaka (Slika 17), dobivene su male vrijednosti standardnih pogresaka u svim analiziranim
uzorcima. Takvi rezultati ukazuju na malu razliku u vrijednostima efikasnosti pocetnica i
vrijednostima Ct koje su dobivene izmedu dviju tehnickih replika uzoraka. Time je potvrdena
velika preciznost tijekom pipetiranja u provedbi reakcije qPCR. Ekspresija gena CML41
znacajno je smanjena kod linija L100, L104, amiR-bpm i 0eDMS3 u odnosu na divlji tip. Kod
linije dms3-1 moze se uociti tendencija povecanja ekspresije od 70 % za gen CML41 u odnosu
na divlji tip, dok se tendencija smanjenja ekspresije od 40 % za isti gen moZe zamijetiti kod

linije nrpel-10 u odnosu na divlji tip.

1,8
1,6
1,4
1,2

1
0,8
0,6

0,4

relativna ekspresija gena CML41

0,2

wt L100 L104 amiR-bpm o0eDMS3 dsm3-1 nrpel-10

0

Slika 17. Relativna ekspresija gena CML41 u kotiledonarnim embrijima linija uro¢njaka s poja¢anom
ekspresijom BPM1 (L100, L104), utiSanim genima AtBPM1, 4, 5, i 6 (amiR-bpm), pojac¢anom
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ekspresijom gena DMS3 (0eDMS3), mutiranim genom DMS3 (dms3-1) i mutiranim genom NRPE1
(nrpel-10) u odnosu na divlji tip (wt). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti dviju tehnickih replika

s pripadaju¢im standardnim pogreskama.

Odredivanjem relativne ekspresije gena FBW2 u kotiledonarnim embrijima razli¢itih
linija uroc¢njaka (Slika 18), dobivene su velike varijacije izmedu tehnickih replika. Rezultati
ukazuju na veliku razliku u vrijednostima efikasnosti parova pocetnica i vrijednostima C;
izmedu dviju tehni¢kih replika, $to ukazuje na manju preciznost tijekom provedbe reakcije
gPCR. Ekspresija gena FBW?2 ostala je nepromijenjena kod linija L104, amiR-bpm i 0eDMS3
u odnosu na divlji tip. Tendencija smanjenja ekspresije gena FBW2 od oko 40 % moze se uociti
kod linija L100, dms3-1 i nrpel-10 u odnosu na divlji tip.

Iililu
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1,6

1,4

1,2

1

0,8

0,6

0,4

relativna ekspresija gena FBW2

0,2

Slika 18. Relativna ekspresija gena FBW2 u kotiledonarnim embrijima linija uro¢njaka s poja¢anom
ekspresijom BPM1 (L100, L104), utiSanim genima AtBPM1, 4, 5, i 6 (amiR-bpm), pojacanom
ekspresijom gena DMS3 (0eDMS3), mutiranim genom DMS3 (dms3-1) i mutiranim genom NRPE1
(nrpel-10) u odnosu na divlji tip (wt). Stupcima su prikazane srednje vrijednosti dviju tehnickih replika

s pripadaju¢im standardnim pogreskama.
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4 RASPRAVA

Embriogeneza vaskularnih biljaka odnosi se na proces uspostave plana tijela koji
ukljucuje niz razvojnih dogadaja nuznih za rani vegetativni rast nakon klijanja. Uspostava
polarnosti embrija i obrazaca razvoja, kao i diferencijacija razlicitih stanica, tkiva i organa neke
su od karakteristika embriogeneze biljaka. Analiza ekspresije gena u razli¢itim stadijima
embrionalnog razvoja daje uvid u genetske mehanizme i metaboli¢ke procese koji omogucuju
nastanak zrelih embrija (Itoh i sur., 2016). Zbog precizno definiranog i predvidljivog razvoja,
uro¢njak je idealan model u takvim istrazivanjima. Iz tog razloga, razvijene su metode koje
omogucuju izolaciju embrija uroénjaka u pojedinim embrionalnim fazama (Florez-Rueda i
sur., 2020). Medutim, mnoge tehnicke poteskoce povezane s metodama izolacije ograni¢avaju
izdvajanje Cistih embrija i posljedi¢no, kvalitetnu analizu genske ekspresije. Stoga, ovim radom
nastojalo se uhodati metode koje ¢e olaksati takve prepreke prilikom izolacije pojedinih stadija
embrija uroénjaka i izolirati MRNA koja ¢e koli¢inom i ¢istocom omoguditi analizu ekspresije

gena metodom gPCR.

