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ExcniepuMeHTaIHu 160 TOKTOPCKE aucepTaiyje ypaheH je y OKBUpY IpojeKaTa
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Xomanauju.

Hajny0spy 3axBaJIHOCT JyryjeM CBOjUM MEHTOpKamMa, KOje Cy Me YBEK
noaprkaBajie M BepoBasie y Moj ycnex. Jp Anm CumonoBuh cam 3axBajiHa 3a HOBY
urancy u clean slate koje mu je nana y TpeHyTKy Kaja Mu je OWIIO HajTexke, 3a MOTIYHO
NPUXBATalbe MOj€ JIMYHOCTH M YBAXABakbE€ MOJUX NPOPECHOHATHUX W JUYHUX
KBaJINTETa, 32 YBOhEme y JAMBAaH CBET MOJIEKYyJlapHe OWOJIOTHje, pa3jioKHE CaBeTe U
HEeCceOMYHY MOJPIIKY LIEJIUM ITyTeM, OSCKpajHy BEepy Y MEHE M ONTHMH3aM y CBaKoj
curyanuju. JIp Cnahanu TomopoBuh 3axBasbyjeM mTo MU je 00e30eauna cjajaHn MOJel
CHCTEM KOjU CMO 33jeJIHO Haarpaawie, 3a HeceOMYHy moMoh y CBakoj CUTyaluju - y
na0y ¥ BaH Wera, 3a MOJCTHIAjHE TUCKYCH]e KOje Cy M3HEeApHie OpojHE Ueje U HOBE
IyTeBE, BEUYUTO CTpIUbeHe U moapiiky. Jp Anrenman CyOortuh 3axBasbyjeM 3a mpBe
KOpaKe y CBETYy MHUKPOCKOIIH]je, 32 3HaJadKo Boheme mporenype npujaBe U oa0paHe
JHCepTalije U 3ajlarame 3a MTO OO0JbM KBAIMTET HAIKCaHE Te3e. 3axBaJjbyjeM ce U Ap
Tujanu IlBetuh Antnh w np Jymmwmmu JanomeBuh 3a moapiiky, momMoh u moOpy
capaimy.

3axBaJIHOCT AyryjeM U kojerama ca Onesbewma 3a (u3noiorujy Ouspaka, 3a
caBeTe, JMCKYCHje, 103ajMJbeHe peareHce u 100py armocdepy. [loceOHo cam 3axBanHa
ap Mwnany [lparuheBuhy, 3a HeceOMuHy IOMOh Yy eKCHEpUMEHTHMA, CaBeTe,
MHTEPECAHTHE CTPYYHE IUCKYCHj€ U MPO1yOJbUBAKE 3a)€IHNUKUX UHTEPECOBAbA.

3axBayiHa caM U kosnerama 3 Xomnauauje: Katarina Cankar, Jules Beekwilder u
Harro Bouwmeester cy Mu omoryhwim pa HayduM HOBE M BpEIHE METONE Y
CTUMYJIATUBHOM OKPYXEHY U J1a YIO3HAM JIE0 lbUXO0BE KYITYPE U paJlHE €THKE.

Kenmum na uspasum 3axBannoct u Brmamany MunocassseBuhy u3 Carl Zeiss-a,
KOju MH je oMoryhuo jaa paaum Ha (GiyopeciieHTHO] OMHOKYIapHOj aymu Zeiss SteREO
Lumar. V12.

Benuky 3axBaqHOCT JyryjeM CBOJUM pOAMTEbUMA, KOJU Cy M€ OJdyBEK
noaprkaBajiy, OOJPUIN U YYWJIM, CTBOPUJIM TOJACTHIAJHY MOPOAUIY MYHY JbYOaBU U
UMalli pa3yMeBama 3a MOj )KUBOTHU MyT. Bemnnko xBana 1 MoM Mapky, 3a pasymeBame,
TOJIEpaHINjy U JbyOaB Koje MU Mpyxka, U ocehaj Jla MOCTOjU HEITO 4YapoOHO HAa OBOM
CBETY.



BuocunTe3a reajanonmaa ko nukopuje (Cichorium intybus L.) - yrunaj
TpaHcdopManuje HA MPOAYKIHUjY U HCTUTHBAH€ AKTHBHOCTH FrepMaKpeH

A-cuHTAa3e U -0Kcuaa3ze kopumhemeM NPOMOTOPCKHUX (Py3Hja U yTHIIABAKA TeHA
Pe3ume

Luxopuja (Cichorium intybus L.) je TpaauuuoHamHO KopuinheHa JIEKOBHUTA
Ouspka Oorarta rBajaHONIMANMA - OMOAKTUBHUM CECKBHTEPIICHCKUM JIAKTOHUMA. Y OBOM
UCTpaKMBamky LHUKOpHja je TpaHchopmucana y3 momoh Agrobacterium rhizogenes,
paau eBajyalyje MPOAYKIMje TBajaHONMIA Yy TPAHCTCHUM KyJTypaMa KOpPEHOBa H
pereHepucaHnM OMJbKama, U MCIUTUBAKA YTHIIAja (IIOpATTHE TPAH3UIIN]E U EKCIIPECH]je
0aKTepHjCKUX OHKOr€Ha Ha aKyMyJalHjy OBHX jemumerma. A. rhizogenes coj
AAM70GUS je ycmemno Tpancopmucao nukopujy, najyhu HR kyntype u3 kojux
CIIOHTAHO PEreHEepHIy M3JIaHIIM, a pereHepanTu 1BeTajy in Vitro. Koa perenepucanux
TPaHCTEHUX OWMJbaKa, TBAjaHOJIUIM CE aKyMYJUPajy Y TOKY (iiopaiaHe TpaH3UIH]je, IITO
HUje CiIy4a] y HeTpaHcopmucanuM Ousbkama. AKyMylnalyja OBUX jeHIbea Ouia je
noceOHO U3pakeHa y KOpeHy TpaHc(hopMaHarta, HITO je KOpEIHUCAIO ca MOBHUIIEHOM

excrpecujom RoIC rena.

['BajaHonMaM MOTHYY OJ 33jeHUUYKOr IpeKypcopa - TrepMakpeHa A, Koju
HacTaje nejctBoM repmakpeH A cunraze (GAS). V crnenehem kopaky OuocuHTEse,
repmakpeH A okcuaaza (GAO) y HEKOJIMKO Kopaka IpEeBOIU TepMakpeH A 10
repMaKkpeH A KuCeluHe, O] KOjeé HacTaje KOCTYHONUJ - HPEeKypcop OCTaluxX
ceckBuTepneHckux jgaktoHa. GAS PHK nukopuje je mperxoaHo u3oi10BaHa y kpahoj u
nyxoj ¢opmu - CiGASIo (GAS long) u CiGASsh (GAS short). 3 BAC 6ubaunoteke
IIUKOpHUje je u30JioBaH jeman mpomotop 3a GAS long, nBa mpomoropa 3a GAS short u
jeman 3a GAO, koju cy ¢y3uonHucanu ca ¢uayopecueHTHUM penoprepom GFP.
OYHKIMOHATHOCT U jayMHA MpoMoTopa je mpaheHa arpoMH(QUATpPAIMjOM Ha 3€JI€HO]
callaT ¥ crabuiHOM KoTpaHchopmanujom nukopuje A4M70GUS cojem ca yHeTUM
KoHCTpykTuMa. Kao pemnoprep 3a KoTpaHchopMmalujy je KopuliheH Jpyru
¢nyopecuentan  mapkep, DsRED. Venen wunkoMnatuOuiHocTH — KopuirheHHX
¢dayopecuentaux penoprepa DsRED n GFP, akTHBHOCT mpomMoTOpa y pereHepucaHuM
TpaHcreHuM Ousbkama je nerektoBaHa RT-PCR u gRT-PCR texnukama. [Ipomortopu cy

Ce OJUIMKOBAJIM pPA3IUYUTOM jauMHOM U JACITMMUYHOM TKHUBHOM crenuduyHouihy.



[Tpomorop GAS long rena oanMkoBao ce MawmoM TKHBHOM creruduunonthy ox GAS

short, xoju je npeTe:kHO OMO aKTHBAH y KOPEHY IIUKOPH]E.

Viora GAS long u GAS short rena y 6uocuHTE3H Ir'BajaHOIHIA j& UCIIUTUBAHA U
yrumiaBaeM PHK untepdepenmnom. Iukopuja je crabumno tpanchopmucana amiRNA
KOHCTPYKTUMA JH3ajHUPAaHUM Ja CHenM(HYHO YTHIIABajy jeaH OJf oBa JBa I'CHA, a
pereHepucane TpaHcreHe OMJbKE Cy TeCTHpaHEe Ha HUBOY €KCIIpecHje TeHa M caapikaja
CECKBUTEPICHCKUX JIAKTOHA. YTHUIIABa€ TE€HA je YCIemHO 00aB/beHO Koja BehuHe
NOOMjeHNX KJIOHOBA, KOjU Cy MOKa3WBaIM CMAambEHY EKCIIPECHjy OBHUX T'€HA U CMarmbeH
caapXkaj jeAMIEHha HU3BOJHO y TMYTy OHMOCHHTE3e - OKcajara T'BajaHONIUA.
Konctpykrtu, mehyrum, aHucy 6wu cnenuduyarn 3a CiGASIo nnmun CiGASsh, tako na cy
yTumiaBaay o0a reHa ko BehwHe TpaHCTeHHMX OMibaka. 3akJbydeHO je J1a Cy OBa JBa
reHa BEPOBATHO 3ajeJHO OATOBOpPHA 3a OMOCWHTE3y IBajaHONIMIA, M Ja O]l EKbUXOBOT
KOMIUIEKCHOT OJTHOCA €KCIIPECHje y Pa3InUUTHM JIeIOBUMA OMJbKE 3aBUCH M KOJIMYMHA

MNPUCYTHUX rBajaHoana U BbUXOBUX JICpUBaTa.
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Guaianolide biosynthesis in chicory (Cichorium intybus L.) - influence of
transformation on the production and study of germacrene A synthase and oxidase

activity using promoter fusions and gene silencing
Summary

Chicory (Cichorium intybus L.) is traditionally used medicinal plant rich in
guaianolides - bioactive sesquiterpene lactones. In this research, chicory was
transformed with Agrobacterium rhizogenes in order to evaluate the production of
guaianolides in transgenic root cultures and regenerated plants, and to explore the
influence of floral transition and bacterial oncogene expression on guaianolide
accumulation. A. rhizogenes strain A4M70GUS was successfully used for chicory
transformation, producing hairy root cultures, which spontaneously regenerated shoots
and plants that were flowering in vitro. In transgenic plants, guaianolides were
accumulated during floral transition, which was not the case in untransformed plants.
Accumulation of these compounds was especially significant in transformed plants'

roots, which correlated with the expression of RolC gene.

Guaianolides originate from a common precursor - germacrene A, which is
synthesized by germacrene A synthase (GAS). In subsequent steps, germacrene A is
converted to germacrene A acid in a series of steps catalyzed by germacrene A oxidase
(GAO), which is then converted into costunolide - precursor of other sesquiterpene
lactones. Two GAS mRNAs have been previously isolated from chicory - CiGASIo
(GAS long) and CiGASsh (GAS short). One promoter for GAS long, two for GAS short
and one promoter for GAO have been isolated from chicory BAC library, and fused
with a fluorescent reporter GFP. Strength and functionality of the promoters were
characterized by lettuce agroinfiltration and by cotransformation of chicory by
A4M70GUS strain containing the constructs. DSRED, another fluorescent reporter, was
used as a marker for cotransformation. Due to incompatibility of DSRED and GFP,
promoter activity was detected in regenerated transgenic plants by RT-PCR and qRT-
PCR. The promoters were characterized by different strength and partial tissue
specificity. GAS long promoter was less tissue specific than GAS short, which was

active mainly in chicory roots.



GAS long and GAS short gene function in guaianolide biosynthesis was also
studied by gene silencing through RNAI. Chicory was transformed with amiRNA
constructs designed to specifically silence one of the two genes, and regenerated
transgenic plants were tested for gene expression and sesquiterpene lactones content.
Silencing was successful in most of the clones, which had reduced gene expression and
reduced content of downstream compounds - guaianolide oxalates. However, the
amiRNA constructs were not specific for CiGASIo or CiGASsh, so that both genes were
silenced in most transgenic plants. It was concluded that both genes were probably
involved in guaianolide biosynthesis, and that their complex pattern of expression in
different parts of the plant determines the amount of guaianolides and their derivatives.

Key words: Cichorium intybus, sesquiterpene lactones, guaianolides, germacrene A
synthase, germacrene A oxidase, Agrobacterium rhizogenes, promoter fusions, RNA
interference, DSRED, GFP

Scientific field: Biology
Specific scientific field: Plant physiology

UDC number: 581.1:582.991.4(043.3)
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1.YBOA

11 Hukopuja - jectuBa, HHAYCTPUjCKA U JIEKOBUTA ON/bKA

Hukopuja (Cichorium intybus L.) je Bumeromumma 3e/bacTa OWIbKA U3
nopoauie Asteraceae, mopekiom u3 EBporie, a Janac pacnpocTpameHa KOCMOIOIUTCKH
(cnuka 1). Y Hapoay je mo3Hara joml M Kao BOJONHM]ja, KeHeTpra u murypa. OBo je
U3BOPHO [MBJbAa BPCTa KOja pacTe Ha JIMB3jama, IMOpeA IMyTeBa M Ha HAIYIITCHUM
mectuMa. Kapakrepumny je cBeTIo miaBu, pehe Oenu wim py:Ku4acTu [IBETOBH, BUCHHE
je o jemaH MeTap, ca IIyIJbOM, JEIMMHUYHO OJIPBEHEJIOM CTabJEUKOM, MECHATHM
3a1e0Jba MM KOPEHOM, KPYIIHUM JIMCTOBMMa Yy (OpPMH pO3eTe y OCHOBH cTaliia H
CUTHUjUM AYXK IBeTHE cTalsprke. CBU €TOBH OMIBKE CaJipiKe JaTEKC - MIIEYHO Oemy /10
xKyhKacTy JembuBY TEYHOCT, KOja HMCTHYE W3 OWJbKe MpHIMKOM MoBpezae. bpojau
BapHjeTCTH IUKOPH]jE TajeHH CY y Pa3IMUUTE CBPXE: MHAYCTPHjCKA IIUKOPHja (BapHjeTeT
sativum) ce raju paau kopeHa (ciuka 17), KOju ce KOPUCTH Kao 3aMeHa 3a Kady U U3
Kora ce aobuja ¢pykro3Hu moiammep uHynuH. Bapujerern foliosum wu silvestre ce
KOpUCTE Kao cajlaTHE BPCTE€ WM BapHBO, y BHUAY TJaBHIE ca I00pO pa3BHjeHUM
JIMCTOBMMA HAJIMK 3€JICHOj callaTu, 3eJICHe WK I[pBeHKacTe Ooje (umkopwuja, sugarloaf n
paauy), WId y BHUIY CTHOJHMPAaHHX Iynojbaka - uukoHa (Witloof wmm Oenrujcka
eHnuByja, ciuka 1h)). Bapujeretu Omucku AMBIbO] LMKOPHUjU c€ YNOTpeOJbaBajy Kao
CTOYHA XpaHa. Y HOBHje BpeMme, LHUKOpHja IIOCTaje 3HauyajHa y WHIYCTPUjU
npexpaMOeHUX TPOM3BOAA M CMarpa ce (PYHKIMOHATHOM XpaHOM - HYTPHUTHUBHO
6orarom, ca MOBOJGHUM JI€JCTBOM Ha 3JPABCTBEHO CTame JbyAH. 300r jakohe rajema u
HE3aXTEeBHOCTHU IO MHUTalky yCIIOBAa 3a pacT, IUKOpHja 100Mja Ha 3HAuajy, MOCceOHO Yy

CHpOMAIITHUM ¥ 3eMJbama y pa3Bojy (Wang u Cui, 2011).

JluBjbM W TajeHH BapHjeTeTH LUKOpHje TPaJWLMOHAIIHO C€ KOpHCTE 3a
yOmaxkaBame pa3HHMX 37paBcTBeHHX Teroba. Illmpom apeama pacmpocTpamemna,
HA/I3€MHU JI€0 U KOPEH IIUKOpHje Cy e KOPUCTHIIM 3a MOOOJbIIAKE alleTHTa U Bapema
(Malarz u cap., 2002), ynmiheme oa HPEBHUX MapasuTa, JICUCHEe ManapHje, KaMeHa y
Kydd, XKyTuue, yBehaHe jeTpe, racTpOCHTEpPHTHCA, CHM)KABAamhEC KPBHOT IPHUTHCKA,

mehepa y KpBH, Jedyewme nujabereca, Oojectu OyOpera, aujapeje, peymaTu3Ma,



nocexkoTrHa u Mojapuna (Street u cap., 2013). Exkcrpakt mukopuje, moceOHO KOpeHa,
uma antubakrepujcko (Petrovic u cap., 2004; Nandagopal u Kumari, 2007), antu-
uHpIamMaHTOpHO, XenaronporektuBHo (Zafar u Mujahid Ali, 1998; Bais u Ravishankar,
2001), antumukpooHo, Hemaruuuauo (Nishimura u Satoh, 2006), xepounugHO |
anenonatcko aejcteo (Wang u cap., 2010), a nenyje u na henuje paka (Conforti u cap.,
2008; Csupor-Loffler u cap., 2009).

Cmuka 1. Busbka nmkopuja y npupoau (a); ¢ororpad Jordi Badia, neroBu Ombke (0);
dotorpad: W. Arnold, (B8 u r) - msrmen posere ombke (http://demeuredelarose.forum-
actif.net, http://i57.servimg.com), 3ane6panmu kopen (m) (http://suliekneti.lt) u uukon (1)
(http://fr.wikipedia.org).



1.2 CekyHaapHu MeTa0O0JIUTH - 3HAYAjHA OMOAKTHUBHA
jenumema

[Mukopwuja, kao u OpojHE apyre BpcTe mopoauie Asteraceae, CHHTETHINE MHOTE
(dhapMakoJIOmMIKM W WHIYCTPUJCKHM 3HauyajHE ceKyHaapHe merabomnwmrte. Jlo cama je u3
eKCTpakTa oBe OMibKke m30sioBaHO mpeko 100 pasnuuutux jeaumera (Street m cap.,
2013). borara je mnynuHoM (m0 40 % cyBe Mace KOpeHa), KOjH C€ KOPUCTH Kao
3aciahuBau u mnpeOuotuk (Baert m Van Bockstaele, 1992), s3atum eckyauHOM,
KyMapuHuMa, (aaBoHOMIUMA, (ECHOJHUM jeIUCHUMA, OPraHCKUM KHCEIMHaMa,
BUTAaMUHUMA U TEPIIEHUMA - TOCEOHO CECKBUTCPIICHCKUM JIAKTOHHMA, MPUCYTHUM Y
MamuM ainu 3HayajHuM konmunHama (Nandagopal u Kumari, 2007; Wang u Cui, 2011),
a caJpxku M OpojHa MCHapJbUBa jeUI-Emha, Mel)y Kojuma mpemade aakaHd U HEKH

ucrnapspuBH Teprienu (Street u cap., 2013).

1.2.1 CeckBHUTEepPHEHCKH JAKTOHHM - MO/IeJIa U 3HAYA]

CeckButepriencku naktonun (CJI) cy rpyna jeaumema Koja MpHUIaaa
CECKBUTEPIEHONIMMA, TepIIeHuMa KOju cy carpaheHu O]l TPHU H30IPEHCKE jelNHUIIe
(Ci5H24). CJI campke W HUKIMYHY €CTapcKy Ipymy Koja ce Hajuernhe cacrtoju ox 5
atoma (y-maktoHcku mpcren) (Drew u cap., 2009). OBo je Beoma pa3sHOBpPCHA rpyra
jenumema, ca mpeko 5000 mpeacTaBHUKA W30J0BaHUX U3 Omsbaka (Drew u cap., 2009),
y Hajpehem Opojy u3 damunmja Asteraceae u Apiaceae. Maga T1OCTOjU BejHKa
BapHjaObUITHOCT HUXOBE CTPYKTYpPE, OBa jJeUH-CHa UMajy OCHOBHHM IUIaH rpahe Koju ce
0a3upa Ha jeTHOM OJ HEKOJMKO pPa3IUYUTHX YIJbeHHUHUX ckeneta. [Ipema oBom
OCHOBHOM CKEJIETY, CECKBUTEPIIEHCKH JIAKTOHHU CE€ MOTY TIOJISIUTH Y HEKOIUKO TJIABHUX
Kjaca:  TepPMaKpaHOIHMIW, XEJTHAHTOJHIM, TBAajaHOIUAM,  IICEYOTBAjaHOIHIH,

XHUITOKPETCHOIHU/IN U €y/Ie3MaHOIUIN (CITHUKa 2).