Vrlo rani embrionalni stadiji uro¢njaka, koji ukljucuju sve embrije prije globularnog
stadija, male su veli¢ine i1 sadrze samo nekoliko stanica, zbog ¢ega ih je jako tesko analizirati i
izdvojiti od tkiva sjemenog zametka (Feng i Ma, 2017). Do danas, poznato je nekoliko metoda
izolacije predglobularnih embrija. Jedna od njih odnosi se na izrezivanje embrija iz
mikropilarnog pola sjemenog zametka upotrebom iglica (Xiang i sur., 2011), §to zahtijeva
veliki utroSak vremena i1 preciznost izvodaca. Takoder, nezadovoljavajuéom metodom
izdvajanja predglobularnih embrija pokazalo se pritiskanje povrSine sjemenih zametaka
upotrebom pincete ili pokrovnice (Nawy 1 sur., 2010; Feng 1 Ma, 2017). Ovim istrazivanjem
potvrdeno je da primjena takve metode onemogucuje izolaciju velike koli¢ine embrija koja je
potrebna u daljnjim analizama zbog toga $to ve¢ina embrija ostane okruzena i vezana na okolno
maj¢insko tkivo sjemenog zametka. Opisani tehni¢ki problemi uklonjeni su istraZivanjem
Raissig 1 sur. (2013) u kojem temeljni princip izdvajanja embrija od okolnog tkiva ukljucuje
mljevenje svih izdvojenih sjemenih zametaka tu¢kom. Bitan korak odnosi se i na filtriranje
dobivene otopine, $to je u tom istrazivanju omogucilo izolaciju 25 — 40 embrija u vremenu od
~ 3 h. Takva metoda uspjesno je primijenjena u svrhu sekvenciranja RNA (Autran i sur., 2011),
analize metilacije DNA specifi¢nih gena (Wohrmann i sur., 2012) i analizama gena reportera
(Raissig i sur., 2011). Modifikacijama metode Raissig i sur. (2013) u ovom je radu pokazano

da je iz istog broja komuski koji je ukljucivao njih 15 oslobodeno ~ 130 embrija. Moguci uzrok
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znatno vece koli¢ine izdvojenih embrija odnosi se na promjenu uvedenu tijekom filtriranja.
Upotreba mrezice s porama cetiri puta veceg promjera u odnosu izvorni protokol (Raissig i
sur., 2013) omogudila je prolazak embrija, ali i manjih dijelova tkiva koje ih okruzuje. S
obzirom na to da je primije¢eno da se embriji ve¢inom zadrzavaju u podrucju okolnog tkiva,
prolazak manjih komadica tkiva omogucio je filtriranje veceg broja embrija. Upotreba takvih
uzoraka u daljnjim postupcima analize ne predstavlja problem s obzirom na kasnije izdvajanje
1 ispiranje embrija tijekom mikromanipulacije. Drugo moguce objasnjenje velikog broja
izoliranih embrija ukljucuje koli¢inu sile primijenjene tijekom mljevenja plastiénim tu¢kom.
Jacina pritiska tuckom ovisi o izvodacu, Sto moze dovesti do istiskivanja razlicitog broja

embrija izmedu uzoraka dobivenih istim protokolom.