C 003upoM Ha pPa3HOBPCHOCT, OBa jeAUIEHA CY 3HAYaJHM XEMOTAKCOHOMCKH
Mapkepu. ['epMakpaHoInau ce cMaTrpajy HajpehoMm rpymnom cecKBUTEPIIEHCKUX JIAKTOHA,
0l Koje je modyena AuBep3U(UKaIlMja OBHX jeAHImCHA. 3a Pa3iuKy O JIPYruX rpyra
nopoauiie Asteraceae, y miemeny Cichorieae, kome mpumagajy nukopuja, 3eicHa
canara u jomr oko 100 pomoBa, jaBibajy ce caMO €yAe3MaHOIUIU, TEPMAKPAHOIUIN U

reajanosinau (Christian, 2008). Behuna nekoBUTHX CBOjcTaBa Koja Ce MPHUITUCY)Y



UKOPUjH, Kao W IEH TOpaK YKYyC, CMarpa ce Ja IMOTHYy OJ OBHUX TIpyla
ceckBuTeprneHckux jaktoHa (Rees m Harborne, 1985; Kisiel u Zielinska, 2001; de
Kraker u cap., 2002). I'Bajanonuau Cy Hajpa3sHOBPCHH]ja IPyIa CECKBUTEPIICHOMIA KO
ukopuje (Christian, 2008), 1 meHM JTUCTOBH, @ HAPOYUTO KOPEHOBH, BeoMa Cy Ooratu
I'BajaHOJIMMMA JIAKTYLIIMHCKOT TUma (CIMKa 3): JIAKTYIIMHOM, HETOBHM €CTPOM P-
XUIPOKCU(EHUIAIICTATHE KHCEIMHE - JIAKTYNMUKPUHOM (HJIM JIAKTYKOITUKPHHOM), 8-
JNCOKCHUITAKTYIIMHOM, ¥ BuxoBuM 11(S),13-auxunponepusatuma (Van Beek u cap.,
1990; Sessa u cap., 2000; Kisiel u Zielinska, 2001; Malarz u cap., 2002). 3a
rBajaHONIMC je J0 cajga MokasaHo aHTuxepOuBopHo (Rees u Harborne, 1985),
antudynranto (Barrero u cap., 2000), antunporo3oanHo, anTuManapu4dto (Bischoff u
cap., 2004) u uurorokcuuno xaejctBo (Fernandes u cap., 2008). 3a cpomHy rpymy
jenumema, TEepMaKpaHOJUAe, a IMOCeOHO 3a KOCTYHOJHI, KOjU je MPEeKypcop
rBajaHoNUAa, Takohe je moka3zaHo aHTudyHramHo (Barrero u cap., 2000), antu-
WH(DIAMAHTOPHO M TOTEHTHO aHTHUMIPOIM(EpaTHBHO JIEjCTBO IMPOTHUB PA3THUUTUX
nunuja henuja paka (Park u cap., 2001; Bocca u cap., 2004). OcuM 1To MMajy KOpUCHA
JIejCTBa, CECKBUTEPIICHCKH JIAKTOHU JIeTyjy U Kao aneprenu u upurantu (Wenk, 2012),
MO0CeOHO aKo Cy TMPHUCYTHH y BEJIHMKO] KOMWYMHH. [IpUCYCTBO TOPKHX jeHmbema Y
JeCTUBMM BpcTama cajiaTe U IHUKOpHje MMa U €KOHOMCKU 3Hauaj, jep MOTpOIladyu y
3aBUCHOCTH OJ1 TPJKHILITA U TpaJULIMOHANIHE yroTpede, mpedepupajy Mame WU BHIIE

ropke Bapujerete (Price u cap., 1990).
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Crnuka 2. Kitace CeCKBUTEPIIEHCKHX JIAKTOHA.
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Crnuka 3. I'1aBHM CECKBUTEPIICHCKHU JIAKTOHM KOJI LIUKOPHj€ - TBAjaHOIUIN JIAKTYIIMHCKOT
TUIIA.

Oga jequmemna ce, ocuM y c10001H0] hopMH, jaBibaj)y U y BUy KomyraTa. Kon
pa3nnuuTuX Bpcra canare (Lactuca spp.), nponahenu cy uctu ciobonuu CJI kao kox
LUKOpHje, ald U pa3IuduTe MOAU(HKOBaHE (GOpME THX jeluIemha - TIUKO3MIY,
okcanatu u cyndaru (Sessa u cap., 2000). Kox 1ukopuje rajeHe y CTakJI€HHKY, O]
MOIU(PHUKOBaHUX (POPMHU MPUCYTHU Cy caMO OKcanatu (ciuka 4), U TO JaKTyIHUH-15-
oKcajar, 8§-ICOKCHJIAKTYLHMH-15-0Kkcanar W JakTymuKpHH-15-okcamar, ¥ OHH Cy
3acTymubeHr y Behoj xomuuuHH on cinobomanux dopmu (Sessa u cap., 2000). Ipyru
ayTOpH Cy AETEKTOBAJIM BEOMa Mally KOJIMYMHY §-A€OKCUIaKTyIMH-TIInKo3uaa u 11,13-
JTUXUAPO-8-71€OKCUIIAKTYIIMH-TIIMKO31/1a y OUJbKaMa rajeHHM y CTaKJICHUKY, a OOMIIHU]je
KOJIMYMHE §-JICOKCHIIAKTYIIMH-TINKO3U/Ia Y TpaHC(HOPMUCAHUM KOPEHOBUMA IIHMKOPH]jE

rajesuM In vitro (Malarz u cap., 2013).
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Cnuka 4. Oxcanatu CCCKBUTCPIICHCKUX JIAKTOHA KO I_[I/IKOpI/Ije.

1.2.2 buocuHTe3a CECKBUTEPNEHCKHUX JAKTOHA

BuocuHTe3a TeprieHa ce MOXe MoJAenuTH y Hekonuko ¢asa (Lange u Ahkami,
2013). Tlpsa ¢a3za ce cacroju y cuHTe3n wusonenteHuwa audocdara (IPP) wu
maveTrnanin qudocdara (DMAPP) - ocHOBHHX TpaJMBHHX jeIMHHIIA TEpIeHA (CIMKa
5). Kox Oumibaka, OBM MNpEKypcOpH c€ CHUHTETUIIY Ha JBa HauuHa. llpBH je myT
MeBasioHcke kucenuHe (MVA) xoju (QyHKIIMOHHIIE y ITUTOCOTY, €HAOIJIA3MAaTHYHOM
PETUKYIIYyMY ¥ MEPOKCH30MHUMA. J[pyru myT ce oAMrpaBa MCKJbYYHBO y TUTACTHANMA H
HazuBa ce MEP nyr (2-C-merun-D-eputputon-4-docdar). Kojum nyrem he wuhu
CHHTE3a IpPEeKypcopa 3aBUCH 0J1 KOHKPETHOI TePIEHOUAHOT MPOAYKTa, OUJbHE BPCTE U
nocmaTtpador TkuBa. Cnefaehn xopak je KOHJEH3alMja OBE JIBE€ JeAMHHIE y TepaHUI
mudochar (GPP) - mpekypcop BehmHe MoHoTeprieHa, u ¢apueswn audocdar (FPP)
JOJlaBakbeM JOII je[HE jeOUHMIE, KOju je MpeKypcop BehumHe ceckBHTEpIEHa.

HonasamweMm Tpehe IPP jenunune nacraje GGPP (repanmnrepanun audocdar) xoju je



npekypcop auteprneHa. Tpehy ¢a3y karanumry crenuduuHe TepHeH CHUHTa3e, Koje
CKJIamnajy CTPYKTYPHO je3rpo cBake oJ1 kjaca TeprneHouaa. OBH €H3UMHU Cy OJTOBOPHH
3a OIPOMHY pPa3HOBPCHOCT OBE TPYIE jEWIbCHA, W jelHAa TEpIeH CHHTa3a 4YecTo
KaTaiuiie GopMHpame Pa3IMuUTHX IMPOU3BOJA OJ HCTOT NPEKypcopa, 3axBalbyjyhn
BEOMa PEaKTUBHMM HMHTEpMeIujepuMa. [ eHepaHO IiieZlaH0, MOHOTEPIICH CHHTa3e Cy
JOKAJIM30BaHE y IUIACTUAMMA, a CECKBUTEPIICH CHUHTa3e y IMTOCONY, Majaa HMa
usyseraka (Lange u Ahkami, 2013). V nocnenmoj ha3u CHHTE3€e, TEPIICHOUIHH CKEICTH
ce Jajbe MOAU(UKY]y KPO3 PEIOKC peakilnje, KOmbYTalujy u Apyre peakije, Koje najy

jomur Behy pa3HOBPCHOCT (DHHAITHUM ITPOU3BOIUMA.

CBe Tpu Tpyme CECKBUTEPICHAa KOjU Cy TPUCYTHH KOJl LHUKOpHje -
repMaKpaHOIUAN, €yAC3MAHOIUIN U TBAjaHOIU/IH, TOTUYY O] 33j€THUYKOT IPEeKypcopa
- TepMakpeHa A, jeiumema Koje HacTaje muknmsanujom FPP (ciuka 5, xopak 3) y3
ocinobahame audocdara, aejctBom enzuma repmakpen A cunrase (GAS, EC 4.2.3.23)
(de Kraker u cap., 1998; Bouwmeester u cap., 2002) (ciuka 6). Y cienchem xopaky,
repMakpeH A ce okcuayje AejcTBoM eH3uma repMakpeH A okcugaze (GAO, EC
1.14.13.123; cuHoHMM: repMakpeH A XuIpokcuiasa), 1uroxpoMm P450 eHsuma koju
KaTaJuIlie TPOCTENEeHY KOHBEP3HU]y repMakpeHa A y repMakpeH A KUCenuHy (repMakpa-
1(10),4,11(13)-tpuen-12-oux kucemuna) y mpucyctsy NADPH, H™ u kuceonuka (de
Kraker u cap., 2001). Xunpokcunanujy oBe KHCEIWHE Y HecTaOMIaH MHTEpMeaujep,
KOJU 3aTUM IHKJIU3Yje Y KOCTYHONU, (hopmupajyhu JTakKTOHCKH MPCTEH, 00aBJha €H3UM
kocrynomug cuHtaza (COS, EC 1.14.13.120), Ttakohe mmroxpom P450 enzum (de
Kraker u cap., 2002). Kocrtynomun je mpekypcop cBux C6-C7 rBajaHommma
(yksbydyjyhu — JakTyuuH, JIaKTYOMKpUH M JilepuBare), eyJe3MaHoluga W

repMaKpaHoIUAA.
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Cnuxka 5. buocunresa teprieHa y yetupu (aze (Mogudukrosano npema Lange u cap. 2013).
MVA nyrem y murocony u MEP myrem y mnactuanma Hactajy IPP u DMAPP (1 da3za),
KOju KOMOMHOBameM Ipajie peKypcope TeprneHa - GPP, mpekypcop MoHOTepIieHa HacTaje
KOHJICH3aIlMjoM oOBe 1Be jenunHmile, FPP Hacraje koMOMHOBameM TpHU JEAWHUIIE U
MPEKypPCOp je CECKBHUTEpIICHa, a J0o/aBamkeM joil jenne jenuHuile Hactaje GGPP koju je
npekypcop mutepnieHa (II ¢aza). ¥ tpehoj dasu nmejctBom Ttepmen cuntaza (TC) on
IpeKypcopa HaCTajy OCHOBHU CTPYKTYPHH CKEJIETH CBaKe TPpyIie TeprieHa, O/ KOjHX AajbiuM
moaudukanujama (IV ¢aza) Hacrajy pa3sHOBPCHU MOHO, CECKBU U IUTEPIICHU.
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Cnuka 6. BrocuHTe3a CECKBUTEPIICHCKHX JIaKTOHA (MoamdukoBaHo mpema Liu u cap.
2011). On FPP nejctBoM repMakpeH A CHHTa3e Hacraje TepMakpeH A, KOju Kpo3 CepHjy
peaklija Koje KaTajau3yje repMakpeH A OKcHas3a /iaje repMakpeH A KUCENTHHY, 0] Koje
HacTaje (+)-KOCTYHOJM, TPEKYypcop OCTaIMX CECKBUTEPIICHCKUX JIAKTOHA, JI€jCTBOM
KOCTYHOJIUJI CHHTA3€ U CHHOHTAHOM IMKJTM3aLH]OM.



CBU OBM €H3UMH U T'€HHM KOjU UX KOAMPA]y Cy JIETEKTOBAaHU U M30JIOBAHU W3
mukopuje. GAS eH3UM IMKOpHje je TIPBO M30JI0BAH U OKApaKTEPHCaH MpeyuinhaBameM
U3 aKkTUBHE cH3UMCKe (pakuuje kopena (de Kraker u cap., 1998). HaknagHo cy
usonoBane a8e hopme MRNA (CDNA) koje koaupajy oBaj ersum - CiGASIo (GAS long,
nyxa ¢opma) u CiGASsh (GAS short, kpaha ¢popma) (Bouwmeester u cap., 2002). Ose
nBe Qopme mokasyjy ciaudHOCT of 72% Ha HHBOY aMHUHO KHCEJIHWHA, U 00e BpIIe
koHBep3ujy FPP y (+)-repmakpen A, mrto je moTBpHeHO XETepOIOroM EKCIPECHjoM y
Oakrepuju Escherichia coli. Excrnpecuja oBa nBa rena y Ousbkama LUKOpHjE CE
mehycobHo pasnukoBaia, Te je yrBpheno na ce CiGASsh mocebHO ekcripumupa y TKHBY
3a71e0JpJIOT KOPEHA M 3CJICHMM M CTUOJIUpPAaHUM KJIMjaHIMMa, a HeMa EKCIIpecuje y
pa3BHjEeHHM JIMCTOBMMAa HUTH y uukoHumMa, 1ok je CIGASIo dopma excnpumupana
IPETEKHO Y CIOJbALIHEM AeTy KOpeHa, YUKOHUMA W KJIMjaHIIMMa, ajli BeoMa ciiabo y
3ereHuM JrcroBuma (Bouwmeester u cap., 2002). EBonyTHBHM 3Hauaj MPHUCYCTBA JBE
dopMe OBOr €H3MMa HHjE jacaH, KaKO HABOJEC HCTH ayTOpPH, Kao HH HHXOBa
mudepeHnrjaaHa eKclpecuja U akTUBHOCT. He 3Ha ce, Takohe, Ja 1M ce OBU T'eHH
eKCIIPUMHpPajy IIMPOM OMJBHOT TKMBA WM Y HEeKuM ofapeheHum henujama, a 10 caga

HI/Ije MMpOoy4YCHa HU aKTUBHOCT F(bUXOBUX ITPOMOTOPA.

['enu 3a repmMakpeH A cHHTa3y M30J0BaHU Cy M U3 cpoHUX BpcTa. Kon 3enene
canare (Lactuca sativa) usonoBane cy Takohe aBe dopme MRNA - LTC1l u LTC2
(Bennett u cap., 2002), koje cy umaine 92% CIMYHOCTH Y CEKBEHII aMUHO KUcenuHa. 1
xon cyHiokpera (Helianthus annuus) mponahene cy nse popme GAS - HaGAS1 u
HaGAS2 (Gopfert u cap., 2009), nok je komx Tanacetum parthenium (Majdi u cap.,
2011) u T. cinerariifolium (Ramirez u cap., 2013) u3onoBana mo jemHa Gopma GAS

cDNA, kao u u3 aptudoke (Cynara cardunculus var. scolymus) (Menin u cap., 2012).

[Tutoxpom P450 mMoHOOKCHIeHa3e Cy pa3HOBPCHA Ipyla €H3uMa, CliocoOHa Ja
KaTajJuille KOHBEpP3W]y pazIM4YUTUX CyIcTpaTa, ykibyuyjyhu repmakpeH A. Kon
IUKOPHje Cy JIO cajJa M30J0BaHH T'eHH 3a JBe BpcTe repmakpeH A okcumaze. GAO ren
U30JI0BaH je W3 BuIle BpcTa mopoauie Asteraceae: C. intybus, H. annuus, L. sativa u
Saussurea costus (Nguyen wu cap., 2010). GAO wu3 oBuUX BpCTa, MNPEICTaBHHUKA
pa3nuuuTUX ToTHopoauma Asteraceae, moka3yje BHCOKY CIMYHOCT CEKBEHIIE aMHHO

kucenuHa (78,4-97,3%), mITO TOBOPH O BHCOKO] €BOJYTMBHO] KOH3EPBHPAHOCTHU OBOT
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ensuma (Nguyen u cap., 2010). T'en 3a nmpyry repMakpeH A OKcuaa3y M3 LUKOPH]E
(CYP71AV8) - crmocobny Takolhe ma KaTaluille KOHBEP3H]y BaJEHCCHA y HOTKATOH,

CECKBHUTEPIICH 3HaYajaH y HHAyCTpHjH, u3oaoBanu cy Cankar u cap. (2011).

COS ren nuMKopHje U30JI0BaNIK Cy U OKapakrepucanu Liu u cap. (2011), xoju cy,
kombOunoBatbeM GAS rema wu3 T. cinerariifolium, GAO renma wu3 nuKopuje u
HoBooTKpuBeHOr COS reHa nukopuje, ycrenu Ja PeKOHCTPYHINY OMOCHHTETCKH ITyT

KOoCTyHONIMIa y kBaciy u gyBany (Nicotiana benthamiana).

GAO u COS renu uzonosanu cy u u3 T. cinerariifolium (Ramirez u cap., 2013)

u L. sativa (Nguyen u cap., 2010; Ikezawa u cap., 2011).

Hamu xopauu y OumocunTesu riaBHux CJI koI LMKOpHje - JaKTYIMHA,
JAKTYyMUKPUHA W 8-JCOKCHIAKTYIIMHA HHUCY pasjammbeHd. Op KOCTYHONWIA, HEKU
I'BajaHOJIUIM HACTA]y HAjBEPOBATHH]E CTIOKCHIAIINjOM, a 3aTUM OTBAPAKEM CITOKCHIHOT
MocTa mTO omoryhaBa CTBapame TPHUIMKIHYHOIr ckenera (Simonsen u cap., 2013),
KaKaB IOCeNyjy TJIaBHU T'BajaHOINIM IHUKopHje. Enmokcumanujom, Ha puMep, HacTaje
napreHonuy (de Kraker u cap., 2002), ox kora je kox Bpcte canare (Lactuca floridana)
HPEIUIOKEHO Aa HacTajy 8-meokcunaktyuus u 114H,13-nmuxuaponakryuus (Qi u cap.,
1995). 3a gapyre rBajaHonuae, Ha mnpumep 11(S),13-auxuapo-8-1eoKCUIaKTyIHH,
Ope/UIOKeHO je JAa Hacrajy BepoBatHOo mnpeko 11(S),13-auxuapokocTyHonuna,
UHTEpMeljepa KOjU je JeTeKTOBaH MPUIMKOM MHKYOalllje KOCTYHOJIUAA ca aKTUBHOM
(GpaknnjoM MPOTEHMHCKOT EKCTpakTa KOpeHa IuKopHje. JIaKTynmMH M JaKTyNUKPHH
BEPOBAaTHO HACTA)y MUPEKTHO 0Ja KocTyHonuma, 0e3 11(S),13- uutepmenujepa (de

Kraker u cap., 2002).

1.2.3 Jlarekc

CeCKBHUTEPIIEHCKH JIAKTOHH C€ aKyMYJIMpajy HajBHIIE Y JaTeKCy KOJ BPCTa W3
nopoauiie Asteraceae (Sessa u cap., 2000). Jlatekc je JerbMBa TEYHOCT OeTUYACTE
60je caapkaHa y natunudepamMa - MojeIMHaYHUM WIIM MTOoBe3aHUM henujama Koje yuHe
MpeXy KaHajla Koja ce poTexe Kpo3 cBe ouibHe oprane (Evert u Eichhorn, 2006). Kox
[MKopHje, JaTuidepe yBeK MmpaTe BacKyJapHU CHUCTEM, U jaBJbajy ce Ha mepudepuju

win yuyrap ¢uoema (Vertrees u Mahlberg, 1978). IlpucyrHe cy y cBUM OMJBHUM
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OopraHuMa, a TOBE3aHe Cy M ca JJlakamMa Ha WHBOJYKPYMY I[BETa, KOje IPEICTaBIbajy

TepMHUHAITHE 3aBpiieTke Jatuidepa nuxkopuje (Evert u Eichhorn, 2006).