Poznati su razli¢iti pristupi izdvajanja globularnih, srcolikih i torpedo embrija
uro¢njaka. Enzimatska metoda izolacije ukljuCuje inkubaciju sjemenih zametaka u otopini
enzima, $to dovodi do razaranja okolnog tkiva i oslobadanja embrija (Aybeke i sur., 2013;
Englhart i sur., 2017). Prednost metode odnosi se na jednostavnost njezine provedbe, a razlog
slabije primjene ukljuuje mali broj izoliranih embrija. Velika koli¢ina ranih globularnih
embrija dobivena je stiskanjem povrSine sjemenih zametaka (Slane 1 sur., 2014), §to u ovom
istrazivanju nije omogucilo izolaciju zadovoljavajuce koli¢ine Cistih embrija u globularnom,
srcolikom ni torpedo stadiju. Iznenadujuée, modificirana metoda Raissig i sur. (2013) koja se
pokazala vrlo u¢inkovitom tijekom izolacije predglobularnih stadija nije omogucila izolaciju
velike koli¢ine embrija niti u jednom od triju navedenih stadija. S obzirom na to da se moglo
primijetiti da je ve¢ina oslobodenih embrija oSte¢ena, moguca pretpostavka odnosi se na to da
mljevenje sjemenih zametaka tu¢kom dovodi do razaranja tkiva globularnih, srcolikih i torpedo
embrija koji su veci u odnosu na embrije predglobularnih stadija. Medutim, ucinkovitom
metodom pokazalo se trganje sjemenih zametaka upotrebom iglica provedeno po uzoru na
istrazivanje Xiang i sur. (2011) koje je omogucilo izolaciju velikog broja embrija u svim
stadijima embriogeneze uroc¢njaka (Gao 1 sur., 2019). Izmjena originalne metode u ovom
istrazivanju ukljucivala je nasumicno i potpuno razaranje tkiva sjemenih zametaka pod lupom
u odnosu na precizno izrezivanje mikropilarnog pola kod Xiang i sur. (2011). Opisana
promjena olakSala je provedbu metode, ¢ime je vrijeme potrebno za izolaciju embrija znatno
skra¢eno. Zbog vece koli¢ine tkiva torpedo embrija u odnosu na ostale stadije, nasumi¢no
razaranje sjemenih zametaka dovelo je do oSte¢enja malog broja embrija, Sto se pokazalo
jedinim nedostatkom uvedene promjene. Unato¢ tome, uhodana metoda s takvim razaranjem

zametaka omogucuje izolaciju velike koli¢ine embrija u Zeljenim stadijima. Kontaminacija
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uzoraka embrija tkivom razorenih sjemenih zametaka predstavlja veliki problem prilikom
daljnjih analiza. Vaznost filtriranja koja je potvrdena tijekom izolacije embrija orhideje
(Aybeke, 2013), kukuruza (Zhong i sur., 2018) i predglobularnih embrija uro¢njaka u ovom
radu razlog je upotrebe navedenog koraka prilikom izolacije globularnih, srcolikih i torpedo
embrija. S obzirom na to da su embriji u opisanim stadijima promjera izmedu 40 1 90 um
(Xiang i sur., 2011), njihovo uspjesno odvajanje od okolnih ne€isto¢a postignuto je filtriranjem

kroz pore promjera 100 pm.

S obzirom na veli¢inu kotiledonarnih embrija, njihovo istiskivanje iz sjemenih
zametaka omoguceno je laganim pritiskom pokrovnice na povrSinu sjemenih zametaka
(Skiljaica, 2016). Primjenom opisane metode u ovom istraZivanju izoliran je veliki broj &istih
kotiledonarnih embrija. Umjesto prijenosa pojedinacnih embrija iglicom, uveden je korak
skupljanja svih oslobodenih embrija u jedan dio kapi vode, nakon ¢ega su skupljeni embriji
izdvojeni upotrebom pipete. Takav postupak omoguéio je znatno smanjenje vremena
potrebnog za izolaciju embrija. Uz to, upotreba pokrovnice vece povrSine omoguéuje
istovremeno istiskivanje embrija iz veceg broja sjemenih zametaka, $to znatno olakSava
provedbu izolacije. Sjemeni zameci s embrijima kasnijih razvojnih faza sadrZe gusti endosperm
koji je povezan s embrijima, zbog ega postoji veca opasnost kontaminacije uzoraka embrija
okolnim tkivom (Gao i sur., 2019). Uklanjanje moguéih necisto¢a tijekom izolacije
kotiledonarnih embrija u ovom istrazivanju ostvareno je kombiniranjem metode izdvajanja
embrija od necistoca iglicama 1 konac¢nim ispiranjem skupljenih embrija upotrebom inzulinske
Sprice. Na taj nacin, moguce je dobiti uzorke embrija velike Cisto¢e koji se mogu koristiti u
daljnjim analizama genske ekspresije. S obzirom na razliCite fenotipske karakteristike
pojedinih transgeni¢nih linija, uhodanu metodu izolacije kotiledonarnih embrija potrebno je
optimizirati za svaku od njih. Jedan od primjera ukljuéuje liniju amiR-bpm na kojoj se mogu
uociti poremecaji u razvoju cvijeta, ukljucujuéi pretjerano otvaranje cvjetova, razvoj kracih
prasnika, izboceni ginecij 1 kratke komusSke (Lechner 1 sur., 2011). Manja veli¢ina komuski s
duplo manjim brojem sjemenih zametaka u odnosu na ostale linije zahtijevala je uzorkovanje
veceg broja komuski tijekom izolacije kotiledonarnih embrija linije amiR-bpm u ovom