JlaTekc caipku pa3He CYICTAHIIe, PACTBOPEHE WM Y KOJIOUIHO] CYCIICH3HjU:
yIJbEHE XHIpaTe, OPraHCKe KHCEIUHE, COJH, CTepOoje, MacTh, MYKO3HA jelUmbeHa,
pasHe Teprenounae u yectuiie ryme (Evert u Eichhorn, 2006). Jlarekc Moxke aa caap:ku
U ankaioujae, kanaOuHowmne, mehepe, MpOTEWHE, TaHWHE, 3pHA CKpoba, KpHucTaie
okcanara 1 Manara. CeKkyHIapHu MeTabOJIHUTH CaJIpXKaHU Y JIATEKCY HE YUECTBY]y Jajbe
y Metabonu3my henuja u Hucy MoOMITHE, Kao HU cam Jarekc (Evert u Eichhorn, 2006).
VY nmarummdepama moctoju, Mehyrum, 3HadajaH Typrop Koju omoryhaBa MacuBHO

HCTHULAKC JIATCKCA TPHUIIMKOM IIpECCliakba KaHalla 'y cnyqajy IOBpCIcC.

Oyuknuja naruuuddepa U JaTekca y OWJbKaMa HHjE€ CAacBHM pasjalllibeHa.
bynyhu na cy MHOTe KOMIOHEHTE ITUTOTOKCHYHE, CMaTpa ce Aa JaTuiudepe mUXoBUM
CKJIaUINTEheM INTHTE OWJbHA TKMBa oJ InTeTHHX edekara (Hagel u cap., 2008).
CwMmaTpa ce ¥ /1a UCTHIIakbEe M aKyMyJlalfja YeCTHIIa JaTeKca Ha MECTY IOBpe/e TOMaxke
y 3aTBapamy paHa Ha OMJBHOM TKUBY, ajll U J]a CEKyHJapHH META0OJIUTH M YECTHIIE
ryMe cajipkaHe y mweMmy Jeiyjy mpotuB xepousopa (Evert u Eichhorn, 2006), 6umo
XEMHJCKOM M €H3MMAaTCKOM OJI0paHOM WM (U3MYKUM CJEIJbHBAHEM YCHOT arapara
uHcekara. Jlarekc Takole caip)ku KaTaJUTHUYKE €H3MME U JIpyre KOMIIOHEHTE Koje
nenyjy autumukpoono (Upadhyay, 2011). CeckBHUTEpPIEHCKH JIAKTOHH Y JIATEKCY
BEPOBATHO JIOTIPUHOCE OA0paHU OMIbKE CBOjOM TOPYMHOM, TOKCHYHUM, CEIaTUBHUM H
antuxepouBopHuM jejctBuma (Rees u Harborne, 1985; Sessa u cap., 2000; Upadhyay,
2011).

Nako ce CJI najBuie akymyiaupajy y jJaTekcy W jaTuimdepama, 10 caaa HHje
MOKA3aHO Jla JIU C€ Yy HhUMa M CUHTETHUILY, WU Ty QYHKIHU]y 00aBibajy HEKU APYru
tunoBu henuja (Sessa u cap., 2000; Hagel u cap., 2008), a 1a ce y gartuiudepama camo
CKJIaguINTe. Y JaTeKCy 3elieHe cajaTe MpoHal)eHH cy pas3iauyuuTH MPOTEMHM BE3aHU 3a
metaboau3am teprena (Cho u cap., 2009), maga yriiaBHOM y Be3M ca OMOCHHTE30M
W30MPEHOUJIHUX JeIMHHIIA, HE M CECKBUTEPIIEHCKUX JakToHa. Koj Hekux Ouibaka,
TEPICHOUIHA jeANHbECHhAa CE CHUHTETHIY U aKyMyJIupajy Yy SKIe3JaHUM TpHxoMama
(Hagel u cap., 2008; Majdi u cap., 2011; Lange u Turner, 2013). I'ean 3a GAS cy

HU30JI0OBAHU M OKAPAKTCPUCAHU U3 KIIC3JAHUX TPUXOMa HCKOJIIMKO BpPCTa HOPOAUIIC
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Asteraceae: Artemisia annua, H. annuus, Solidago canadensis u T. parthenium (Lange
u Turner, 2013). Kox uukopuje cy nponalene Bumehennjcke MEXaHW4Ke U KIIE3aHe
tpuxome (Krak m Mréz, 2008), amd HUje MO3HAT MHMXOB XEMH|CKH CacTaB H

OMOCHHTETCKA AKTUBHOCT.

1.2.4 ®deHosHa jenumbemHa

@deHonHa jenumbema, NMPUPOJHA AHTHOKCHIAHCH TPHUCYTHH IIUPOM OWIBHOT
[[apcTBa, MO3HATa Cy MO CBOJUM JICKOBHUTHM CBOJCTBMMA M 3HA4ajy y MpexpaMOeHOj
WHIYCTPHU]jH, TJIe T000JbIIaBajy 00jy, YKYC, CTAOMITHOCT U HYTPUTUBHY BPEIHOCT XPaHE
(Chen u Ho, 1997). Ilukopuja campxu OpojHa (eHOJIHA jeqUIbCHA. Y METaHOJTHOM
eKCTpaKTy OMJbKE, Haj3aCTyIUbEHHja je HUXOpHHCKa kucenuHa (Street u cap., 2013).
OcuM oOBe XHUIPOKCHIIMMETHE KHCEIMHE, IMKOpHja TPOAYKYyjeé M XJIOpPOTeHy,
KadeonnTapTapuuHy © KapemHCKY KHCEIMHY, W (prmaBoHOMIE - KBEPICTHH,

kaemri(hepoJt, TyTCOJIUH U anureHuH y popmu rimkosuaa (Heimler u cap., 2009).

XJoporeHa KHCEIMHA je MPUCYTHA KOJA BeIMKOr Opoja Ouspaka, a mocenyje
3Ha4yajHy OWOJOIIKY aKTHBHOCT, KoOja C€ BEpOBaTHO Oa3Wpa Ha BHUCOKOM
AHTHOKCHJIaTUBHOM IOTEHIIMjaly oBor jemumera (Chen m Ho, 1997; Feng u cap.,
2005). 3a XJIOporeHy KHCENMHY je mokaszaHo antumukpo6Ho (Ozcelik u cap., 2011),
anTukanneporeto (Feng u cap., 2005), antunadaamantopro (Francisco u cap., 2013),
antusupanso (Ozcelik u cap., 2011), xumornukemujcko (Meng u cap., 2013) u

paauomnporexTuBHO nejcto (Cinkilic u cap., 2013).

1.3 Tpanchopmanuja ou/baka arpodakrepujama u
OMOMHKEeHEePUHT

Tpancdopmanmja Ousbaka arpodakTeprjama MpeaAcTaB/ba OCHOB 3a MPOyYaBambe
pasIMYUTUX Mpoleca y OWJbLIM M BaxaH MeToa Mojudukanuje U yHanpehuBama
ocoOnHa OMJbaka BXKHUX Y MHIYCTPHjH, MOJbOTIpUBpend U dapmanuju. Agrobacterium
TeHeTUYKU TpaHcopmullle Oubky AoMahuHa yoarnuBameM aedunucanor nena JHK ca
ceor Ti (enr. tumor inducing kox Agrobacterium tumefaciens) wiu Ri (enr. root
inducing xox Agrobacterium rhizogenes) mmasmuaa y reHom henuje momahuHa,

n3asuBajyhu y npupoam nopemehaje HaIMK TyMOpUMa KOJ OWJbaka - KaIyCHE TymMOpe
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(A. tumefaciens) wiu miakaBe kopeHose (eHr. hairy-root, HR xox A. rhizogenes). [leo
JHK xoju ce ybamyje - T-IHK (enr. transfer DNA), orpanudeH je cekBeHI[aMa JyTrum
24-25 6a3HMX mapoBa, Koje cy o3HadyeHne kao LB (enr. left border) u RB (enr. right
border) (Gelvin, 2003). ¥V npupoau, T-JIHK HOcH ceT OakTepHjcKHX reHa - OHKOTEHE,
reHe 3a CHUHTE3y OWJbHHX XOpMOHa KOju Moaudukyjy Mmertabonusam u pas3uhe
nomahvHa, U Te€HE 3a CHHTE3y ONMHA, jeAUbemha Koje OaKkTepuje KOPUCTE Kao H3BOP
asora u enepruje (Gelvin, 2003). Tpaucnopr T-/IHK y nuromiasmy a 3aTUM U y T€HOM
owsHe henuje, omoryhasajy O0akrepujcku pakropu BupyneHuuje (Vir reH’) U MPOTSHHU
hemuje nomahuna (Pitzschke, 2013). MHdeknuja 3amounibe eKCrpecujoM Vir reHa y
OJIFOBOPY Ha MPUMJbEHU CUTHAJ (PEHOTHUX jeIUb-CHha Koje TyuH noBpehena oumbka. Vir
MIPOTEUHHM CE 3aTUM Be3yjy 3a jennonandany T-JIHK cunTetncany ca masmuga unaehu
T-komrieke. OBaj KOMIUIEKC ce ybamyje y nurommiasmy henuje momahwHa, a 3aTuM y3
nomoh OakTepujckuX U OWJBHUX MPOTEHHa, Yy jenpo hemwuje, rae ce yrpahyje y reHom

ousbke, a 3aTuM ekcripumupa (Pitzschke, 2013).

buno koja JIHK cekBenna, cmemrena u3mel)y LB u RB rpanmunuka, mosxe
Takohe OUTH MHTErprcaHa y OMJbHU F€HOM, IITO oMoryhaBa mpUMeHy OBOT MPUPOAHOT
npoiieca y 6MoTexHoJoruju. Pagu onakiiama KOHCTPYKIIM]j€ BEKTOpa KOjU HOCE CTpaHe
reHe, JJaHac ce MPETeKHO KOPUCTH CHCTeM OMHAapHHUX BekTopa (ciuka 7), y KojeM ce
TeHH O] MHTepeca cMelTajy y Bemrauku 11 miasmua A. tumefaciens, usmelhy LB u RB
rpaHula, u3danuBameM CBUX OaKTEpUJCKUX T'€Ha, JOK Ce€ BUPYJICHTHM I'€HH Haja3e Ha
apyrom, momohuom miasmuay (Komori u cap., 2007). Ocum oBor nipucrtyma, moryhe je
KOPHCTHTH HETaKHYT OaKkTepHWjcKH Iuia3Mui, Ha mpumep Ri mrasmua A. rhizogenes,
3ajelH0 ca BEIUTAaYKUM OHHApHUM BEKTOpOM (ciuka 7), Ma Tako MPUIUKOM
Tpancopmanuje gonasu no yrpahusama T-JIHK ca 06a minasmuna y renom nomahuna,

IITO ce 03Ha4yaBa kao korpanchopmanuja (Tzfira u Citovsky, 2008).

Ogakau cojeBu A. tumefaciens ko Kojux Cy yKJIOHEHH OHKOTEHH, Ha3WBajy ce
pasopyxanu (eur. disarmed), u TpaHchopmaimja OBMM COjeBHUMa HE H3a3WBa I0jaBYy
TymMopa Koj Oubaka. Y ciay4ajy HeMoau(pHKOBaHUX cojeBa (KOjH CaJpike OHKOTEHE),
nobujajy ce tpanchopmucane henmje (kamycu, TyMOpH) Koje ce yMHOXaBajy Oe3
€r30r€HO JI0/IaTUX PEryjaTopa pacTema, ajld 4eCTO BPJIO C1ad0 pereHepuIly M3JaHKe

(Chawla, 2000). Pazopy:kanu cojeBu 1ajy Tpanchopmucane hesrje kojuma je morpedHo
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JOJIaBaTH ayKCUHE W IUTOKUHWHE Yy ojApeheHOM OJHOCYy, Ja OW ce HWHAyKOBaIa
pereHepanuja wW3JAaHaka W OXWJbaBakbe. Ha oBaj HaumH, A. tumefaciens
TpanchopMaIijoMm MOry ce J0OMTH OuibKe HopMmaiiHe Mopdoioruje. Y ciaydajy
koTpancdopmarije Orsbaka A. rhizogenes cojeBuma, eKClipuMHpajy ce OHKOreHH ca Ri
IUIa3MUJa, ajli OHU HE MPEJICTaBibajy MpenpeKy 3a perenepanyjy — y HR kynrypama ce
YeCTO CIIOHTAHO PETEHEPHINY U3JIAaHIH. Y Clly4ajy Ja H30CTaHe CIIOHTaHa pereHepariyja
n3nanaka Ha HR, wmceunmm kopeHoBa ce mpedailyjy Ha MEAHWjyM ca peryjaropuma
pactewa y nuby uHAykuuje perenepanuje (Veena wu Taylor, 2007). busbke
perenepucane u3 HR kynrypa, decto mokasyjy npoMmemeH (eHotum (300T ekcrpecuje
OHKOTeHa) - HabopaHe IucTOBe, ckpaheHe WHTepHOAWje, ClIa0ujy anuKalHy
JIOMUHAIIHN]Y, CMamkbeHy (pepTHITHOCT, MPOMEHE BpEeMeHa IIBeTamka U I'paHaTe KOPEHOBE
penykoBanor reotpormsma (Christey, 2001; Casanova u cap., 2004). Ilonekan ce
pereHeparnujoM n00ujy U OMbKEe HOPMATHOT ()EHOTHUIIA, IITO CE YIIIaBHOM 00jallmaBa

yTUIIABalkeM OAKTEPUjCKHUX T'eHa.

/ CucreM OMHApHHUX BeKTOpa \ Korpancdopmannja

vir

Ri
ITa3Mu/T

OHHApHH
BEKTOP

OHHAPHHU
BEKTOD

\ J

Cnuka 7. JIBa cuctema TpancdopMmaiyje arpodakTepujaMa: CUCTeM OMHApHHUX BEKTOpa ca
renoM on uHrepeca (I'OU) m penoprep renom (P) cmemrrenum usmehy LB u RB
rpaHUYHMKA Ha OMHAPHOM IUIa3MHUILY, JIOK Ce BUPYJICHTHH TeHH (Vir) Haia3e Ha HOMONHOM
miasmuny 6e3 T-/IHK; u kotpancopmammja - cucrem y kome ce T-JIHK ca OGunapuor
Bektopa (I'OU u penoprep) npenocu 3ajeano ca T-JIHK ca Ri miasmuna (oHKOreH#), KOju
CaJp KU U BUPYJICHTHE TEHE.

noMohHn

Ti naasmMug

1.3.1 ¥YTuuaj Rol rena Ha ¢peHOTHN pereHepaHaTa U CEKYHIapHH
MeTadoIu3am

Onxkorenn A. rhizogenes na T-/IHK Ri mmasmuaa o3nauenu cy kao Rol renu
(enr. root locus) (Nilsson u Olsson, 1997). 3a oBe reHe mokaszaHo je Jia Cy OJArOBOPHH 3a
uHaykijy HR ¢denoTtuma, koju moapasymeBa BpJIO TpaHaTe JJlakaBe KOPEHOBE KOjU

Op30 pacTy W HE TOKa3yjy H3paKeH T'PaBUTPONM3aM, ajd M Ja yTUdy Ha OpojHe
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OnoxeMujcke W (PHU3MOJIOIIKE MPOMEHE KOJ TpaHCPOpPMHCAHUX Ousbaka, Memajyhu
pa3in4ymTe acleKkTe pacTerma, pa3Buha u XOpMOHCKOT MeTabosmu3ma ousbke (Bulgakov,

2008).

Oyukije nojeaunaunux Rol rema Hucy y mormyHocTH pasjamimere. ROIA ren
komupa mporenH ca JIHK-Besyjyhum pgomenom, umja ¢yHkmmja Huje Tmo3HATA
(Bulgakov, 2008). o caga je moka3aHO Ja KOJ HEKHMX OWJbaka OBaj I'CH yTHUYE Ha
(dopmupame KOPEHOBA, YBHjamhe JIUCTOBA, CKpahnBame MHTEPHOAM]ja, TPOMEHY H3TJie/Ia
u Opoja IBETOBa, KAacCHHjE IIBETambe, OJJIOKEHY CEHECICHIUjy, MaTy/hacT pacT,
noBehaHy O0CeT/PMBOCT Ha ayKcuH U nopemehen merabonumsam nonuamuna (Casanova u
cap., 2005; Veena u Taylor, 2007). Ekcipumupa ce mperexHo y ctadiy, a ciaduje y
KopeHy u Jucty. ROIB ren xomupa nporenH ca aktuBHOIhy THpo3uH ¢ocdarase, Te
BEPOBATHO YYECTBYje Yy TpaHCOykuuju curHama. ROIB yruue Ha Qopmupame
MEpHCTEeMa, ITPAHATUX KOPEHOBA, MEHha MOPQOJIOTH]Y JIMCTA U 1[BETa, CMamYje TyKUHY
MHTEPHO/M]a, allMKaIIHy JTOMHUHAIIN]Y, BUjaOMIHOCT MoJieHa U MoBehaBa OCeT/bUBOCT Ha
aykcun (Casanova u cap., 2005). HberoBa camocTaiHa ekclipecHja je TOBOJbHA 3a
unaykiujy HR (Georgiev u cap., 2007), anu je moTpedan oapel)en HUBO ekcrpecuje 3a
HACTaBaK pacTa KOpeHoBa, Oyayhu na meroBa oBepeKcIpecHja cMamyje GopMupame
aJIBEHTHBHUX KOPEHOBAa M M3a3MBa HEKpo3y Kaiyca u yucroBa (Veena u Taylor, 2007).
RoIC ren xomupa cuHTe3y mpoTeMHa IUTOKMHUH-N-TIyKO3uIa3e, eH3uMa 3a KOju Ce
cMarpa Jia I0BOJH JI0 JIOKAJTM30BaHOT ociobalamba IMTOKMHNUHA U3 HEAKTUBHUX (hopMu.
Ha Taj HaumH, ekcrmpecwja OBOI IéHa yTHYE Ha XOMEOCTa3y OMJBHMX XOpPMOHa Y
henujama, anu Ta ¢pyHKIMja A0 JaHac HUje noTBphena. Koa tpancopmucanux ouspaka
RoIC ren ytuue Ha maTyJbacT pacT, CMaleHY alMKalHy JOMUHAIIN]Y, H3a3MBa OOMITHHU]E
rpaHame, IpoMeHy Mmopdororuje nucra, nosehame Opoja IBEeTOBa, MHIYKYje paHH]je
[[BETal€, CMAabEHY NPOAYKIM]Y TIOJ€HA M CEeMEHa, CTepUIIUTET, a yTU4e U Ha
MeTabomM3aM ITUTOKHHWHA W OCEeTJhMBOCT Ha aykcmH (Casanova u cap., 2005). V
ouspkama Tpanchopmucanim camo ROIC reHOM, OBaj TeH ce eKCIpUMHUpa MPETERHO Y
KOpEHY, Mame Y JINCTY, IOK Y IPUCYCTBY ocTainux Rol rena, HajBuIIe ce ekcnpumupa y
muctouma (Veena u Taylor, 2007). RolD ren komupa OpHHUTHH IUKJIOJIEaMHHA3Y -
€H3UM KOjU KOHBEpTYje€ OpPHUTHUH y HposimH. CMaTpa ce Ja y4ecTByje Y U3IyKUBamby

KOPEHOBA W M3a3uBa paHHje U HHTEH3UBHU]j¢ 1BeTame (Casanova u cap., 2005).
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Csu Rol renn yruuy Ha 1BeTame, 4ecTo aHTaroHucTudku. 3a ROIA je mokazano
Ja OAJake IIBETame JyBaHAa Kaja ce EKCIPUMHUpAa ca HATHBHUM IPOMOTOPOM, a
MOTIYHO ra HHXHOHpPA aKo ce eKCIIPUMHUpPa KOHCTUTYTUBHO ca 35S mpomoTopom (Bais u
Ravishankar, 2001). RolB takohe mHxuOupa 1BeTame, cMambyjyhn BelnduHy H OpOj
1BeToBa, W BUjabmiHocT mosieHa (Casanova u cap., 2005). RolC, ca gpyre crpamne,
y3pOKYyje paHHje I[BETame KO HeKuX BpcTa, kao u RolD (Casanova u cap., 2005; Veena
u Taylor, 2007).

RolA, RolB u RoIC renu ytudy u Ha cekyHIapHH MeTabonn3am Ousbke. Hbuxose
yJIore cy ce TOKa3ale y HEKHMM CiIydajeBUMa WHXUOUTOpPHE Ha OWOCHHTE3y
nocMaTpaHux MeTabonuTa, anu y Hajsehem Opojy ciydajeBa, TpaHchopMalidja HEKUM
0]l OBHX I'€HA WJIM HHXOBOM KOMOHMHAIMjoM, TToBehaBana je OMOCHHTE3y CeKyHIAapHUX
MeTabonmTa BumrecTpyko (ox 2 xo 300 myra y ogHOCy Ha HeTpaHcopMmucaHe OHIBKE),
y 3aBHCHOCTH O0jf OWJ/bHEe BpcTe W KOHKperHor wmerabomuta (Bulgakov, 2008).
Excnpecuja ROIA rena ctumynucana je mpoayKIMjy aHTPAKBUHOHA Y KYJITYpPH Kaiyca
Rubia cordifolia (Shkryl u cap., 2008), u mHukoruna kox aysana (Palazon u cap., 1997).
RoIC ren cTumynucao je mMpoayKIjy THHCEHO3UAA Y TPaHC(HOPMHUCAHUM KOPEHOBHUMA
xenrreHa (Bulgakov u cap., 1998), tponanckux amkamouma ko Atropa belladonna
(Bonhomme wu cap., 2000), antpakBunoHa (kon R. cordifolia), anu je mHXHMOUTOPHO
JIeIoBa0 Ha CHHTE3y pabjo3uHa U Py3MapuUHCKE KHCEIMHE y TpaHCPOpPMHUCAHUM
henmujama Eritrichium sericeum u Lithospermum erythrorhizon (Bulgakov u cap., 2005).
RoIB je moka3ao Hajjaue CTUMYJIATOPHO [EjCTBO Ha CEKyHJApHU MeTaboim3am,
nosehaBajyhu mpoaykimjy pecBeparpona kox kamyca Vitis amurensis 100 myra y
oxHocy Ha koHTpoay (Kiselev u cap., 2007), u antpakBunona kox R. cordifolia 15 myra
y oaHocy Ha Herpanchopmucanu kamyc (Shkryl u cap., 2008). Ynora RolD rena y

CeKyHIapHOM MeTabonmu3My 1o cana Huje yrephena (Bulgakov, 2008).

1.3.2 IIpoaa3na TpancopManuja Oubaka arpouHGpUITPALHjOM

OcumMm crabunHe Tpanchopmarmje, Mmoryha je u mpojiazHa Tpancopmaiinja (eHr.
transient expression assay) OusbKe, e HE J0JIa3u 10 00aBe3HE WHTErpalldje CTPaAHUX
reHa y reHom nomahuna. IlpumeHom metone mposasHe TpaHchopmainuje ToNa3u 10

TpaHcdepa U IpUBPEMEHE EKCIIPECH]e CTPAHUX IreHa y OuJbHO] henmju, 0e3 cenekiuje 3a
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cTabunHy WHTerpanujy TpancreHa. OBakaB MeToJ| TpaHchopMalje je Bpiao Op3 U He
3aBUCH O] MO3UIIMOHUX e(eKkaTa WHTETpalfje CTpaHUX I'eHa Y T€HOM, KOjU JOBOJE JIO
BapHjalMja y TeHCKO] €KCIPecHuju W Moryher yTuilaBama r'eHa, Te je MorojaH 3a Op3y
npoBepy (yHKIIMOHAIHOCTH KOHCTpyKara (Simonovié, 2011). Kako oBaj meron He
3axTeBa celeKuujy Tpanchopmucanux hemuja W pereHepanyjy IeIuX TPAHCTCHUX
Ousbaka, TIOTO/IaH je 3a TpaHchopmalujy OMJBHHUX BpCTa KOj€ TEIIKO J1ajy CTaOMIHE
tpanchopmante u perenepante (Kapila u cap., 1997). OBaj cucrem tpanchopmarnuje je
BEOMa KOPHCTaH M 3a HCTpPaKMBame yHyTaphelujcke JOoKaau3aluje eKCIPUMHUPAHUX
NpOTEeHHa, ojpehuBame (QYHKIMOHATHHUX JIeJIOBa MPOMOTOPA, UCIHTHUBamkE cdekara
yTHIlaBamka reHa, GyHKIMOHATHY KapaKTepu3alujy reHa u apyre nHamene (Lee u Yang,
2006). Ha oBaj HaunH Mory ce TpaHchopMmucatu OMJbHU OpraHH, cycneHsuje hemmja
uiny npororactd. ['ean ox mHtepeca u npyru JJHK Monekynu, mory ce QupekTHO
yOanuBatu y OuspHe henmje, eilekTpomopanujoMm, OHOJUCTHYKOM TpaHchOopMalnjom
(enr. particle bombardment), MukpoumeKTHpaEM, YITPa3BYIHOM TPaHC(HOPMAIH]OM,
tpanchopmanmjom y3 nomoh PEG-a (monmeTwnieH-riIMKomn), BUPATHAM BEKTOpUMA U
apyrum  HaumauMma (Kapila wu cap.,, 1997). CBe oBe Merome cy BapujaOuiIHE
e(pUKaCHOCTH, a 3aXTeBajy CKYyIy OlpeMy WM KOMIUIMKOBaHy nporenypy (Yang u cap.,
2000). buonuctuukom Tpanchopmaijom ce Tpanchopmuiry camo manoopojue henuje,
a yoauena JIHK mopa na ce nonpemu 0 jenpa aa Ou ponuto 1o TpaHckpumuuje. Kana
Cy y IHUTalky BUPAJTHU BEKTOPU, HUBO €KCIIpECHje TpaHCTeHa je BUCOK allid BpeMe Koje
MpoTeKHE 0/ TpaHchopmalrje Ouibke 10 GopMHUpama 3pesior MPOTEUHA j€ PeTaTUBHO
Iyro (10 Y4eTUpHU HeneJbe), MITO HE TMOTO/yje eKCIEpUMEHTUMA y KOjuMa je TmoTpeOHa
Op3a ekcripecrja, U HE MOTY C€ eKCIIPUMHUPATU BEJIMKH IPOTENHH, 300T Majie BEJIMUMHE

supyca (Negrouk u cap., 2005).

JenHoctaBHMjH, jedTHHUMJU W OpKM METOJ TpoJjla3He TpaHchopmanuje je
arpouHuiITpauja, rAe ce y JUCTOBE OMJbaka yOpu3raBa WIH BaKyyM HHQPUITpUpa
cycnensuja A. tumefaciens cojeBa koje Hoce oapeljeHe KOHCTPYKTE, a MOIHU(PHUKOBAHUX
Jla UMajy BUCOKY edukacHocT mposazHe tpancopmanmje (Wroblewski u cap., 2005).
OBa MmeTo/1a je 3HaTHO OprKa, JeTHOCTaBHU]ja a YeCTO M 3HATHO €(PUKACHM]A IIITO CE THYE
HHBOA EKCIIPECHje TPAHCTeHa, y OJIHOCY Ha CTaOWiIHy TpaHcdopmaiujy koa BehuHe
ompaka (Kapila u cap., 1997; Wroblewski u cap., 2005). Benuku 6poj henmja nucra

OuBa MCTOBPEMEHO TpaHCc(oOpMHCaH, TpaHCTEH ce Op30 excrpumupa (3-5 mana mocie
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uHuITpanyje Moryhe je 1eTeKTOBAaTH NMPOTEMHCKH MPOAYKT), Ha Ta) HAYMH ce J00uja
Beha KoJIMYMHA POTENHA 32 J]aJha UCITUTUBAKA U HE MMOCTOJU OTPAHUYCHE Y BEITUIHHH
NPOTEHHA, ITO OMOryhaBa CHMHTE3Yy BEIMKHX NPOTEHHCKUX KOMIUIEKCA, Kao IITO Cy
aarurena (Negrouk u cap., 2005). ArpouH(pHITPAIjoM ce y JINCTOBE OMJbaka ydaiyjy
JKUBE arpoOakTepuje, a eKCcIpecuja TpaHCTeHa Ce ACTEKTYje Y POKYy O map naHa, 0e3
aHTUOMOTCKe ceneknuje. Jla Ou ce crpeumsia eKcrpecrja TpaHCTeHa Y OaKTepHjCKUM
henwjama, W crora JIaKHO TO3UTHBHA PEaKilyja, TPAHCTCHH ce MOAUGUKY]Y TaKo Ja
caJip)ke MHTPOHE KOjU CIpedaBajy eKCIpecHjy y OakTepwjama, WIH Ce CTaBJbhajy O]

KOHTPOJTy eyKapuoTckux mpomoropa (Ohta u cap., 1990).

VYnorpeba oBe MeTone omoryhasa aa ce CojeBU ca pa3IMYUTHM KOHCTPYKTHMAa
MOTY KOMOMHOBAaTH, paad EKCIpEeCHje BHIIEC pPa3IMYUTUX TPAHCI€HAa HCTOBPEMEHO
(Tzfira u Citovsky, 2008). Ha oBaj naumn Liu wu cap. (2011) cy ycmemHo
PEKOHCTpyHCaIH OMOCHMHTETCKM IIyT KOCTYHOJHJIA IMKOpHje y OuJbKama jJayBaHa
(Nicotiana benthamiana). Ocum Ha OuJbkama ayBaHa, arpouH(UITpanujy je Moryhe
BPILIMTH M Ha 3€JE€HOj cajaru, mapanajdy, Arabidopsis-y u apyrum Oumsbkama (Joh u
cap., 2005; Wroblewski u cap., 2005), mto omoryhaBa UCIUTHBaE TeHA YKIbYYCHUX Y
pasnuuute OMOCHHTETCKe myTeBe. Paznuuute OMIbKE MpYXKajy pasHOIMK henujcku
KOHTEKCT, 1a je n300pom oarosapajyhe Bpcre Moryhe cmMamuTH Opoj KOHCTpyKaTa Koje

j€ HeOnX0IHO MHPUITPUPATH Y IMJbY PEKOHCTPYKITH]E HEKOT OMOCHHTETCKOT MyTa.

C o03upom Ha Op3uHY M JeIHOCTAaBHOCT, arpoMHQWITpalyja MoCTaje
npedepeHIjaTHa MeToJa 3a MpeIuMUHApHA HCTPaXKUBamkba - TECTUPAmkE HOBHX
KOHCTpYKaTa, BApHjaHTH PETopTepa, UCTIpoOaBame CEKBEHIIN 32 YCMEpaBame MPOTEHHA

y pasnuuure henmjcke KOMIapTMEHTE U JPYTO.
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1.3.3 IIperaex autepatype o TpancopManujama HuKopuje

Lukopuja je mo caxa TpanchopmucaHa pa3nmuuuTuM cojeBuma A. rhizogenes u

A. tumefaciens (tabena 1).

Tabena 1. [Ipernen mureparypHHUX MoAaTaka O TEHETUYKUM TpaHc(opMalyjaMa UKOpHje.
BAP - 6ensunamunonypus, NAA — naptun cupherna kucenuna, IBA - nunnon-3-6yrepHa
kucenuHa, |1AA - nanon-3-cupherna kucenuna, KIN - kusetnH.

cBpxa THI BEKTOP/TPaHCreH perenepaumja  pedepenua
e crabunna - A.  wild-type pRiA4 TL- CIIOHTaHa, (Sun u cap.,
P pMattH] rhizogenes DNA 1BeTame in vitro 1991)
HCIIUTHUBAHE crabuiHa - A. PRiA4, pRi15834, HHIYKOBaHa ca
: : . (Kamada u
yruiaja Rol rena rhizogenes, A.  pRi8196 mmasmman, BAP, nisetame
; o cap., 1992)
Ha IIBETarbe tumefaciens rolC ren in vitro
pfgﬁ(;ﬁifnm a;a crabuina - A.  acetolactate synthase HHYKOBAHA (Vermeulen
y yp tumefaciens gene (csrl-1) y u cap., 1992)
XCPOUIIHT
Tpanchopmarja crabuina - A. pasopyxat Ti HWHIyKOBaHa ca (Genga u
JINCHUX . mia3mu, NPt u
tumefaciens . BAP cap., 1994)
eKCILTaHTATa UidA reaun
HCTITHBAHE : MHIYKOBaHa ca .
A Sl A PRIA4 BAP u NAA,  (Inoguchiu
rhizogenes . cap., 1995)
Ha [BETaKE nBeTame IN VILro
. crabuiHa - A.
TpaHchopmarja . OuHapHu a3mua, — uHaykoBaHa ca  (Frulleux u
tumefaciens, n .
MyToJbaKa nptll u UidA rexn BAP cap., 1997)
npoJiasHa
fructan 6-

HCTIMTUBAEC ctabwiHa - A. fructosyltransferase ClOHTaNA (Sprenger u
¢byHKIMje TeHa tumefaciens (6-5FT) 3 jeama cap., 1997)
OBEPITPOIYKIIHja CTa6'I/IJ'IHa -A Ri (LMG 150 coj) Hena (Bais u cap.,
KyMaprHa rhizogenes 1999)

WHTyKOBaHA
XOPMOHHMA, .
HCIIUTHBAHE BAP u IAA, (Bais H cap.,
ereHeparwje u GRSl Ri (LMG 150 coj) BETAmbE ALDRCT 2SI
’ BeI;a]}lL; TIPOZERES : I/II-]I-I KOBaHO aeap.,
& Y 2001b)
MYTPECIUHOM U
AgNO;
e cnouus A PO sosnca (00
HOJyJTa tumefaciens kox jabyke ca GUS BAP u IBA 2001)
OBEPIPOYKIIHja Qi
CeCK]I;I/I’E)e ng}ilgnx G = A Ri1855 HEMa @, 2002
HaKfOHa rhizogenes P Malarz n
cap., 2013)
HCTIUTUBAE
MHUKOPH3€E U crabunHa - A. . . (Fontaine u
MPOIYKIIHj€ rhizogenes PRI (strain 2659) Hema cap., 2004)
crepoiia
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(hy3uja mpomoTopa 1-

FEH lla rena, .
aHamm3a MPOoJIa3Ha - e 1 : (Michiels n
MPOMOTOpa OHoNMMCTHYKA PYK cap., 2004)
er30XHuIposasa) ca
nynudepazom
OBEPITPOIYKIIHja crabuina - A NPRNA KoHeTpyKT 3a
PHPOLYIKIH] . " yrumasame 1-FEH - (Asad, 2006)
UHYJIMHA tumefaciens rera

y-tocopherol

HWHAYKOBaHa Ca

HCITHBALE FeHA CTaGI/InHa} -A.  methyltransferase (y- BAP, IBA i (Hwang u
tumefaciens TMT) ren cap., 2009)
Arabidopsis-a
HPOIYKITHja crabmiHa - A. . ) uHaykoBaHa ca  (Matvieieva
uHTepdhepoHa tumefaciens interferon-azb ren KIN 1 NAA u cap., 2009)
interferon-a2b remn,
-, ENOUAEE (i
phep rhizogenes . L. u cap., 2011)
aHTUI€HA Mycobacterium LBeTame In Vitro
tuberculosis
HPOIYKITHja HHIYKOBaHa ca
nonunesacuhennx  crabuiHa - A. reHyé;g}izi“;me BAP 1 IAA, (Mekky u
MacCHHX KHCEIHHA tumefaciens [[BETAHEC Y cap., 2011)
Jecarypase
JyTOT JIaHI[a CTaKJICHHKY
To;ozeHha;I.): a crabwina - A.  TaNHX2 BakyonapHa ClOHTANA (zZhang u
DaHiHy tumefaciens Na*-H" mymmna cap., 2011)

BHCOK CAJIMHUTCT

[ukopuja je mako TpaHchopmucaHa pa3nuuuTUM cojeBuma A. rhizogenes

(trabena 1), m3melhy ocTanmor y cCBpxXy eBajlyalMje HpPOAYKIHMje CECKBUTEPIIEHCKUX
naktoHa y HR kynrypama. JloGujene kynaType cy caapskajie BpJO Majo CI000THHX
(HeTTTMKO3WJIOBAHMX) CECKBUTEPIICHCKUX JIAKTOHA, ald Cy Yy OJHOCY Ha KOpeH
HeTpaHchopMucaHuXx Ouibaka, Ouiie borare riauko3uioBanuM dpopmama (Malarz u cap.,
2002; Malarz u cap., 2013). lo cana Huje uctpaxuBan HuBo CJI y pereHepucaHum
OusbKaMa LIMKOpHUje, HUTH j€ MOKYIIaHa MaHUIy/Ialja TeHMMa U3 OMOCUHTETCKOT ITyTa

CJI pagu mpomMeHe HUBOA OBHX jeANHCHA.

1.3.4 In vitro kyaTypa u OHOMHKEHEPUHT

bpojun cexynmapuu wmeTabonuTH OWJbaka, 3HAYajHH Yy (apMareyTckoj,
KO3METUYKO] M TpexpaMOeHO] HUHAYCTPUJU, TPOAYKY]y C€ Yy CIelrjaTru30BaHuM
henujama M TKMBMMa OWJbKE, YECTO Yy MalluM KolW4yMHaMa. Y BehuHU ciydajeBa,

BUXOBa XeMMjCKa CHHTE3a HMje HCIUIAaTHBA, 3aXBaJbyjyhu KOMIUIEKCHO] CTPYKTYpH U
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cneuu(UYHOj AaKTUBHOCTH, T€ C€ WHAYCTPHja YIJaBHOM OCJIalba Ha EKCTPaKUujy
KEJbCHHUX jeIMibeha U3 Ousbaka rajeHuX y MoJby. Y OJHOCY Ha OBaj HAUWH rajema, in
Vitro kynrypa OuspHHX hendja, TKMBa U OpraHa uMa OpoOjHE MPEIHOCTH Y TMPOM3BOILH
CeKyHJapHUX Mertabomuta. Te mnpeaHocTH 00yxBaTajy KOHTPOJUCAHE W  JIAKO
NpUJIaroJbUBE YCIOBE rajera, He3aBUCHE O] reorpa)CKuX U KIMMATCKuX (hakropa, u
JWIIeHe mTeTounHa u narorena (Georgiev u cap., 2012). In vitro rexauke omoryhasajy
00Jby KOHTpPOJIy CHHTE3¢ M KBAJIUTETa IKEJEHUX MeTaboNuTa, IITO TIOMaXke

yjeHaYeHOCTH KBaJMTETa MPOU3BO/Ia TpakeHuX Ha TpxkumTy (Talano u cap., 2012).

JonatHy (rekcHOMITHOCT y OBOj 00iacTH omoryhaBajy TEXHUKE T€HETHYKE
Tparcdopmalyje, 9ujoM MpUMEHOM ce rmoBehaBa MoryhHOCT no0Wjama CreHuPUIHIX
CeKYHJapHUX MeTalboluTa 3a KOje y KOHTPOJIHMCAaHHM iN Vitr0 ycioBuMa Baxu
c1000JHUja 3aKOHCKA PeryliaTuBa HEro 3a rajeme y nospy. Tpancdopmanmja Ousbaka y3
nomoh A. tumefaciens omoryhuina je nunusbaHu MeTaOOJIUYKKA UHKCHEPUHT U CTBAPAhC
cTabmiHO TpaHcHOpMUCAHUMX JIMHHja Koje je Moryhe yMHOXXaBaTH TOTOBO
HeorpannueHo (De La Riva wu cap., 1998; Lessard u cap., 2002), mok je
tpancdopmanmjom ca A. rhizogenes 6mio moryhe crBapame HR kynrypa, koju cy,
3axBaJbyjyhu akTUBHOCTH OAaKTEpUJCKUX TIe€Ha, MOKa3UBaJld TE€HEPaJHO BUIIM HUBO
cekyHmapHor merabonmusma (Saito u cap., 1992; Sujatha u cap., 2013). JlonatHa
npearocT HR kyntypa je 1 MoryhHOCT BUXOBOT Tajema y OMopeakTopuMa, ca BUCOKUM
CTENEHOM TMpOAYKIMje OuomMace W 3apaja HU30Jalfje BEINKE KOJIMYUHE KEJbEHUX
jemumera (Srivastava u Srivastava, 2007). Ocum Op3or pactema 0e3 NpHCYCTBa
€r30reHo J1oJaTuX XopMoHa, HR kynType mmajy u apyre MpeIHOCTH Yy MPOU3BOIEHH
CEeKyHJapHUX MeTaboiuTa, Kao IITO Cy UIMPU JAMjala30H MPUCYTHUX JEeTUHEHA,
3axBaJbyjyhl OMOCHHTETHYKUM MOTYhHOCTHMa AM(EpeHIMpaHuX TKHBa, T€HETUYKA U
Oounoxemujcka crabmiHoCT TpaHchopmucanux jdunuja (Rhodes u cap., 1994, Bais u cap.,
2000a; Veena u Taylor, 2007). [lo cana je moka3aHa yCHelIHa MpOAyKIIHja Pa3THIUTHX
metabonuta y HR xynrypama Beher 6poja OuspHHX BpcTa, TpaHCHOPMUCAHUM Y3 TOMON
nuBsber Tumna Ri masmuaa (Giri u Narasu, 2000; Srivastava u Srivastava, 2007; Zhou u
cap., 2011; Georgiev u cap., 2012; Talano u cap., 2012). Hako je pereHepaiuja
TpaHcrenux Ouspaka u3 HR kynrypa moryha, decto m 0e3 nomaBama peryiaropa
pactewma y momiory (Momcilovi¢ n cap., 1997; Sretenovi¢-Rajici¢ n cap., 2006;

Vinterhalter u cap., 2006; Suboti¢ u cap., 2009), cnabo je MO3HATO KaKBa je MPOAYKIHja
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CeKyHIapHuX mertabonura y perenepucanum ousbkama (Chaudhuri u cap., 2006), u na

JIM Ha By yTHUY pazauuute Genodase Ouspaka in Vitro, Ha mpuMep BETAWkE Y KYITYPH.