istrazivanju.

Izolacija embrija temeljena na vizualnom odabiru Zeljenih embrionalnih stadija
predstavlja jednu od prednosti metoda izolacije embrija koje su uhodane u ovom radu. Tijekom
istrazivanja, moglo se uociti da su komuske koriStene za izolaciju predglobularnih, globularnih,

srcolikih i torpedo embrija sadrzavale sjemene zametke s embrijima U nekoliko razlicitih
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razvojnih stadija. 1z tog razloga, jedini nacin povecanja broja Zeljenih embrionalnih stadija

ukljucuje koriStenje veceg broja komuski odgovarajuce veliine i polozaja.

Postupak kvantifikacije genske ekspresije zahtijeva izolaciju i analizu odredene
koli¢ine Ciste mRNA. U mnogim istrazivanjima, ograni¢avajuéi faktor za analizu ekspresije
gena je mala pocetna koli¢ina tkiva (Ofiate-Sanchez i Vicente-Carbajosa, 2008). S obzirom da
je tijekom embrionalnog razvoja uroCnjaka eksprimirano barem 60 % genoma, u
kotiledonarnim embrijima uro¢njaka moguce je pronaci ~ 9000 razli¢itih molekula mRNA
(Belmonte i sur., 2013). Unato¢ tome S$to kotiledonarni embriji uro¢njaka sadrze veliki broj
transkripata, njihova mala veli€ina predstavlja veliki izazov tijekom izolacije mRNA. Iz tog
razloga, razvijena je metoda koja omogucuje istrazivanje genske ekspresije iz male koliine
pocetnog materijala, a ukljuéuje izolaciju mRNA upotrebom magnetnih kuglica s vezanim
deoksitimidilatima (oligo(dT)2s), nakon Cega se analiza ekspresije provodi metodom qPCR
(Jost i sur., 2007). Opisana metoda omogucila je analizu transkriptoma u apikalnim, bazalnim
(Zhou i sur., 2019) i antipodalnim stanicama (Yu i sur., 2016), kao i u ranim embrionalnim
stadijima uro¢njaka (Zhao i sur., 2019), te je koristena i u ovom radu za izolaciju mRNA iz
kotiledonarnih embrija razli¢itih linija uro¢njaka. KoriStenih 70 kotiledonarnih embrija
odabrano je s ciljem maksimalnog prinosa mRNA, ali 1 prihvatljivog utroSka vremena
potrebnog za izolaciju tog broja embrija. Jedan od klju¢nih koraka izolacije mRNA
predstavljala je priprema lizata uzorka koju je potrebno provesti brzo i u¢inkovito. S ciljem
oCuvanja integriteta RNA tijekom izolacije srcolikih i torpedo stadija uljane repice (Brassica
napus (L.)), tkivo skupljenih embrija samljeveno je upotrebom tucka prije smrzavanja u
tekuc¢em dusiku (Siles i sur., 2020). Za razliku od toga, mljevenje tkiva embrija u ovom radu
provedeno je nakon smrzavanja i naizmjeni¢nim uranjanjem u tekuéi dusik, uz upotrebu ledene
kupelji koja je omogucila povecanje temperature uzorka. Time je smanjena kompaktnost tkiva,
§to je znatno olaksalo potpuno razaranje tkiva embrija tuckom. Preduvjet dodatku ekvivalentne
kolicine mRNA svih uzoraka u reakciju reverzne transkripcije predstavljalo je mjerenje
koncentracije dobivene mRNA. U tu svrhu, izolirana mRNA eluirana je s magnetnih kuglica,
pri ¢emu je najveci prinos mRNA dobiven pri temperaturi elucije od 80 °C. Provedena metoda
omogucila je izolaciju mRNA iz 8 uzoraka u vrlo kratkom vremenu od ~ 30 min, ¢ime se