1.4 IIpoyuyaBame pyHKIHUje U eKclIpecHje reHa Oubaka

3a OWI0 KOjy BpCTYy MaHUNyJIUCama METa00IM3MOM OWJbaka, BAXKHO j€
YTBPAWTH KAaKO T€HU M EUXOBH MPOAYKTH (YHKIMOHHIITY y BPCTH W3 KOj€ MOTHYY.
HakoH cexkBeHIMpama I'€HOMa WIM TpaHCKpunTomMa onabpaHe Bpcre, yTBphyje ce
IpeTHOCTaB/beHa (YHKLHMja TIeHa, mnopehemeM CEeKBEeHLE ca II03HATUM TeHHMa U
OpOTEeHHUMA. 3aTHM C€ MPHUCTYNa H30JalWju THX TeHa W FHHXOBHX NpPOAyKara, U
eKCIPECHjH y XeTeposioruM JomMahiHMMa, Ha IPUMEp OakTepujamMa WM KBaCIMMa, IIe
Ce CHHTETHINY T'€HCKU MPOJIYKTH 4YHje ce OCOOMHE aHAIM3Hpajy M YTBphyje ce Kojy
BPCTY peaklyje KaTajlu3yjy, YKOIMKO ce pagu o eH3uMuMma. OcuM Tora, mocmarpa ce
excnpecuja u (QyHKIMja TeHa y M3BOPHUM OuJbKama. MoXe ce MpaTUTH EKCIpecHja
BEJIMKOT Opoja reHa KCTOBPEMEHO MiCroarray TeXHuKama, i JeTEKTOBATH eKCIpecHja
onpehenor rena northern xubpuamsaumjom, RT-PCR-om u QRT-PCR TexHukama
(Meyers u cap., 2004). /la O6u ce JoKajIM30Baja EKCIpeCHja HMCIHUTHBAHOI TeHA Y
onpeheHom TkuBY Win hendjama OMIbKE, KOPUCTE ce TeXHHKE IN Situ xubpuansanuje
cneunduynux npoda npema MRNA rena, uiau Tpancopmaryje 6ubaka KOHCTPYKTHMA
KOju Hoce ¢y3uje pernoprep reHa M HCIUTHUBAHE CEeKBEHIE. Permoprep reH moxe OuUTH
¢dy3uoHHUCaH 3a TeH 0]l MHTepeca (TpaHchanuoHa Qy3uja), UiIu 3a MPOMOTOP U JPYyre
perynaTopHe CcekBeHIle TreHa (TpaHckpumnuuoHa ¢y3uja). Ekcmnpecwja rena ce
BHU3YEIN3yje ACTEKIIM]OM MpOoayKaTa pernoprep reHa, Hajuenrhe mpeko (ryopecueHimje
WIM eH3UMaTcke peakuuje. McnutuBame (QyHKIMje TeHa y OWJBIM BpUIM Ce
npoy4aBambeM (EHOTHNA KOju ce J00uja Kaja T'eH HelocTaje - MyTaHaTa JOOMjeHHX
HACYMHYHOM WJIH [WJbAHOM MyTareHe3oM (MHTPOIYKOBAKEM W  EKCIPECHjOM
MyTHpaHUX Bep3uja reHa). CnuvyaH (QEHOTHUI, WM HU3 HErOBHUX OJIaXXKMX BapHUjaHTH,
MoOXe ce aobouth u yrumaBameMm reHa npeko PHK wunTepdepenne (enr. RNA
interference, RNAi) (Alberts u cap., 2002). [Ipyru HauuH WCIUTHBaKba HUXOBE

¢dbyHKIMje TpecTaB/ba OBEpPEKCIpecHja LUJbHUX T'eHa U npahewme meHUx edekara Ha
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OomwbKy. OBe MeTo/e Cy BaXHE M Yy OMOTEXHOJOTH]H, KajJia c€ MAaHUIYJIUIIC HUBOOM

HEKOT CEKYH/IapHOT MeTa0oIuTa paau moBehama Uil CMambebha BeroBe MPOoAYKIHje.

3a nobujame pekomoOunoBane JIHK koja Ou ce kopucTmia y HaBeleHE CBpXeE,
yrnoTpeOsbaBajy ce TeXHUKE KIOHHpama, IJe Ce MaXJbUBUM M300pOM peroprep reHa,
MapKepa 3a CeJICKIH]y, TPOMOTOpa M APYIHX PeryJaTOpHUX CeKBeHIH, kao u aena JJHK
KOjU c€ HUCIHUTYje, CKJIalla KOHCTPYKT - BEKTOp, KOJU C€ YBOJW, MHTETPHILIEC a 3aTUM
eKCIpuMHupa y LuJbHOM opranu3Mmy. Kox Owmibaka, HajyclielIHHje Cy c€ IOKaszaie
TpaHchopmanmje cojeBuMa arpoOakTepuja, Ima ce y Ty CBpXy Hajuenrhe KOHCTPYHIIY
Ounapun BekTopu. Ckiamame BeKTOpa oJpe)eHHX KapaKTepUCTHKa IOCEOHO je
onakmaHo kopuinhemem Texnuka Gateway® (Invitrogen, Gaithersburg, MD, CAJI)
KIIOHMpama, I7e ce y pyTuHckuM ekcriepumentuma JIHK ¢gparment (ren on uHTepeca,
npomotop wir RNAI KOHCTPYKT) MecTO-Crienu(UIHOM PEKOMOHMHAIIUMjOM yoaiyje y
olabpaHM BEKTOp, Koju Beh cazapku octane enemenre. OBaj HPUCTYI je€ 3HATHO
jenHocTaBHUjU, Opku U e(PUKACHUJU OJ KJIACUYHOT KIOHHMpama Yy3 TOMOh
PECTPUKIIMOHUX €H3uMa, a (parmeHT je moryhe Op3o, mo morpedu, mpedamuTu U y
JIpYyry BpCTYy BEKTOpa, INTO JONPUHOCH 3HA4ajHO] (UIEKCUOMIHOCTH CHUCTEMa
(Simonovié, 2011). N360p Gateway BekTopa 3a MpUMeHy y OusbKama je BPJIO BEIUKHU U
Moryhe je omaOparu BeKTOpe 3a IUJbaHy €KCIPEeCH]y MCIUTHBAHUX TeHa 0]
KOHTPOJIOM KOHCTHUTYTUBHHX WJIM WHIYIHOWIHUX MPOMOTOpa, aHAIU3y CcyOhenmujcke
JOoKaJau3alMje mpoTenHa ¢ys3ujom ca pernoprep renuma Ha C- mnm N- TepMmuHYCY,
aHaJM3y aKTUBHOCTHM HCHHMTHUBAHOT NpOMOTOpa (y3ujoM ca pernoprepuMma, aHaau3y
KOMIUIEMEHTallhje MYTaHTHUX JIMHUja OwWJbaka, eKCIpEecHjy KOHCTpyKaTa 3a
MOCTTPAHCKPHITIIMOHO YTHIIaBame reHa u Apyre Hamene (Karimi u cap., 2002; Curtis u

Grossniklaus, 2003).

1.4.1 TIIpahemwe excnpecuje rena RT-PCR u qRT-PCR Texnnkama

Herexiuja u oapehuBame HUBOa ekcnpecuje reHa northern u PCR texuukama
3axTeBa nperxoAHy uzonanujy PHK u3 Ousbke u mweHO mpeBoheme y jeaHolaHdyaHy
CDNA peBep3HOM TpaHCKpUNIHMjOM. PeBep3HOM TPAHCKPHUIIIMjOM MOXKE C€ MPEBECTH
gutaB cnektap npucytaux PHK monekyna (kopumihemem poly(dT), mpajmepa wiu

CMeIe XxeKcamepa), Wil caMO aHaJU3UPaHU TPAHCKPHUNT (KOpUIThemeM Creru@UuIHux
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npajmepa). Y mnopehewy ca northern blot anmammsom, PCR Texnuke cy Opixe,
JeAHOCTaBHHUjE, OCETJbUBHjE M 3aXTEBajy Mamy KoiauuumHy u3ojoBane PHK, mro je
noceOHO Ba)XKHO INPHUJIMKOM aHAIW3€ EKCIpecHje TpaHCreHa KOJ| TPaHC(HOPMHUCAHHX
Omsbaka, Kajua je MOTpeOHO aHaJU3MpPATH BPJIO BEJIMKH Opoj KIOHOBa y paHoj (da3um
pazsuha (Toplak u cap., 2004). Jennonanuanu CODNA Mosiekyu ce 3aTuM aMILTUDUKY]Y
PCR texuukama, 6o end-point wiau kBantutatuBuuM PCR-om, kopucrehn mpajmepe
cnenuduyHe 3a JKeJbeHH TpaHcKkpunT. FEnd-point PCR mnpyka KBaJUTaTHBHY
uHpopManujy o TomMe Aa Ju je oxapeheHm TpaHckpunT mpucyran y naroj CDNA
KOJICKIIMjH, BU3YEIHM3alMjOM Tpake oapelheHe BeIMYMHE Ha arapo3HOM Teiy TOcIie
ammumdukanyje, ajad He Aaje uHPOpMalMjy O TMOYETHOM Opojy TpaHCKpUIaTa
npucytiux y CDNA. 3aro ce ymorpebspaBa kBanturatiBiu PCR (QRT-PCR) koju
omoryhaBa mpaheme ymHOXaBama TpaHcKpunrta kpo3 nukiyce PCR-a y peamnom
Bpemeny (enr. real-time) (Wong u Medrano, 2005). [Ipahewe Konu4YMHE CHHTETHCAHE
JIHK omoryhaBa kopumiheme QuyopeciieHTHUX penoprep-6oja, Ha mnpumep SYBR
Green (Zipper u cap., 2004), koje ce Be3yjy 3a aposianuanu JTHK mpoaykt y cBakom o
UKIIyca aMmIuinukanuje, a mopact (GpayopecieHimje Kao MEPHIIO MmopacTa KOJTUYHUHE
aMIUTUKOHA JIeTeKTyje ce y cBakoM Lukiycy. [lomanmu o mopacty Opoja aMIUIMKOHA
NPUKYIUbA)y C€ Yy EKCHOHEHIMjanHoj ¢a3u ammiudukanuje, kaga je edukacHocT
peakiuje Hajseha (Nestorov u cap., 2013). Kpautudukaiuja y real-time excriepumenTy
Cce MOXK€ BPLIMTH AINCOIYTHO HWJIM pelaTuBHO. PenaTuBHA KBaHTU(UKAIMja MOpEaU
eKCIpEecHjy TeHa y KOHTPOJIM M TPETHUPAHOM Y30pKy (MM TpaHchOopMUCAHOM) U
onpelyje KOIMKO MmyTa ce Meha eKCIpecHja ToT TeHa y nopehemy ca koutposiom (Livak
u Schmittgen, 2001). AnconyTHa kBaHTH(UKAIIM]ja TOpa3yMeBa MPABIbEHE CEPHjCKUX
pasbnakema IMO3HaTe KOHILEHTpanuje mnocmarpaHor ¢parmenra JIHK (CDNA wumu
1a3MUa) 4YMjoM aMmIUIM@UKalUjoM ce KOHCTpyuIle cTaHaapAHa Kpuba. OBakBa
KBaHTU(]UKaIMja oMoryhaBa ojapehuBame ModyeTHOr Opoja TpaHCKpUIATa y Y30pPKY,
nopehemem ca crangapaHoMm kpuom (Bustin, 2000). Ocum nusbHUX, MOTPEOHO je
NpaTUTH U €HJOreHe pedepeHTHe I'eHe, uuja ekcrpecuja Tpeba aa Oyae craOuiHa y
KOpUITheHO] EeKCIIEpUMEHTATHO] TOCTaBIM, T€ CE€ y3 IMOMOh HHUX HOPMAIIU3Y]Y
pe3yiTaTtd J0OMjeHW 3a WCIUTHUBAHH TE€H, paad CMamhBamka CKCIIEPUMEHTATHUX

rpemaka (Jin u cap., 2004; Nestorov u cap., 2013). PCR TexHuke cy KOpHCHE Kako 3a
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npaheme ekcrpecuje TeHa EHIOTeHO MPUCYTHUX y OWJBIM, TaKO U 3a eBaIyalujy

YCIIEIIHOCTH €KCIPECHje HHTPOAYKOBAHUX TPAHCTCHA WM eeKaTa yTUIIaBamba reHa.

1.4.2 TIpomoTopcke ¢y3uje U penopTep reHu

3apajx BuU3yenM3alMje aKTUBHOCTH IpoMoOTOpa ojapeheHor rena y Ousbly,
KOHCTPYHILlY C€ BEKTOPH y KOjUMa je UCIIUTUBAHU IPOMOTOpP (y3HMOHHCAH ca pernoprep
TeHOM, TaKo Ja PernopTep IeH J0ja3d Ha MECTO OPUTMHAIHOI I'eHa, YuMe ce J00Hja
TpaHCKpHUIIUOHK peroprep (ciuka 8). Ha oBaj maumH, Moryhe je MCHHMTHBATH KOjH
JICIOBU CEKBEHIIE Y3BOJAHO OJl TIeHa Cy OATOBOPHM 3a, Ha IpUMeEp, TKUBHY
crneuu(UYHOCT MPOMOTOpPA, U KOJMKHM JI€0 IMPOMOTOpa je JOBOJbaH Ja Ou OH Ouo
¢ynkunonanan. busbke ce 3atuM TpaHCHOPMUILY KOHCTPYHCAHHUM BEKTOpHMA, IOJ
MPETIIOCTABKOM Jla WHTPOJYKOBaHa (y3mja MpoOMOTOpa M permoprepa, CTaBJbeHA Yy
onroeapajyhu henujcku KOHTEKCT, OAroBapa, MO HUBOY EKCIPECHje, BPEMEHCKO] U
TKUBHO] CHEIU(PUIHOCTH, OPUTHHAIHO] KOMOWHAIMJU T'eHa U MIPOMOTOpa Koja MOCTOjU
y ombnu (Alberts u cap., 2002). 3axBasbyjyhu Tome, y3 momoh oBux ¢y3uja moryhe je
npaheme HauMHa EKCIIpecHje TOCMAaTPaHOT TeHa, HEroBe JIOKAIM3alWje Yy TKUBUMA
Owbke wiM henujckoM KOMIApTMEHTy, BpEeMEHa eKCIIpecHuje y TOKY pas3Buha H
UHAYIUOWIHOCTH eKclpecHje crosbalikbuM  (akropuma. bynyhum na je craOuina
TpaHchopmaija Ousbaka IyroTpajaH W HamopaH IMpPOIEC, a €KCIpecHja TpaHCTeHa
4yecTo BapujabuiHa Mel)y pa3iMuuTuM JIMHHjama TpaHchopmaHaTta, 3a Op3y eBaryarujy
AKTUBHOCTH IPOMOTOpAa M JAPYIHMX PEryJaTOPHUX CEKBEHLM IOrofHa je IMpojia3Ha
eKCIpecHja, a Tpe cBera arpouH(uiTpanuja Kao HajjeAHOcTaBHUja Meroaa. OBa
MeTtoaa, mehyrum, He omoryhaBa BuU3yenu3amujy TKUBHE CEUGUIHOCTH MPOMOTOPA,
anu ce Jako KOMOMHYyje ca OMOTUYKUM U aOMOTUYKUM TpEeTMaHUMa, paau yTBphuBama
UHAYIHOWIHOCTH TpoMoTopa. Ca cTaHIapAu3alMjoM IpoLEeaAype 3a CBaKy OWJbHY
BpCTy U coj OakTepuje, mMoryhe je moctuhu penpoaylHOMIHE pe3yaTare ca MajoM
BapujabuiaHomhy eduxkacHOCTH TpaHchopmalje, ma je OBaj ecej MOrojJaH W 3a

KBaHTHTATUBHY aHAIN3Y akTUBHOCTHU npomoTopa (Yang u cap., 2000).

PenopTep reH xoju ce KOPUCTU y IPOMOTOPCKUM (y3HjaMa Tpeba J1a Koaupa 3a
(eHOTHI KOjU HEe MOCTOjU KOJ Opranu3ma jgomahuHa, a \erora akTUBHOCT, Hajuemrhe y

BUIy (IyopeclieHIIMje WM EH3MMAaTCKe peakiyje, Tpeba ma ce Jako JETEKTyje |
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kBaHTUOHKYje (Simonovié, 2011). Y 3aBUCHOCTH O] TOTra IZi€ Cy MO3HIMOHHPAHHU Ha
BEKTOPY W 3a IITa Cy (y3HMOHUCAHHU, PEIIOPTEPH CE€ MOTY KOPUCTHTH y CBPXY MPOBEpPE
(YHKIIMOHATHOCTH KOHCTPYMCAHMX BeKTOopa (Ha TMpUMep arpoHMH(HITPAIjoM),
TecTHpama e(pUKACHOCTH  TpaHchopMalyje MNPHIMKOM  paspaje  MpPOTOKOoJa
TparcopMalrje Wik TeCTUPakba HOBOT cOja arpoOaKTeprja, Kao MapKepH 3a BU3YEIHY
CeJICKIIM]Y W TOTBpAY TpaHchopmaHata (kKama Iocedyjy 3aceOHH MpPOMOTOp), Kao
peroprepyu aKTUBHOCTU TpoMoTopa ((py3noHHMCaHU 3a TMPOMOTOP) WIIU JIOKAIHU3AIHUje

npoaykrta apyror rena (pysuonucanu 3a rex) (Simonovié, 2011).

a—E>[ Penoprep | 3'UTR |—E>[ ron | 3um |
ATG

STOP
s &>
AT
B—E> Penoprep |2 rop 3UR |-

—_—

PenopTep 3'UTR |—
G

ATe sror - FEHCI(-e
cysuje
r —E'> [ PenopTep ] rOu | 3'UTR I—
ATG STOP STOP

|
A_E>[ Penoprep | oM 3UTR |—

Cmuka 8. TumoBu reHckux dysuja (Simonovié, 2011). (a) - penoprep TeH W T€H Of
WHTEpeca Ha UCTOM IUIa3MUIY, alld Ca PA3IMUYUTHM MIPOMOTOpPUMA, (0) - TPaHCKPHUITIIUOHH
penoprep TA€ j€ MCOMTUBAHM IPOMOTOpP (Y3MOHHCAH ca pernoprep IeHoM, (B) -
TPAHCIIAIMOHU PETopTep Iie ¢y 00a reHa 1moJi KOHTPOJIOM MCTOT MTPOMOTOPA, a Pa3IBOjeHU
JMHKEpOM, (T) - TpaHcIaoHa (y3uja rie je CeKBeHla pernoprepa yHyTap CEKBEHIIE reHa
0]l MUHTEpeca, TaKo /1a OKBUp YHUTama HHje MPOMEEH, (J1) - TpaHCIauoHa (y3uja reHa u
penoprepa ca STOP kofoHOM H3Mel)y, Tako J1a ce TpaHCIIalijoM MPEBOIM CaMO PErnopTep
TEH.

[To3HaTn penoprep IreH ca E€H3UMATCKOM aKTUBHOUINY KOjU c€ KOPUCTH Y
Owpbkama, je reH 3a B-raykyponunaszy (GUS) - UidA ren (Vitha u cap., 1995). GUS
€H3UM BpPIIU XUAPOJIHM3Y Pa3IHUUTHX [-TIYKYpOHHIA, KOjU TOM TIPHJIMKOM IOCTajy
obojern wnu  (dayopecuupajy, TMa Cc€  aKTUBHOCT €H3UMa  BHU3YEJH3Yje
CHEKTPOPOTOMETPHU)CKH, (PIyOPUMETPH)CKU M XHUCTOXEMH)CKH, JOJATKOM CyICTpara
y TPOTEUHCKH EKCTPaKT WJIM Ha Mpecek OusbHOr TKuBa. Xucroxemujcku ecej (GUS
0ojeme) ce KOPUCTH y CBPXY MOTBpAE TpaHchopmaliije, alid 1 3a oapehuBame TKUBHE
JIOKaJM3alMje akTUBHOCTH TpoMoTopa. OBO je YIrilaBHOM JeCTPYKTHBHA TEXHHKA KOja
3axTeBa JKPTBOBAakC MarepHjajia, I[a ce He IMpernopydyje y paHuMm ¢azama

tpaucopmanmje (Cervera, 2004).
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@dyopeceHTHH penopTepu omoryhaBajy HEIECTPYKTUBHY BH3YEIH3alH]jy
ekcnpecuje TpaHcreHa. OpHUrHHAIHH (QIIYyOPECHEHTHH MPOTEHHHU, H30JOBAHU U3
JKUBOTHIbA KOj€ C€ OJUIMKY]y OMOTYMHHHCIICHIIM]JOM, MOJAM(UKOBAHH Cy y CMHUCIY
CHEKTPAITHUX KapaKTePHCTUKA, Opoja CyOjelMHHIIA ¥ BEIMYMHE MOJICKYJa, pajd IITO
Jakumer kopumhema y pa3iMuyuTHM €KCIEPUMEHTAIHUM IOCTaBKama. JlaHac mocroju
BEIMKH Opoj (IyOpeCHEeHTHUX pernopTepa, ca BEOMa pPAa3HOBPCHUM CIEKTPATHUM

KapaKTepUCTUKaMa, T1a je Moryhe U ’bUX0BO KOMOMHOBALE.

Hajuemthe xopumhenn ¢ayopecieHTHH Mapkep je 3eneHH (GIyopecieHTHH
nporteud (eHr. green fluorescent protein, GFP), uzonoBan u3 meay3e Aequorea victoria.
OBaj MOHOMEpHH MPOTeuH ca (ayopodopom uma Hu3 npeanoctu (Simonovié, 2011):
MaJIM je ¥ TPOCTE CTPYKTYype, Ma je jeMHOCTaBaH 3a KIOHHWPAmkE U IMpaBbeme (Py3uja;
dyopodopa je crabuinna u popmupa ce ClIOHTaHO; IPOTEUH HHje TOKCHYaH 3a hemnuje a
cTabwiaH je y pa3imduToM helUjCKOM OKpPYXKEHhY; MOXKE C€ BH3YCIU30BaTH
HEJIECTPYKTHBHO, OCBET/baBameM OMJbKe miaBoM mwin YB ceernomthy (Halfhill u cap.,
2005), anu 1 Ha HeUKCUPAHHUM IIpeceiuMa OMJBHOT TKHBA, 300T Yyera je morojaH Kao
penoptep TpaHchopMalrje alu M 3a Kopullheme y (y3Hujama ca MpoMOTOpUMA HIIH
reauma. GFP je noxuBeo OpojHe Moau@HKalMje W JaHAac Cy Yy YHOTpeOu pasHu
BapujereTH, a Hajuemhe xopumihenu je eGFP (enr. enhanced GFP). GFP ce moxe
JIETEKTOBaTH MAaKPOCKONCKH, U (IIyOpPECLEHTHOM M KOH(OKATHOM MHKPOCKOIH]OM,
kopuithemeM ojaronapajyhe komOuHaIMje OCBeT/heHha M (uiaTepa KOjU EIUMUHHILY
Ipyry BpCTy (diyopecienuuje. Pe3onyirja u oceTJbUBOCT JAETEKIIN]€, MEhyTHM, 3aBUCE

y BEJIMKOj MEPH O CTPYKType mocMarpanor OuspHOT y3opka (De Ruijter u cap., 2003).

3a MaKpOCKOIICKO TMocMaTpame (IyopecleHIje, ToCeOHO BaKHO MPUIMKOM
JIeTeKIje TpaHc(hopMaHaTa, MOTOAHUJU Cy HEKU IpYrd (IyOpeclUeHTHU MPOTEUHH, Ha
npumep DSRED, koju umajy Behy penatuBHy jauuHy (uiyopecleHIHje y OJHOCY Ha
eGFP (http://www.microscopyu.com/articles/livecellimaging/fpintro.html). DsRED je
GiryopeciieHTHH TPOTEWH W30JI0BaH W3 Kopaiga Discosoma striata. OBaj mapkep, 3a
pasnuky o GFP-a, uma TeTpamepHy CTPYKTYpY, XpoModopy Koja Cropuje cazpeBa U
MMa TEeHJACHIHjy Aa (GOopMHpa IPOTEHHCKE arperare, ITO OTEXaBa HEroBy NMPHUMEHY Y
eKCIIepUMEHTHMA TeHCKUX (y3HWja, ajJu HEe M Kao pernoprepa eKCIpecHje TpaHCTeHa.

HoBuje Bapujante oBOr mMapkepa npeBasuia3e OBe MpodiieMe, alh UMajy U CMambCeHHU
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unTeHsureT gayopecuenuuje. Kox npumene DsSRED-a y OMbHUM TKMBHMa, 3HAYajHO je
MambH 1podiieM ayTodiyopeciieHyje oOusbHor TKUBa y ogHocy Ha eGFP (Wenck u cap.,
2003).

1.4.3 YrumaBamwe rena PHK unrtepdepenuom

Yrumasame rena (exr. gene silencing) mpexo RNAI je ¢deHOMEeH NpHpOIHO
npucyTaH y OusbkaMa M Ipyr'uM OpraHu3MuMa, Ka0 MEXaHHW3aM 3a CIIPEeYaBarbe BUPATHE
uH(peKIMje, yKIambame adepaHTHUX TPAHCKpHUIATa U Perylalnujy reHCKe eKCIpecHje.
Otkpuhe neTabHUX MEXaHHW3aMa KOJU YYECTBY]Y Yy YTHILIABamy, OMOI'YhHIIO je HeroBo
kopuithewe y cBpXy (QYHKIHMOHAIHE aHAIM3€ T€éHa U OMOTEXHOJIOIIKO yHanpehuBame
KopucHux Bpcta (Jagtap u cap., 2011). I'enu ce Mmory yTHilaBaTi Ha TPAHCKPUIIIIHOHOM
(enr. transcriptional gene silencing, TGS) win Ha MOCTTPAHCKPHUITIIAOHOM HUBOY (CHT.
posttranscriptional gene silencing, PTGS) (Kabir u cap., 2008). YtumaBame reia Ha
HNOCTTPAHCKPHUIIIIMOHOM HHMBOY MOXE C€ BPIIMTH y3 MOMOh antisense jemHoiaH4yaHe
PHK koja ce cnapyje ca IU/baHOM CEKBEHLIOM U CHpPEYaBa HEHY TPaHCIaLujy, WIN
nonanyane PHK, koja caapku cekBeHIly reHa y SENse u antisense opwujeHTaluju.
Mexanuzam koju ykJbydyje nojandane PHK (dSRNA) ce osmauaBa kao PHK
unrepdepenia (RNAI) u 3HaTHO je epUKACHUjH Y YTHIIABalky I'eHa HEro MPHCYCTBO
jennonanvanux PHK, na je camo Hekonmko Moiekyina 1o henuju 10BOJbHO /12 M3a30Be
cHaxxaH edekat cMmamema ekcrpecuje (Kusaba, 2004). RNAI moBoau 10 yTHIaBama
reHa Kako Ha MOCTTPAHCKPUIIIMOHOM HHUBOY, Be3uBambeM 3a MRNA mrTo cnpeuaBa
TpaHCaluUjy U UHAYKY]je erpajianyjy, ajld U Ha TPAaHCKPUIILIHOHOM HUBOY, IIpOMEHama
Ha JIHK monekyny - Mmetunanujom u konaensauujoM (Simonovic, 2011). 3a pa3nuky ox
KJIACUYHOT MPHUCTyNa aHau3Mu (PyHKIIMje reHa - JoOujaka MyTaHTHUX JIMHU]ja OuJbaka
3a onpehenn ren, RNAI mpuctyn mnpyxa jeqHOCTaBHHjy, OpXy U jepTUHH]jY
QITEpHATHBY 3a J00Wjale MYTaHTHUX (DeHOTHIOBa, O€3 MPOMEHE CEKBEHIE TIeHa
(Small, 2007). TIpemmoctu xopuithemsa RNAI 3a oapehuBame ¢yHKIHje TeHa
00yxBarajy BHCOKY CHEIU(UIHOCT MpeMa KeJHbEHO] CEKBEHIU, JOMUHAHTaH (DEHOTHIT
6e3 003upa Ha Opoj KoIuja reHa y reHoMy, J00Mjame JIMHUja ca Pa3IuYUTUM HUBOOM
yTUlIaBawka IeHa, To oMmoryhaBa mpoydaBame I'eHa 4dja MOTIyHA HMHAKTUBAIHMja
JIOBOJIM 10 JIETAJIHOCTU WM JIPACTUYHUX IUICJOTPONHMX e(eKaTa, yTUIIABAKE CPOJHUX

reHa UCTOBPEMEHO 0a3upameM KOHCTpYKaTa Ha KOH3EpBHUPAHUM JEJIOBUMA CEKBEHIIE U
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MOTryhHOCT mpoyuaBama yTHIIaBama I'eHa 3a ci1aduje UCTpaXKeHe BPCTe, KOJ KOjuX He

nocroje kosekuuje myranara (Small, 2007; Ossowski u cap., 2008).

JBonanyanu monekynu PHK koju ce uHTpoaykyjy y OuibKy, Hajuemhe ce
cacToje M3 MOTIYHO KOMIUIEMEHTAPHUX MHBEP3HUX CeKBeHIM Ayrux usmehy 300 u 700
HYKJICOTHIa Y HU3Y pa3aBojenux mersboM (Preuss u Pikaard, 2003), ma mo 3ay3umMarmy
npaBuiiHe KoHPopMmatmje nojacehajy Ha o0nuk ykocHuue (eHr. hairpin, hpRNA). ITerssa

MOJKE OUTH HaCyMHW4YHa CCKBCHIIA WKW MHTPOH HEKOI' I'CHA.

Ocum nyxux hpRNA monekyna, yrumaBame reHa je moryhe nocruhu u
kopumrhemem Beoma kpatkux PHK cexBennu (Hajuenthe myxune 21 HyKJI€OTHH), KOje
ce HasuBajy mukpo PHK (mMiRNA). OBe cekBeHlle MOry HacTajaTd IPHPOJIHO,
TPAHCKPHITIIAJOM OWBHUX TEHA, WM OWTH yOadeHe y OWIbKY TpaHchopMmarujom. Y
cnydajy npupoaaux MIRNA, mpumapuu Tpanckpunt rena (pre-miRNA) ce ckpahyje u
obpabhyje na 3ay3me cienupuUHy CTPYKTYPY YKOCHHUIIE Ca HCIyMUEHUMa - HECIApEHUM
HYKJICOTHIMMA Y JBOJIAHYAHOM [IENly, JIOK C€ Y CIIy4ajy CHHTETHYKHX KOHCTpyKara
(enr. artificial micro RNA, amiRNA), oBM HYyKICOTHIU HHTPOIYKY]Y HPUIHKOM
KOHCTPYKILIMj€ TpaHCTreHa Koju he OuTtH excnipumupal y OusbHOj] henuju. 3a pa3nuky on
KHUBOTUCKUX, OnsbHe MIRNA cy BeoMa cMYHE [HJBHOj CEKBEHIH, Ca MAKCUMAIIHO 5
pasnmuuuTHX Hykieotuga (Schwab u cap., 2006), ma cy BeoMa creiupudHe ¥ PETKO

yTUILABaj]y JIpyre reHe.

Mexanuszam oOpaze NpupoAHUX U cuHTeTHUkuX nBosnaHyaHux PHK je cnmuan
(Kusaba, 2004). dyxu monekymu ce ckpahyjy Ha JBollaH4YaHe CekBeHie ayre 21
nykieorun (enr. small interfering RNA, siRNA) y3 nomoh DICER-like rpyne eH3uma ca
RNA-300M akTtuBHOIINY, M0K ciuyaH eH3uM obOpalhyje MIRNA ykiamameM MET/bH Te
Hactaje MIRNA-mMiRNA* nymnekc (ciuka 9). On myxux hpRNA monekyna Hactaje
Benuku Opoj SIRNA pa3HOBpPCHE CEKBEHIIE, [a OHE MHHUIUPAjy ACTPajaiujy UbaHOT
TpaHnckpunrta Ha Buire mecta (OSSOwski u cap., 2008), aau Cy UCTOBPEMEHO M H3BOP
NOTEHIMjaTHUX Hecneun(puyHux edekaTa - yTUIIaBame IPYIUx, HenpeaABU)eHUX reHa.
On miRNA Hacraje camo jenna crienduyna cekBenua - MIRNA-MiRNA* nymekc, koja
o crmapuBamy ca nubanoM MRNA, moBoaM 10 ceuema CEeKBEHIIE Ha MPEABUIBUBOM
mecty. Antisense neo SIRNA ayrutekca, omnocrHo MIRNA neo mmkpo PHK (Bomehwu

nanan), Besyje ce nabe 3a RISC kommiekc (enr. RNA-induced silencing complex), a
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3atuM crnapyje ca komremenrapaom MRNA, mto goBoau a0 nerpaganuje gare MRNA

Y yTHUILIAaBamkha I'eHA.

HHUTOILIA3MA

miRNA ren

",%wa :

lam iRNA KOHCTPYKT

| (Tpancren) 3

I A NN ..
| hpRNA KOHCTPYKT

\ (TpaHcren) J

—_—— AAAAMIRNA*

anA mRNA
—— ™,
N ] 14 ‘- AAAA
S —
—
Aerpaganmja mRNA pelnpecHja TpaHcaanuje

Cmuka 9. Illema mojennocraBibeHor Mexanumsma RNAI mpema Simonovié (2011),
MOAM(HUKOBaHA Y3 CarjacHOCT ayrtopa. [loCTTpaHCKPUIIIMOHATIHO YTHIABamkbe TI'eHa
3amnounbe HactaHkoM OSRNA (aBomanuanux PHK) on aGepanthux jemanonandanux PHK
nejcrBom PHK-3aBuche PHK mnomumepaze (RARP) (1), tpanckpumimjom pre-miRNA
(mpumapuu Tpanckpunt Mukpo PHK rena) ca OmsbHMX TeHa (2), WM MHTPOIYKIH]OM
cunrernakux hpRNA (hairpin RNA) u amiRNA (Bemraukux mukpo PHK) koHcTpykara (3).
Cge oBe dopme ce odpal)yjy DICER ensumuma (4), rae ox ayxux dSRNA Hacraje Buiie
kpatkux SIRNA (small interfering RNA) (5), mok om miRNA (muxpo PHK) nacraje camo
jeman MIRNA-mMIRNA* nynnekc (6). Jenan nanan 6usa uarerpucan y RISC kommuieke, koju
ce 3atuM Besyje 3a mubHy MRNA, mTo ko Ousbaka JOBOMW JI0 E-EHE PA3TPATHE U, Y
cimy4ajy Hekux MIRNA, nHXuOuIMje TpaHcnanyje.

KoHCTpyKTH KOju eKCIIpUMHpajy OBE CEKBEHIle ce MOory ybauutu y henmjy
Ousbke arpomH(UATpanyjoMm, ITO omoryhaBa KparkoTpajHo mnpaheme edekara
yrumaBama rera (Watson u cap., 2005), moHekaq JOBOJGHO J1a C€ YTBPIOHM HHETOBa
¢yHknuja. OBa TeXHUKA je KOpPUCHA 3a TECTHpPAmE KOHCTpyKaTa M CEKBEHIH KoOje
YCIEIIHO CMamYyjy eKCIpecujy TeHa, Ipe Hero IITO C€ MPUCTYNHU CTAOUIIHO]

tpanchopmarmju (Schdéb u cap., 1997). Kaga je nmorpeOHO mpoyuaBaTH AYroTpajHE
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epexTe yTumaBama Ha (EHOTUN OWJbKe, KOHCTPYKTH C€ YBOJE CTaOMIIHOM
TpaHchopManmjom, a KopumhemeM jakor KOHCTUTYTUBHOT MPOMOTOpA 33 €KCIIPECH]Y
TpaHcrena, moryhe je mocruhu Beoma umspaken knockdown edekar Ha ekcrpecujy
mbaHor reHa. KopumrhembeM TKHBHO CHEIM(PHYHOT WM WHIYIUOWIHOT MPOMOTOpA,
silencing edekre je moryhe J0KaaM30BaTH NPOCTOPHO M BPEMEHCKH, INTO Jaje
duiiekcnbmMIaH MOJICN 3a MpoydaBame ekcrpecuje u pynkuuje rera (Small, 2007). RNAI
NoKa3yje MOTEHIIMjall U 'y MeTaOOJIMYKOM MHKECHEPCTBY CEKYHIAPHUX METa0O0IUTa, I/Ie
je, yTHIIAaBamkeM jemHOr Jena myra, mMoryhe mpeycmeputu OumocuHTe3y Kka Behoj

NPOIYKIIHjH jeNbEha ca KOPUCHUM cBojcTBUMa (Mansoor u cap., 2006).

Tpanchopmanmja 6usbaka BemradkuM MIRNA KOHCTpyKTHMa CBe BHIIE 100HUja
Ha TOmyJIapHOCTH, Yy omHocy Ha ayre hpRNA koHCTpykTe, 3a KOje je IMOKa3aHO Ja
HOHEKa/ M3a3UBajy yTUIIABamke HenpeaBul)eHnX reHa u mmpeme epekra Silencing-a na
npyre rede (Schwab wu cap., 2006; Small, 2007). A4miRNA cy ce mokasaie Kao
HajyCIeNIHUje Y yTUIlaBakby OMJPHHX T'€Ha KaJa UMHUTHUPAJy CHEHUPUUYHY CTPYKTYpPY
npupogaux mukpo PHK. To moapazymeBa HoTIyHy KOMIUIEMEHTapHOCT IMJbAHO]
CEKBEHILIM Ha mo3unujama 2-12, ypuauH u ageHuH Ha nosuuyjama 1 u 10, paszmuky y
CEKBEHIIM Sense u antisense ymania Ha 5'-kpajy paau 00Jbe CEJICKTHBHOCTH JlaHala u |
10 3 missmatch-a npema uIBHO]j CEKBEHIIM Ha 3' Kpajy, IITO cMamyje mupeme Silencing
curHana Ha gapyre rene (Schwab wu cap., 2006). 3aapkaBame OBHUX BaXKHUX
KapakTepuctuka omoryheno je cuutesom amiRNA ca mocrojeher mpekypcopa -
npupoane MiRNA Arabidopsis-a, rae ce cexBeHIa koja oapelyje cnenndpuynoct npema
TPAaHCKPUITY 3amemyje cepujoM npekianajyhux PCR peakiuja, 1ok octaTak ceKBeHIE
KOjU HOCH CTPYKTypHe crieruduunocta ocraje uctu (Schwab u cap., 2006). Jlo cana,
OBHM TIPUCTYIIOM YCIIEIIHO ¢y KoHcTpyrcaHe amiRNA 3a yTuiaBambe HEKOJIUKO I'eHa
Arabidopsis-a, mapanajza u ayBana (Ossowski u cap., 2008). ¥V ognocy Ha hpRNA
koHcTpykTe, aMIRNA omoryhaBajy 60sby KOHTPOITY HaJl [IMJbaHUM YTHIIIABAHEM I'CHA -
0/1a0MpOM BHCOKO crlelu(UYHNX CEKBEHIM KOje YTHUIIaBajy caMoO jellaH TI'eH, WIH
XOMOJIOTUX CEKBEHIM Koje omoryhaBajy yrumaBame pamunnje rena (Ossowski u cap.,
2008). byayhu na je y nutamy KpaTka CEKBEHIIa, IpeTparoM y 6aszama TpaHCKpUIITOMA
u EST cexBenmm, moryhe je mpenBumeTd wiu m30ehw ca BHUCOKOM cCHTypHOIIhy
Hecrienuuune edexre. OBakBa BpcTa cnenu(pUUHOCTH BepoBaTHO omoryhaBa u

0JIBOjEHO YTHILIABAaHkhE PA3IMYUTUX ajejla FeHa WK CIUIAjCHHT BapHjaHTH.
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2.11nJb PAJTA

OCHOBHU IIMJbEBU HCTPAXKUBAbA JOKTOPCKE TUCEPTALH]E CY:

— Tenernuka tpancopmanuja nukopuje y3 momoh A. rhizogenes; ycrocraBibarmbe

hairy root kyntypa u pereHepaiiija TpaHCTCHUX OHJbaKa.

— HcnutuBame yrunaja QuopaiHe TpaH3WIHje Ha aKyMyJaldjy TBajaHONHIA Y
pPa3IUYUTAM  OpraHuMa  TpaHC(HOpPMHUCAHHX M  HeTpaHCHOPMHCAHHX

pereHepasara.

— HWcnutuBame yrtuiaja ekcrnpecuje Rol rema nHa akymynanujy raajaHoinaa y

pa3IMIUuTUM OpraHuMa perecHepaHara.

— IIpaheme excrpecuje GAS long, GAS short u GAO rena y3 mnomoh

IPOMOTOPCKUX (hy3Hja ca pernopTep reHoM.