znatno smanjuje vjerojatnost razgradnje mRNA u tkivu (Jost i sur., 2007).

Koli¢ina ukupne RNA koju je moguce izolirati iz 50 zrelih embrija uljane repice
obuhvaca raspon od ~ 130 ng/ul do ~ 650 ng/ul (Siles i sur., 2020). Zreli embriji uljane repice

su oko 1000 puta veci u odnosu na kotiledonarne embrije uro¢njaka (Venglat i sur., 2013),
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zbog Cega se moze reci da su koli¢ine mRNA dobivene iz 70 kotiledonarnih embrija uro¢njaka
u koncentracijama od ~ 5 ng/ul do ~ 20 ng/ul oCekivane. Moguc¢i uzrok razli¢itih koncentracija
izolirane mRNA izmedu pojedinih uzoraka ukljucuje korak elucije mRNA s magnetnih
kuglica, pri ¢emu postoji mogucnost da je u nekim uzorcima dio izolirane mRNA ostao vezan
na magnetne kuglice. Efikasnija elucija mRNA u budué¢im istrazivanjima mogla bi se posti¢i
dodatnim povecanjem temperature elucije ili produljenjem vremena inkubacije uzoraka na
povisenoj temperaturi tijekom elucije. Na uspjesnost daljnjih istrazivanja genske ekspresije
veliki utjecaj ima Cistoca izolirane mRNA, pri ¢emu se omjeri A2eo/280 | A260/230 U Vrijednosti ~
2 o¢ekuju u uzorcima velike Cisto¢e (wWww.vhir.org). Vrijednost ~ 1,3 dobivena za omjer
A260/230 1 uzorcima izolirane mRNA ukazuje na mogucu prisutnost tvari koje apsorbiraju pri
230 nm, kojima pripadaju odredeni ugljikohidrati (www.controltecnica.com). S obzirom da sve
nukleinske kiseline, uklju¢uju¢i DNA i RNA, apsorbiraju pri valnoj duljini od 260 nm,
primjena apsorbancija u svrhu mjerenja Cistoce RNA onemogucuje odredivanje moguce
kontaminacije uzoraka genomskom DNA (worldwide.promega.com). Medutim, u svrhu
detekcije moguéih kontaminacija u uzorcima, fragmente dobivene reakcijom qPCR moguce je
analizirati metodom agarozne gel elektroforeze. Opisanom metodom uoceno je umnazanje
fragmenta gena TIP41 na kalupu genomske DNA u uzorku linije L003, $to upucuje na moguce
prisustvo fragmenata genoma u uzorcima cDNA. Potencijalni uzrok kontaminacije uzorka
genomskom DNA odnosi se na predugo vrijeme inkubacije lizata navedenog uzorka i
magnetnih kuglica tijekom izolacije mRNA, a kako bi se to izbjeglo u budu¢im istrazivanjima,

potrebno je skratiti vrijeme inkubacije s 5 min na 4 min.