— Hcnurusame ynore GAS long u GAS short rena kpo3 muxoBo yruiiaBame PHK

UHTEp(EpEHIIOM.
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3. MATEPUJAJ M METO/IE

3.1 BbusbHM MaTepujaj, ycnocTtaB/bame IN Vitro kyarype u
YCJIOBH rajema Onsbaka

3a cBe ekcrepuMeHTe TpaHchopMmalmje in Vitro, kopuirheHa je HUKOpHja
(Cichorium intybus L. Bapujerer Blue). Cemena mukopuje cy HabaBbeHa 01 Samen
Mauser, Winterthur, IlIBajuapcka. 3a eKCIIepUMEHT arporuH(puITpaImje, Kopuirhena je
3enena canara (Lactuca sativa L. cv. Olof). Cemena cy nobujena ca Onespema Plant

Breeding PRI nentpa Yuusepsutera y Wageningen-y.

CemeHa IMKOpHje Cy TOBPIIMHCKH cTepuincada pactBopoM 20% (V/V)
BapukuHe (0,8% akTHBHOT XJOpa) y Tpajamby O] JeceT MUHYTa, a 3aTHUM HCIpaHa
CTCpUITHOM JISCTHJIOBAHOM BOJIOM TeT myTa. CTepuircaHa ceMeHa Cy MCKIIMjaBaHa Ha
yBpctoM MS 6Gazamnom meaujymy (Murashige u Skoog, 1962), Ge3 caxapose a ca
nonatkoMm 0,6% arapa. Knujanuu cy npebauenu na MS mommory ca 2% caxapo3om u
rajeHu 0 noTmyHor ¢popmupama ousbke. CBe Ousbke, ykibyuyjyhu u Tpanchopmucane,
rajere cy Ha MS momnosu y mpucyctBy 2% caxapose, y ycioBuma jayror gaxa (16 h
ceeria / 8 h mpaka), Ha TemrnepaTypu o 25 + 2 °C, penaTHBHO] BIaKHOCTH Bazayxa 60

- 70% u paykcy dortona ox 32 umol m? s Ha HUBOY KYJITYpa.

3a mpoBepy (YHKIMOHATHOCTH KOHCTpyKaTa arpoMHGWITPALHjoM, CceMeHa
cajaTe Cy IMoOcejaHa y IUIaCTUYHE CAaKCHje€ HCIyHEHE 3€MJbOM, MPEKpUBEHA TaHKUM
CJI0jeM IecKa, a 3aTUM 3alluBeHa BoJoM. [Ipokiujasie Ousbke Cy paciie y CTakJIEHUKY, y
o
yCIIOBHMA JIYTOT JIaHa, MpH Temneparypu ox 25 + 2 °C.

3.2 Bakrepujcke KyJType M YCJI0BH rajema 0akrepuja

VY oBOM pamy Cy 3a KOHCTPYKLIMJy BEKTOpa W 3a TpaHchopmanujy Ousbaka

kopuihenu pasnuuutu cojeu E. coli, A. rhizogenes u A. tumefaciens (tabemna 2).

Hekonuko XxpaH/pUBUX MOJjI0Ta j€ KOpUITheHo 3a rajeme OakTepuja:
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— LB mommora je xopumihena 3a rajeme cBux cojeBa E. coli u A. tumefaciens, a
cagpxana je 10 g1 NaCl, 10 g-I™* tpunrrona, 5 g™ excrpaxra kBacua, u 1,5%

arapa,

— YEB nomora je kopumihena 3a rajeme cBux cojeBa A. rhizogenes, a cacrojana ce
on 5 g roseher excrpakra, 1 g-I* excrpakra xBacua, 5 g1 nerrrona, 5 g-I?

caxapose, 0,5 g-l'1 MgSQO,4-7H,0, u 1,5% arapa,

— SOC, noauora 3a pereHepaiiyjy 0akrepuja nocie Tpanchopmaliyje, caapxaia je
20 g-l'1 TPHIITOHA, 5 g-I'l excTpakra kBacua, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgCl,, 10 mM MgSQO4-7H,0 u 20 mM riyko3y.

— Teune LB u YEB noxnore 6une cy ucror cactaBa Kao W 4YBpCTE MOIJIOTE, alu

6e3 nonaTka arapa. Tedne KyaType cy myhkane Ha mejkepy ca 250 rpm.

3a TpaHcdopmalrjy HUKOpHUje U ycrocTaBibame hairy-root kynrypa xopuinheHu
cy cojeBu A. rhizogenes MSU440 u AAM70GUS. MSU440 coj campxu Wt (enr. wild-
type, muesbn Tum) PRIA4 mmasmun (Limpens u cap., 2004), noxk A4AM70GUS nocenyje
PRiIA4 mnasmun ca GUS (B-raykypoHnaasza) KaceToM HHTErpucaHoM y 7| PeruoH,
usmelyy RolC u RolID rena (Tepfer u Casse-Delbart, 1987). GUS kacera uma UidA reH,
KOju je KoHTpoymcaH ayrumM 35SCaMV npomoropom, u 3aBpiraBa ce NOS (HOMMATUH
CHHTAa3a) CUTHAJIOM 3a MOJMaJIeHUIannjy. 3a arpouHQUATpanujy canaTe KopuiuheH je
coj A. tumefaciens C58C1 (Valvekens u cap., 1988; Wroblewski u cap., 2005). V oBe
COjeBE€ Cy €JIeKTporopamnujoM yOauyeHW TOTOBM OWHApHU KOHCTPYKTH. Pamam
YMHOXaBama M CENIEKIMje MPaBUIIHO KJIOHHPAHUX BEKTOpa, KOpHUIINEH je CTaHAapIHH
naboparopujcku coj E. coli XL-1 Blue (Stratagene, La Jolla, CA, CAJ). Ilpa3uu
Gateway Bektopu cy ymHoxaBanu y E. coli DB3.1 cojy. [letassm o mpupoau

0aKTepHjCKUX COjeBa U YCIIOBUMA rajema Cy JAaT y Tabenu 2.

butHu G6akTepujCKM COjeBH UyBaHH Cy Y BUAY Inuuepona mrToka. OBU MITOKOBU
cy HanpaBibeHu MemameM 300 u/ 80% crepunHor rimunepona ca 700 u/ Teune
npekoHohHe KynType OakTepuja. MeriaBuHa je BOPTEKCOBaHA, 3aMp3HYTa Yy TEYHOM

a3oTy u uyBaHa Ha -80 °C no xopunihema.
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Tabemna 2: Kopumhenu cojeBu OakTeprja U YCIOBH 3a HBHXOBO Tajeme. Mare BeKTopa
KopultheHUX y KJIOHUPAY Cy MpHKa3aHe y rmoriassbuma 3.9.2 n 3.12.1.

KOHCTPYKT
GaKrenmi WU xopumhenu T°C
puja no/II0ra HaMeHa
NPUPOAAH AHTHOHOTHK
IJ1A3MHJL
A. rhizogenes - TpaHcdopMaryja
MSUL40 PRIA4 LB ' 2 TR
IS pmaious  ves Ml g wwlopuauis
A. tumefaciens pudammums 34 arpouHpUITPaI]ja
C58C1 pGSFR1161 LB mg-I 28 canate
. miniF YMHOXaBambe
E. coli DB3.1 plasmid LB i 37 Gateway BexTopa
E.coliDB3.1 pDONR207 LB o S Gate]‘;"eifoi"‘mp
ooioess ZENCW g cemmomn g Gl e
Gateway
. 242 pKGW- CIIEKTHHOMUITUH o
E. coliDB3.1 RR -MGW LB 100 mg-I" 37 O;I:E;I;C;f;f(gz’
i
. 365 pENTR Gateway,
E-coli XLl hn1r 355 LB kamaMiiitit 100 07 pepexcrpecnja, 355
EIE MCS s MIPOMOTOP
. 373 pENTR Gateway,
E. Cé)lllljé(l'l p2rp3 MCS LB KaHahr/Inm_IIP.IP 100 37 oBepekcrpecuja, 35S
Stop-Term g TEPMUHATOP
E. coli XL1 amruaH 100 BEKTOp 32 CHHTE3Y
RS300 LB - 37 .
Blue P mg-1™ amiRNA
E. Cé)lllIJ;(Ll DSRED+ LB CHe;Sg?gFHHH 37 KOHTp(;JeIIIgIOIE)SRED
E. Cé)llllﬂ)a(Ll GEP+ LB KaHal\r/InI/IgL.III/_IlH 100 37 KOHTE;J(T;/IPGFP
E. coli XL1 BIN LB kaHamuuH 100 37 KOHTPOJIHU TIpa3aH
Blue P mg-1™ BEKTOD

Csu cojeBu O6aktepuja (ocum A4M70GUS) u BekTopu KOpUITNEHN Y KIIOHHPAKY

u TpaHcpopmanujama nobOujenn cy wu3 JlaGoparopuje 3a ¢usnonorujy Oubaka,

JlaGopatopuje 3a MojekyiapHy Ouonorujy u Onesbewma 3a Ouonayke PRI mentpa

Wageningen Yuusepsutera, Xomauauja. AAM70GUS coj je mobujer ca Opesbema 3a

¢uznonorujy ousbaka MHctuTyTa 3a 6Mosoika uctpaxupamwa "Cunuma CrankoBuh".

Kourpoauu Bektop DSRED+ no6wujen je ox Dr. René Geurts, Jlabopatopuje 3a

MoJIeKyaapHy Ouosormjy Wageningen VYuusepsurerta.

Bekrop je Oasupan Ha
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pK7GWIWG2_II-RedRoot (http://gateway.psb.ugent.be/vector/show/pK7GWIWG2_I1-
RedRoot/search/index/), 6urapHOM BeKTOpY KOjH je MOAM(DHUKOBAH MCELAheM KaceTe 3a
yTHIIaBamke reHa, Te caapku DsRED Mapkep mox KOHTPOJIOM YOMKBUTHHCKOT

npomotopa Arabidopsis-a.

Kontpomnu Bexktopu GFP+ wu pBIN, nobujenn cy w3 JlabopaTtopuje 3a
¢dusnonorujy ousbaka \Wageningen Yuusepsutera. Bekrop GFP+ ce 6asupa na pBIN
(Impact) Bekropy, a GFP mapkep je mox koutpoiom 35S mpomotopa (Ting u cap.,
2013).

3.3 JTHK cexBeHIe HUKOpHU]e

HenoBu reHoma nukopuje, cmemrenn kao JJHK cexksenne y BAC (bacterial
artificial chromosome), mobujeru cy on Opebema 3a Ouonayke PRI 1entpa
Vuusepsutera y Wageningen-y. BAC 0Oubnuorexke HHUKOpHje Cy MPETXOIHO
koHcTpyucane (Gonthier u cap., 2010), a PRI nabopaTtopwuja je ypaauia CEKBEHIHPAhE
JTHK cwmemurene y pIndigoBAC-5 Bekropuma, u yTBpauia npucycTBo u nosuimjy GAS

u P450 rena y muma.

Ceksenile MRNA GAS rena u3070BaHUX W3 LUKOpHje, KopuiiheHe 3a IU3ajH
amiRNA koHctpykata, mpucytHe cy y GenBank 6asum cexBenunm kao CiGASlo
(AF497999) u CiGASsh (AF498000).

3.4 N3oaanuja mnasmuane [JHK u3 6akrepuja - mini prep

[Tnasmunna IHK Oakrepuja uzonosana je momohy QIAprep Spin Miniprep Kit
xkomruieta (#27106, Qiagen, Hilden, Hemauka) mo ymyrcTBy nmpousBohada. bakrepujcka
KyaTypa je wuHOKymupaHa y 5 ml rteunor LB wmemujyma ca oaroBapajyhum
aHTHUOMOTUKOM, U TajeHa MpeKo HohM Ha miejkepy Ha Temmeparypu on 28 wium 37 °C,
3aBUCHO 011 coja Oakrepuja. [IpexoHohHa kyntypa je neHTpudyrupaHa 7 MHHyTa Ha
10000 rpm y crepunauM Mukpotybama ox 2 ml, TedHocT je ombaveHa a MEPIUITUTAT
henmmja pecycniennoBan y 250 ul nmydepa P1 (ca nomatom pubonykieazom A). Hakon
MOTIYHE pecycrieH3uje, y3opuuma je momato 250 ul mydepa P2 (pactBop 3a nusy

henuja) m TeYHOCTH Cy HM3MeEIIaHE OKpeTameM Tyba Hekonuko myra. Peakmuja je
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npekunyta goaatkom 350 u/ mydepa 3a neyrpanuzanujy (N3) 1 TeMeJbHUM MelambeM
OKpeTameM Tyba BHIle IyTa. Y30pIH Cy 3aTuM neHTpudyrupanu 10 munyra Ha 13000
rpom. CymnepHaTanT je TmipebaueH Yy KOJIOHE 3a IeHTpudyrupame, Koje Cy
nentpudpyrupane 30 S. Teunoct je ombauena, a JIHK Besana Ha konoHM wHcmpaHa
nonaBambeM 0,5 ml mydepa PB u uenrpudyrupamem 30 S. Teunoct je ondadeHa, a
npasHa KoJjoHa HeHTpudyrupana jomr 30 S paau MOTIYHOT yKiIamama mydepa. Konona
je mpebauena y HoBy MEKpoTyOy ox 1,5 ml, a JIHK enyupana momatkom 50 ul mydepa
3a enynujy (EB) u nentpudyrupamem 1 munyr. Konuenrtpanuja (ng-,ul'l) u uyucroha
mwiasmugae JJHK oxpehene cy cmekrpodoromerpujcku y3 momoh NanoDrop 1000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, CAJl). Y3opuu cy udyBanu Ha -20 °C no

Kopunihema.

3.5 N3oaanuja renomcke JJHK 6nmaka mini-prep CTAB
MeTO/I0M

I'enomcka JIHK Owuspaka wusosnoBana je moaudukoBaHom CTAB wmetomom
(Haymes, 1996). 3a u3onanujy je kopuiheHa Maia KojauuuHa OusbHOT MaTepujaia (10
10 40 mg), OIHOCHO jeJaH JIMCT Miajie OWJbKE, KOJU j€ MPETXOAHO Y30pKOBaH y
IIIACTHYHO] MUKpOTYOu ox 1,5 ml u 3aMp3HyT y TeuHoMm azory. 3aneheHo TKHBO je
XOMOTEHH30BaHO pacxjal)eHUM TUIACTUYHUM TYYKOM, a motoMm je nomaro 400 ul
uzonaronor mydepa (100 mM Tris-HCI, pH 8, 20 mM Na-EDTA, 1,4 M NaCl, 1%
(W/V) mOMUBHHUITUPOIUIOH, 2% (W/V) tieTuaTpuMeTriaMonujym-6pomu u 0,1% (V/v)
S-MepKanToeTaHoI) ¥ XOMOTeHM3alllja je HacTaBJbeHa JOIl 5 S, HAKOH 4Yera cy y30pLu
BopTekcoBanu 10 S, ma nakyoupann 60 munyTta y BomeHoM Kynatuiny Ha 60 °C. Hakon
WHKyOaruje, cBakoM y30pky je momato mo 400 u/ pactBopa xia0podhopM-H30aMILT
ankoxon (24:1 v/v), y3opuu cy BoprekcoBanu 30 S, HEHTpUPYTHpaHU 5 MHUHYTa Ha
15000 g, a 3atum je ropma, BojeHa dasa (250-300 pl) cakor y3opka npebaveHa y HOBU
cer crepunHux Mukpory6a. Ilepumnuranmja JIHK wu3 pacrtBopa mnocturayra je
nonaBameM 600 Ul oxmalheHor amconyTHOr etaHoia, U xyalemeM y3opaka 30 MUHYTa
Ha -20 °C. Y3opuu cy 3atum uentpudyrupanu 10 munyra Ha 15000 ¢, npu 4 °C.
CynepnHaranT je ombaueH, a JIHK rtanor mcnpan ca 100 pl 70% eranona. Hakon
Kpatkor IneHtpudyrupama (30 S), eTaHON je YKIOHEH, a NEPHUIUTAT OCYIICH Y

JIAMUHAPY O] CTPYjOM CTEPUIIHOT Baszayxa u pactBoper y 30 pl crepuinne Boze (Boma
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3a umekiyje, ['anennka AJl, beorpan, Cpbuja). Konramuaupajyha PHK yknomena je
nonasameM 1 pl (10 Uul™) puGonykiease A (RNase A, #EN0531, Fermentas, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, CAT) na 100 pl y3opka u unkybarmmjom Ha 37 °C
ToKOM cat BpemeHa. KBanuter uzonosane JJHK nposepen je enekrpodopezom Ha 1%
arapo3HuM TrenoBmma, a koHmneHtpamuja JIHK y cBakoMm y3opky oxapehena je
ciekrpodoromerpujcku (cnekrpodoromerap: Agilent 8453, Agilent Technologies,
Waldbronn, Hemauka), paszomaxuBamem 1:100 y 10 mM Tris-HCI nydepy, pH 7,5.
Ksanurer JIHK notBphen je u Ha ocHOBY onHoca arncopOaniu (A) yzopaka Ha 260 u
280 nm, raoe Ccy NpHUXBaT/bUBE BPETHOCTH OAHOCA Ajggopgo Owre 1,8 - 2,1

Konnenrpanuja JIHK onpehena je Ha ocHOBY ancopOaniie Ha 260 nm, mpema GpopMyIu:
JIHK xonnenrpauuja [ug-ml™*] = Az - 50 - 100 (dpaxTop pastiraxkesa)

MOWITO CpPeAbH EKCTUHKIMOHU KoeduuujeHt 3a nBomanHdany JIHK wusnocm 0,020
(ug/ml*-cm™ (Sambrook u Green, 2012). JHK ysopuu cy uyBanu Ha -20 °C 10

Kopunihema.

3.6 HN3onanuja PHK 0mbaka

PHK wu3 Ousbaka m30Ji0BaHa j€ HajIpe TPHU30JIOM, a KacHHUje je yTBpheHo na je
CTAB wmeron moroanuju. CBe wu3onauuje cy H3BOheHE Yy CTEpWIIHMM YCIOBHMA.
Kopumrhene cy RNase-free mukpoty0e n HacraBim. /lejoHn3oBaHa Boja KopuuiheHa 3a
npUIpeMy CBUX pactBopa tperupana je 0,05% (v/V) muernnmupoxapoonarom (DEPC),
UpEBEp3UOMIHUM HWHXUOUTOpOM puOOHYKJIea3a. ABaHM, TYYKOBM M Kaauna 3a
enektpodopesy cy tperupanu 30 muHyTta ca 3% BOJOHUK IEPOKCHUAOM. ABaHH,

TYYKOBH U CBH pacTBOpHU ceM (heHoma cy ayTokiaBupanu Ha 114 °C tokom 25 MunyTa.

busbHu MaTepujal je XOMOT€HH30BaH Y TEUHOM a30Ty MoMohy aBaHa U Tyd4Ka, a

3aTHM j€ 10JaBaH eKCTPAKIUOHU ITydep.

Ksamurer nobujene PHK mposepen je enexrpodopesom Ha 1,5% arapo3zHum
rejoBuMa, a TOTBpaa kBaimuTeta U KoHneHtpamuja PHK  oapehena je
crekTpodoTOMETpHUjCKH, Tocie pa3dnaxkema 1:100 y 10 mM Tris-HCI nydepy, pH 7,5.

Kgamurer PHK je onpehen Ha ocHOBY ofHOCa arcopOaniu y3opaka Ha 260 u 280 nm,
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IJIe Cy MPUXBAT/BUBE BPEIHOCTH OJHOCA Ajgogo Omie 1,8 - 2,1. Konmentpanuja PHK

onpehena je Ha ocHOBY arcopOaniie Ha 260 Nm, pema hopmyIu:
PHK konuentpaumja [ug-ml™] = Az - 40 - 100 (paxTop pasbnaxersa)

HOLITO CPEIbH EKCTUHKIMOHU KoeduuujeHT 3a jennonandany PHK wumsnocm 0,025
(ug/mlyt-cm™ (Sambrook u Green, 2012). PHK ysopuu cy uysaun Ha -80 °C 1o

Kopuihema.

3.6.1 H3zoaaummja PHK Tpu3ojom

PHK wu3 Ouspaka mukopuje M cajare je M30J0BaHA IO YIYTCTBY Mpom3Bohaua
TRIzol pearenca (Invitrogen, Carlsbad, CA, CAl). Tpu3on peareHc je MPUIPEMIBEH Y

nabopatopuju.