Unato¢ tome $to je izolirana mRNA omogudila analizu genske ekspresije, dobivene
Cistoée MRNA u pojedinim uzorcima razlog su odredenih odstupanja u rezultatima dobivenih
metodom QPCR. Preporucena razlika u vrijednostima C; izmedu pojedinih uzoraka kod
referentnog gena trebala bi ukljucivati vrijednosti manje od 1, $to ukazuje na istu koli¢inu
kalupa dodanog u sve uzorke (Udvardi i sur., 2008). U ovom su istrazivanju u sve reakcije
qPCR dodane iste koli¢ine (volumeni) kalupa, a dobivena razlika ciklusa umnazanja izmedu
pojedinih uzoraka koristenog referentnog gena TIP41 iznosila je 3. Poznato je da stabilna
ekspresija gena TIP41 u razli¢itim razvojnim stadijima rajc¢ice (Expdsito-Rodriguez i sur.,
2008) i u kasnijim embrionalnim stadijima uljane repice (Chen i sur., 2010) ¢ini navedeni gen
dobrim referentnim genom u analizi genske ekspresije tijekom embriogeneze navedenih vrsta.
S obzirom na nedostatak takvih podataka za kotiledonarne embrije razli¢itih transgeni¢nih

linija i mutanata uro¢njaka, moguce je da gen TIP41 nije jednako eksprimiran u kotiledonarnim
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embrijima svih navedenih linija, $to bi moglo biti obja$njenje uocenih razlika u vrijednostima
Ct izmedu linija. Iz tog razloga, u buducim istrazivanjima ekspresije gena u kotiledonarnim
embrijima razli¢itih linija uro¢njaka bilo bi dobro istraziti kakva je stabilnost ekspresije drugih
referentnih gena koji su ve¢ koristeni u analizama genske ekspresije tijekom embriogeneze
uro¢njaka. Jedan od primjera ukljucuje gene EFla, TIN (Palovaara i sur., 2017) i ACTIN2
(Slane i sur., 2014) koji su kori$teni tijekom analize ekspresije gena u ranijim embrionalnim
stadijima uro¢njaka. Takoder, moguce objasnjenje razlika u vrijednostima C; za referentni gen
izmedu uzoraka je razliCita prisutnost tvari preostalih iz postupaka proci§¢avanja mRNA i
reverzne transkripcije koje su dovele do razli¢ite efikasnosti pocetnica (Pfaffl, 2006) izmedu
uzoraka. Uz to, prisutnost opisanih tvari moguéi je uzrok razli¢itih ¢istoéa mRNA izmedu
pojedinih uzoraka. Mala c¢istoca uzorka LOO03 je, uz kontaminaciju spomenutog uzorka
genomskom DNA, znatno smanjila efikasnost pocetnica i onemogudila analizu genske
ekspresije u tom uzorku. Najveca efikasnost pocetnica od 71,84 % koja je dobivena u ovom
radu manja je u odnosu na optimalne efikasnosti koje bi trebale ukljucivati vrijednosti vece od
90 % (Nolan i sur, 2013). Navedeno bi se moglo objasniti premalom koli¢inom odredenih
komponenti reakcijske smjese, primjerice pocetnica i magnezijevih iona, Sto je moglo
uzrokovati inhibiciju reakcije (www.thermofisher.com/ LifeTech). Osim toga, povecanje
Cistoce koriStenih uzoraka mRNA ima pozitivan utjecaj na efikasnost umnaZzanja (Sreedharan
i1 sur., 2018). S tim ciljem, kao kalup u reakcijskoj smjesi najceSce se koristi razrijedeni uzorak
cDNA (Jost 1 sur., 2007). Medutim, priprema takvog kalupa u ovom istraZivanju bila je
onemogucena zbog male koli¢ine izolirane mRNA, a moguce rjeSenje ukljucivalo bi izolaciju
vece koliCine embrija te posljedi¢no izolaciju vece koli¢ine mRNA. S ciljem dobivanja vece
koli¢ine cDNA koja bi omogucila razrjedivanje uzoraka, moguce rjeSenje ukljucuje i upotrebu
drugacijih pocetnica u reakciji reverzne transkripcije. U tu svrhu, umjesto oligo(dT)1s poc¢etnica
moguce je koristiti nasumi¢ne heksamerne pocetnice koje bi mogle osigurati efikasniju sintezu
cDNA. Prisutnost deoksiribonukleotida, pocetnica, soli i ostalih komponenti koje potjecu iz
reakcije reverzne transkripcije moze dovesti do inhibicije tijekom umnazanja (Pfaffl, 2006),
Sto je onemogucilo analizu genske ekspresije U svim uzorcima kada je za reakciju gPCR
koristeno 3 pl cDNA, za razliku od 1 pl cDNA kojim je umnazanje fragmenata uspjesno

provedeno.

S obzirom na veliku osjetljivost metode qPCR, to¢nost dobivenih rezultata uvelike ovisi
0 preciznosti pipetiranja (Remans i sur., 2014). Nedosljednost u spomenutom postupku uzrok

je razlicitih fluorescencijskih krivulja izmedu tehnickih replika (Pfaffl, 2006). Prihvatljiva
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razlika od 0,5 ciklusa umnazanja izmedu tehnickih replika (genomique.iric.ca) uocena je
tijekom analize ekspresije gena CML41. S druge strane, nedostatak preciznosti potvrden u
pojedinim uzorcima tijekom analize ekspresije gena FBW2 ukazuje na to da male promjene u
izvedbi metode od strane istog izvodaca mogu rezultirati velikim promjenama u dobivenim
podacima. Analiza ekspresije gena u ovom radu provedena je na jednom uzorku mRNA po
liniji i dobivene rezultate je potrebno ponoviti upotrebom barem jos§ dviju bioloskih replika
(nezavisnih eksperimenata) po liniji (Udvardi i sur., 2008) kako bi se moglo raspravljati o

pouzdanosti i statistickom znacenju razlika u ekspresiji gena medu linijama.

Prema ovdje prikazanim preliminarnim rezultatima moguce je pretpostaviti vaznost
proteina BPM1 u regulaciji ekspresije gena CML41 u kotiledonarnim embrijima. Dokazana
interakcija proteina BPM1 i proteina DMS3 (Miskec, 2019; Jagi¢ i sur., 2020) ukazuje na
mogucéu ukljucenost proteina BPM1 u regulaciju ekspresije gena CML41. Tome u prilog,
preliminarnim istraZzivanjem pokazano je da povecana koli¢ina proteina BPM1 dovodi do
pojacane metilacije promotora za gen CML41 (Vuk, neobjavljeni rezultati), sto bi moglo biti
objasnjenje smanjene ekspresije gena CML41 u linijama s prekomjernom ekspresijom gena
BPM1 koja je pokazana u ovom istrazivanju. S druge strane, smanjena ekspresija gena CML41
uocena kod linije amiR-bpm s utiSanim genima AtBPM1, 4, 5 i 6 moZe se objasniti mogu¢om
promjenom u ekspresiji ili djelovanju proteina neutisanih gena AtBPM2 i 3 u navedenoj liniji
koji bi na taj nacin mogli nadomjestiti funkciju utiSanih gena. 1z tog razloga, u buduc¢im
istrazivanjima bilo bi dobro analizirati ekspresiju gena CML41 u kotiledonarnim embrijima
linije uro¢njaka u kojoj je utiSano svih Sest gena AtBPM1-6. S obzirom da je ekspresija gena
CML41 regulirana metilacijom promotora koja ovisi o putu RdDM (Baev i sur., 2010),
smanjenje ekspresije gena CML41 u liniji s prekomjernom ekspresijom DMS3 (0eDMS3) i
povecanje ekspresije gena CML41 u liniji s mutiranim genom DMS3 (dms3-1) su oc¢ekivani.
Zbog smanjenja metilacije na promotoru gena CML41 u linijama s mutiranim podjedinicama
polimeraza PollV i PolV i posljedi¢nog povecanja ekspresije navedenog gena (Baev i sur.,
2010), ocekivalo bi se da ¢e nefunkcionalnost PolV u ovom istrazivanju takoder dovesti do
povecanja ekspresije navedenog gena. Medutim, Smanjenje ekspresije gena CML41 dobiveno
u liniji s nefunkcionalnom PolV moglo bi ukazivati na to da je metilacija gena CML41
regulirana i drugim putem, neovisnim o PolV. Osim toga, vezanje proteina BPM1 i DMS3 na
regiju u blizini gena FBW2 (neobjavljeno) upucuje na vaznost proteina BPM1 u regulaciji
ekspresije navedenog gena. Medutim, zbog nedostatka druge bioloske replike i statisticke

analize podataka, dobiveni rezultati samo predstavljaju osnovu za daljnja istraZivanja koja ¢e
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omoguciti donoSenje relevantnih zakljucaka o ekspresiji gena FBW2. Toc¢niju analizu
ekspresije gena FBW2 u buduéim istrazivanjima mogla bi, uz vecu preciznost tijekom
izvodenja metode qPCR 1 upotrebu veéeg broja bioloskih replika, omoguciti i upotreba veceg
broja referentnih gena (Udvradi i sur., 2008; Bustin i sur., 2009) koji imaju jednaku ekspresiju
u kotiledonarnim embrijima svih analiziranih linija uro¢njaka. Prikazani preliminarni rezultati
relativne ekspresije gena CML41 i FBW2 pokazuju da se uz pomo¢ optimiziranih metoda
izolacije embrija opisanih u ovom radu dodatno trebaju unaprijediti metode za izolaciju vece
koli¢ine i bolje kvalitete mRNA koje ¢e u buducim istrazivanjima omoguéiti uspjesnu

kvantifikaciju ekspresije gena u embrijima.
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5 ZAKLJUCAK

Metode rucne izolacije pojedinih embrionalnih stadija uro¢njaka uspjesno su uhodane.
Problem koji uklju¢uje potpuno odvajanje embrija od okolnog tkiva u slucaju izolacije
predglobularnih embrija uspjesno je rijeSen mljevenjem sjemenih zametaka plasti¢nim tu¢kom.
Tijekom izolacije globularnih, srcolikih i1 torpedo stadija, navedeni problem rijesen je trganjem
tkiva zametaka iglicama, dok su kotiledonarni embriji uspje$no izdvojeni pritiskanjem
povrsine sjemenih zametaka pokrovnicom. Razvijene metode su lako primjenjive i omogucuju
dobivanje uzoraka s velikim brojem cistih embrija u kratkom vremenu, upotrebom
jednostavnog laboratorijskog pribora. Uhodani postupak mikromanipulacije uz upotrebu
invertnog mikroskopa s mikrodisektorom omoguéuje izdvajanje svih tipova embrija:
predglobularnih, globularnih, srcolikih i torpedo stadija. Brzo izdvajanje embrija oslobodenih
od RNaza prednosti su uhodane metode koje osiguravaju njezinu primjenu u daljnjim
istrazivanjima. Provedena metoda izolacije mRNA iz kotiledonarnih embrija uro¢njaka
omogucila je dobivanje kolicine mRNA dovoljne za analizu genske ekspresije do 6 gena.
Smanjena c¢istoéca mRNA u pojedinim uzorcima i manja preciznost u pipetiranju tijekom
provedbe tehnike qPCR dovele su do odstupanja u vrijednostima efikasnosti pocetnica i
vrijednostima C; za referentni gen u odnosu na optimalne vrijednosti. Efikasnija metoda elucije
mRNA s magnetnih kuglica nakon izolacije iz tkiva i upotreba drugacije metode reverzne
transkripcije, koje bi u budu¢im istrazivanjima mogle osigurati ve¢i prinos cDNA, osigurat ¢e
dodatno poboljsanje analize ekspresije gena u embrijima uro¢njaka. Analizom relativne
ekspresije gena CML41 i FBW2 metodom RT-gPCR dobiven je uvid u moguéu ekspresiju
navedenih gena u kotiledonarnim embrijima razli¢itih transgeni¢nih 1 mutantnih linija
uro¢njaka. Dobiveni rezultati idu u prilog pretpostavci o sudjelovanju proteina BPM1 u putu
RdDM tijekom regulacije ekspresije gena CML41. Toc¢niju analizu ekspresije gena u budué¢im
istrazivanjima osigurat ¢e upotreba veceg broja bioloSkih replika, uz koriStenje nekoliko
referentnih gena. Provedena analiza genske ekspresije potvrduje uspje$nost optimizacije
metode izolacije zigotnih embrija i ukazuje na potrebu za optimizacijom izolacije vece koli¢ine
MRNA iz embrija. Ove metode omogucit ¢e precizne transkriptomske analize i bolje
razumijevanje genske regulacije tocno odredenih embrionalnih stadija uro¢njaka u buduc¢im

istrazivanjima.
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