Ha cBakux 400 - 500 mg xomoreHu3oBaHOI OMJBHOI TKHBa jgoaato je 1 ml
tpuzona (0,8 M ryanuaun-tuonujanar, 0,4 M amonujym-tuounjanar, 0,1 M Hatpujym-
arierat, pH 5,0, 5% (v/v) rmunepon u 38% (v/v) denon exkBunubpucan y Tris-HCI
nypepy, pH 8, y DEPC TperupaHoj nejOHM30BaHO] BOJAM) M XOMOTCHH3aIMja je
HACTaBJbEHA JI0 OTamama. XOMOTE€HATH Cy npebaueHu y crepuiHe Mukporyoe (RNase-
free, Eppendorf, Hamburg, Hemauka), u nomato um je o 200 pl pacteopa xmopodopm-
u3oammi ankoxon (24:1, v/v). Y3opuwu cy BoprekcoBanu 20 S ¥ HHKyOMpaHU 3 MUHYyTa
Ha CcOOHOj TemmepaTypu, a 3aTtuMm ueHtpudpyrupanun 10 muryra Ha 12000 (@.
CymnepHaTaHT je mnpebaueH y HOBH CeT MHKpoTyba, W jgomato My je 250 pl
usonpomnanona u 250 pl pacrBopa 3a mepumnuranujy PHK (0,4 M NaCl, 0,8 M
Harpujym-turpar, 0,8 M HClI y DEPC Ttperupanoj Boau). Y3opuu cCy IMOTOM
BOopTekcoBaHu 5 S, mHKyOupanu 30 munyTa Ha -20 °C pagm nepuunuramuje PHK, a
3atuM 1eHTpudyrupann 10 muayra Ha 12000 g 1 4 °C. CynepHaraHT je YKIOHEH, a
neprunutar ucnpad ca 1 ml 75% eranona. Hakon 10 muHyTa neHTpudyrupama,
€TaHOJI je YKIOWEH a MEpLMIUTAT OCYLIEH Yy JIaMHHAapy IO CTPYjOM CTEpUIIHOT

Basayxa, a 3aTuM pactopeH y 30 Ul DEPC Boge.

40



3.6.2 Hzonaunmja PHK CTAB metoaom

PHK u3 nukopuje usonoBana je ynorpeoom CTAB mydepa (Gasic u cap., 2004).

Pearencu cy npunpeMibeHu y 1a00paTtopuju.

Ha cBakux 400 - 500 mg xomoreHu30BaHOT OMJBHOT TKHBa noaaro je 650 pl
exctpakuuonor mydepa (100 mM Tris-HCI, pH 8, 25 mM Na-EDTA, 2 M NaCl, 0,5 g/l
cnepmuauH, 2% (W/V) TOMUBUHHAMUPOIUAOH, 2% (W/V) HeTHATPUMETHIAMOHHU]yM-
OpoMUT) ¥ XOMOTCHH3AIIH]ja j€ HACTAaBJhCHA JI0 OTalama. XOMOICHATH Cy NpeOadcHn y
crepuine mukporyoe (RNase-free, Eppendorf), u momato um je mo 15 pl p-
MepKaIToeTaHoa. Y30pIiu ¢y BoprekcoBanu 20 S, a 3aTUM MHKyOUpaHu 15 muHyTa y
BojiecHOM kymnaTtuiny Ha 60 °C. Hakon mHky0aiuje, cBakoM y30pKy je goaato mo 650 ul
pactBopa xyopodopm-uzoamui aiakoxoi (24:1 v/v), ysopuu cy BoprekcoBanu 20 S,
nearpudyrupanu 10 munyra Ha 10000 g u 4 °C, a 3aTum je ropma, BogeHa ¢asza (600
pl) cBakor y3opka mpebadeHa y HOBU CeT MUKPOTyOa. Y3opima je aomato 1o 600 ul
pactBopa XJOpPOHOPM-M30aMUIJI ~ AIKOXOJ, W TIOHOBJBEHO j€ BOPTEKCOBAWKE W
neHTpudyrupame. Y HOBe MUKpoTyOe mpebaueno je 500 pl Bomene dase, kojoj je
nomaro 166 ul 7,5 M autujym-Xjopuaa, y3 MeEIIalke OKpPETameM. Y30pIH Cy
uHKyOupanu TokoM Hohu Ha 4 °C. Ilocie unky6anuje, y3opuu cy HeHTpudyrupanu 45
muHyTa Ha 12000 g u 4 °C, a cynepHaTaHT je og0adeH. Y30plLuMa je 3aTuM J10J1aTo 1o 1
ml 70% eranona paau ucnupama. [lociae nentpudyrupama ox 10 MuHyTa, €TaHOM je
VKJIOE-EH, a MePIUNUTAT ocyieH 5 muHyTta y namunapy. PHK je pactBopena y 100 ul/
DEPC Boge, a 3atum je momaro 10 u/ 3 M nHatpujym-anerata pH 55 i 275 ul 70%
eTaHoJa. Y30pIH Cy MPOMEIIaHN OKpeTameM U MHKyoupanu Ha -70 °C mpeko Hohu. 1o
WHKYyOalMju, MOHOBJBEHO je HeHTpudyrupame 45 mmayra Ha 12000 g m 4 °C, a
cynepHartaHt je ombadeH. [lepuumnurar je moHoBo uctpad 70% eTaHOIOM, U OCYIICH Y

namunapy. PHK je pactBopena y 30 u/ DEPC Boge.

3.7 TpermaH 1e30KcMPUOOHYKJI€A30M

Ocraun renomcke JIHK yxkimowmenn cy wu3 wm3omara PHK  tpermanom
ne3okcupudonykineazom [ (DNase |, #EN0521, Fermentas) mnpema ymyrcTBY

npousBohaua. CacraB peakimoHe CMeIIe je MpuKazaH y Tadenu 3.
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Hakon wnkybamnuje y PCR mamwmuu on 30 mmuyra Ha 37 °C, peakmnuje cy
npekunyte gogatkom 1 u/ 25 mM EDTA u nonatHoM mukyOarujom Ha 65 °C Tokom 10
muHyTa. Ha oBaj Hauun no6ujeno je 11 ul tperupane PHK mo y3opky, mro je game

KOpHUIThEeHO y peakiju peBep3HE TPAHCKPHIIIIH]E.

TaGena 3: CactaB peakiliOHEe CMEIIe 3a TPETMaH J€30KCHPHOOHYKIICa30M.

KOMIIOHEHTAa 3anpemuHa [ul]

PHK (1

(1 ug) 775
DEPC Bona
10x peakunonu mydep 1
DNAse I, 1 U- ul'* (#EN0521, Fermentas) 1
RiboLock™, 40 U- uI™* (#E00381,Fermentas) 0,25
YKYITHA 3alpeMuHa 10

3.8 PeBep3Ha TpaHcKkpunumuja

Cunre3a xomrementapHe JIHK (CDNA) wusBenena je momohy Fermentas
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit kommiera (#K1622, Fermentas) mo

yIyTcTBY npousBohaya. KomnoHeHTe peaklimoHe cMelle pukasaHe cy y Tadbenu 4.

Peakmuje cy unkyoupane y PCR mamuuu 60 munyra Ha 42 °C, a 3aycraBibeHe
uHkybammjom Ha 70 °C y Tpajamy on 5 MuHYTa, paau JAeaKTUBAIMje pEBEp3HE

TPaHCKPHUIITA3E.

Tabena 4: CacraB peakIioHe CMeIIIe 32 PEBEP3HY TPAHCKPHITIIN]Y.

KOMIIOHEHTA 3anpemuHa [ul]

PHK tpetupana nezokcupudonykieasom (1 ug) 11
onuro (dT);g mpajMep WM paHIOM XeKcaMep IpajMep 1
SX peakuoHu mydep 4
RiboLock™, 20 U- ul™* 1
10 mM dNTP 2
peBep3Ha TpaHckpuiTasa, 200 U- ult (RevertAid ™, L
M-MuLV)

YKyIIHa 3alpeMUHa 20
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3.9 PCR amnaudukanuje

PCR ammmudukanuja je kopumiheHa y pa3iduuTe CBpXe TOKOM €KCIepruMeHaTa.
CwMerie peareHca W IporpaMy amILTU(HUKAIH]Ee CYy Ce Pa3JIMKOBAIN y 3aBUCHOCTH OJI
eKCIIepUMEHTA, a MpajMepu KOpHIINeHn y peakiujama cy natu y tabenama 6, 11, 12, 15

u l16.

3.9.1 ¥YmuoxkaBame aeqoBa npomoropa Advantage PCR-om

3apang ymHOXKaBama JenoBa mnpomoropa cmemrtenux y BAC, a y cBpxy
KJIOHHMpama y Bektope, kopuiihen je Advantage PCR (#639206, Clontech, Mountain
View, CA, CAJl) kommier. OBaj kommutet caapxu TITANIUM Taq JIHK nonumepasy,
Monu(pukoBaHy nonumepasy ca nosehanom ocerspuBolihy u poOycHouihy, U Mame
KonmuuuHe proofreading mosmMepase 3a UCIPaBJbakEe EBEHTYAIHUX Tpeliaka TOKOM
amruindukanuje. 3axBabyjyhn oBum komnoHeHtama, Advantage xommier omoryhasa
BeOMa TPENH3HO YMHOXKaBame Beaukux ¢pparmenara JJHK, kao mro cy mpomoropu, ca
BHCOKHUM TIPUHOCOM M crerupuunonthy. CMela KOMIOHEHTH 3a peakIfjy caapxaina je
crangapaae komnonente Clontech mpotokoina (tabena 5), 6 ng BAC IHK u 0,5 uM
cneunduyHe mpajMepe ca HakayeHUM attB mectuma 3a pekomOuHanujy (tadena 6), y 50

ul peakuuje. [Iporpam ammnuduxanyje je nat y radenu 7.

Tabena 5. Cacras peakirione cumerre 3a Advantage PCR peakimjy.

KOMIIOHEHTA 3anpemuHa |ul]
BOJA 31
10x peakunonu mydep 5
10 mM dNTP 1
npajmep F (5 uM) 5
npajmep R (5 uM) 5
Advantage monmmepasa 1
BAC JIHK 2
YKYITHA 3aIpeMIHA 50
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Tabena 6. [Ipajmepu xopurthenn npu aMIoQHUKaIMjK aenoBa mpoMoropa. [Ipukazane cy
nyxuHe amriuiikona (bp). Temmneparypa xubpuausaipje 3a cBe mapose mnpajMepa Ouia je
57 °C. Ilpajmepu cy xopumheHH W 3a CEKBEHIMpame (parMeHara mpomoropa u colony
PCR Gakrepuja 3a moTBply NMPUCYCTBAa aMIUIMKOHA. MaiauM cloBHMa NpeNCTaB/beHa CY
nomara attB mecra 3a Gateway pekoMOMHAIM]y, a BEJIMKHM CJIOBHMa TIpUKa3aHa je
cekBeHIa rpajMepa cnenudruna 3a JIHK marpuiry.

HA3HB cexkBenna (5°—3”) (bp) OHK matpuua
ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcTTTTCGGATTG 105022 chicory
ProGasL_R 1798
GATGATCTTTAATG BAC
acaagtttgtacaaaaaagcaggcttgTTACCAAACT 105022 chicor
ProGasL F 9999 gt geagget 1798 y
- GTGGTAGTTTGT BAC
accactttgtacaagaaagctggotc TTCTTGAAGGT 29010 chicor
ProGass2g R 099 e 2008 y
GAAAGGATATAG BAC
acaagtttgtacaaaaaagcaggcttgGTACAACCGT 29010 chicor
ProGasS29 F 9049 gt 9ca0actd 2008 y
TGCTTCTG BAC
accactttgtacaagaaagctggotcTTCCTGAAGAT 83A09 chico
ProGassss R 099 Syl 1453 2/
GAAAGGATATAGC BAC
acaagtttgtacaaaaaagcaggcttgGACTAATCTC 83A09 chicor
ProGassgs F  20994¢aadtty gcagactiy 1453 y
GTCCACATGA BAC
accactttgtacaagaaagctgggtc TGTTGGAATTG 59A14 chicor
ProP450 R 9999 g gaaageiogg 1234 y
- GGGAAAAGT BAC
acaagtttgtacaaaaaagcaggcttgAAGTCTGTCC 59A14 chicor
ProP450 F 9999 gty geaggetiy 1234 y
ACATACAAAC BAC

TaGena 7. [Iporpam unkybarmje 3a Advantage PCR peaxuujy.

T (°C) Bpeme 0poj nukiIyca

KOpakK
WHUIMjaJIHA JeHaTypallija 94 1 min
JeHaTypaluja 94 30s
XUOpuaM3aImja 57 30s
eKCTeH3Hja 72 2 min
YyBambe 10 0

1

30
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3.9.2 Koucrpykumja amiRNA ¢pparmenata uu3zom Phusion PCR
peaknnja BUCOKEe TAYHOCTH

AmIRNA cy IHK KOHCTpYKTH HaMEHEHH 3a MOCTTPAHCKPHIIIIMOHO YTUIIABAHE
reHa y OWJBIIM, CacTaBJbEHHM OJ CEKBEHIle Koja ce crenuduyHo Be3yje 3a MRNA
onpeheHor rena, ¥ TUMe cIpeyaBa BbEHY TpaHCIaLHU]y, U "KuuMe" KOHCTPYKTa Koja My
MOMake Jla TIPAaBHITHO 3ay3Me KoHpopMaIujy oonrka ykocauie (ciuka 10). KoncTpykT
amiRNA ce nipaBu 110 yrieay Ha cTpykTypy npupoauux mukpo PHK koHcTpykara koju
M3a3MBajy yTUlaBame reHa y Ousbuu. CekBeHla cnenuduyHa 3a TpaHCKpUNT, ayra 21
bp, ce y KOHCTPYKTY Haya3u y Sense u anti-Sense opujeHTaIuj1, a CaapKu U HEKOJIUKO

MHCMEYEeBa KOjU Cy BOKHU 32 IPABIIIHO (PYHKIIMOHUCAKHE KOHCTPYKTA.

Cmuka 10. AMIRNA koHCTpYKT y KoH(opMmarmju ykocHuile. CekBeHIa crienudpuyHa 3a
TPaHCKPUNT y SeNse u anti-Sense opujeHTaluju NpHKa3aHa je IUIaBoM O0joM, 0K je
"knuma" KOHCTpPYKTa TpHKa3aHa IPHOM. MuUCMeuUeBH Cy TMpHUKa3aHU Kao TOJIYKPYXKHA
UCITyITYEHA.

Cunreza amiRNA koncTpykTa ce Bpum ammudukamujom ca pPRS300 BekTopa-
marpuiie (ciuka 1la), xoju cagpxku 1eny npupoany mukpo PHK  Arabidopsis-a
(miR319a stemloop), uuja ce cnenuduuna cekenia (MiR319a u miR319a*) zamemyje

XKEJbEeHOM CEKBEHLIOM Kpo3 cepHjy npekinanajyhux PCR peakuuja, npema memu 1artoj

Ha ciaunu 116 'y Tabenu 8.
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Ciuka 11. (a) - pRS300 Bextop (Addgene) 3a cuntezy amiRNA ca npupoasHom mukpo-PHK
Arabidopsis-a (Ath-MIR319a) npema Schwab wu cap. (2010). Bektop caapxu reH 3a
pe3uCTeHIN]y OakTeprja Ha aMnuIiInH (AMp), BUIIECTpYKa pecTpukirona mMecra - MCS
(enr. multiple cloning site), mecra Be3uBamwa A, B, 73 u 77 npajmepa u miR319a stemloop -
mukpo PHK koja ce xopuctm kao marpuia y cuatesm amiRNA. Marpuma caapxu
3aMEHJbMBY CEKBEHIly y Sense u anti-sense opwujentammju, ayry 21 bp (miR319a u
miR319a*, cuBo) u "kmumy" KoHCTpyKTa (1pHO). (0) - YBehan meo BekTopa o A 10 B u
mrema PCR peakiuja kojuma ce ckimarra amiRNA mpekypcop. 1) - Be3suBna mecta npajmepa
- A u B cy ynuBep3annu npajmepu, nok cy AmiGatewayA u B (3eneno) auzajHupanu y
MCS neny Bekropa m MomudukoBaHH noaaBameM attB wmecra. Ipajmepu obGenexeHn
pumckum OpojeBuma Ath |-IV (kyro) mpeacraBipajy Tpyme mpajMepa ca IeloBUMa
cnempuuHM 3a BEKTOp (I[PHO) M 3a CEKBEHITY KOJOM C€ JKeIM 3aMEHUTH OpPWUTHWHAIHA
cekBeHIa (cuBo). 2) - Ammuikonu a), b), ¢) u d) (upBeHo) koju HacTajy y npekianajyhum
peakijama (tabema 8). 3) - Msrmex roroBor amiRNA KOHCTpyKTa ca 3aMEHEHHM
CEKBEHIama (CHBO).
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Tabena 8. KomOunaruja npajmepa u JIHK marpura y yetnpu npeknanajyhe PCR peakimje
a) - d) ca qy>krHaMa aMILIMKOHA.

. forward reverse AY’KHUHA
peaknuja . . JHK marpuuna
npajmep npajmep aMILIMKOHA
a) AmiGatewayA IV rpyma pPRS3000 155 bp
b) III rpymna II rpyna pRS3000 175 bp
C) [ rpyna AmiGatewayB pRS3000 226 bp

d) AmiGatewayA AmiGatewayB  ammiukonu a) + b) + C) 507 bp

3a ammmudukamjy amiRNA ¢dparmenara npexnanajyhum PCR peakiujama,
kopuihena je Beoma npermsua Phusion High-Fidelity monmumepasza (#M0531S, New
England Biolabs Inc., Ipswich, MA, CAJT). Cmeliia KOMIIOHEHTH 3a PEaKilnjy cajapskaia
je 200 ng AHK pRS3000 Bekrtopa (ciuka 11), 0,4 uM mpajmepe u craHgapaHe
komroneHte Biolabs mnpotokona (tabema 9), y 50 w/ peakumje. Ilporpam

amumdukanyje je nat y tabemu 10.

Tabena 9. Cacras peakirione cmerte 3a Phusion PCR peakimjy.

KOMIIOHEHTAa 3anpemuna [ul]
BOJIa 27
SX peakuoHu mydep 10
10 mM dNTP 1
DMSO 1,5
forward mpajmep (5 uM) 4
reverse mipajmep (5 uM) 4
Phusion noianmepasa 0,5
JIHK matpurna 2
YKYITHA 3alpeMHHA 50

47



Tabena 10. I[Iporpam unkybarnuje 3a Phusion PCR peaxiuje a) no d), nare y Tabemnu 8.

KOpaK peaknmuja T (°C) Bpeme 0poj nukiayca
WHHIIMjaTHA IeHaTypanyja 98 45s 1
JeHaTypaluja 98 10s
XubpuaM3anmja @), c)nd) > 30s

b) 52 30

. a), b) u c) 15s

eKCTEeH3H1]ja 72

d) 40s
¢uHaNHA eKCTeH3H]a 72 5 min 1
YyBambhe 10 o0

Ju3aju mpajmepa y3 momoh kojux je moryhe ammutudukoBaru kuumy amiRNA ca
PRS3000 BekTopa, 3aMEHUTH CHEIM(PUIHY CEKBEHITY HA BEMY JKEJbEHOM CEKBEHIIOM, U
nonatu attB mecra 3a pexomOuHanuMjy, 00aBJbeH je y3 moMoh HWHTEpHET cepBHca
"WMD3 - Web app for the automated design of artificial microRNAs"
(http://lwmd3.weigelworld.org/cgi-bin/webapp.cgi?page=Home;project=stdwmd).
Metox 3a ogabup mpajMepa omucan je aetasbHo y Schwab u cap. (2010). CexBeniie

npajMmepa cy aare y tabemnu 11.

3.9.1 PCR u3 6akTepujckux koaonuja (colony PCR)

3a mpoBepy OakTepujCKUX KOJOHHMja HAaKOH TpaHchopMalyje BeKTopuMa
kopuinhen je colony PCR wmeron ca SuperTagq mosmmmepaszom (#AM2052, Applied
Biosystems, Foster City, CA, CAJl). bakrepujcka KOJIOHH]jA j& CTEPHUIIHOM YauKaTUI[OM
uHokynupana y 7 ul Bome 3a PCR, a Tome je momata cmemia KOMIIOHEHTH Koja je
canpxkana 0,5 uM npajmepe (u3 Tabena 6, 11 u 12) u crannapaae komrnonenre Applied
Biosystems mpotokona (tabdena 13), y 25 ul peakumje. [Iporpam ammudukarmje je nar
y tabenu 14. Yaukanuma je 3atuMm ydaueHa y 6ouwmiry ca 5 ml treunor memujyma 3apaj

YMHO)KaBamba TECTUPAHE KOJIOHU]€ Y IPEKOHONHO] KYJITYpPH.
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Tabena 11. CekBenne npajmepa y rpymama I-IV 3a korctpykiujy amiRNA ¢parmenara.
Masnum croBUMa MpeJCTaBJbeHE Cy CEKBEHIIE CIEeU(UYHE 32 BEKTOP, a BEJIMKUM CIIOBUMA
NpUKa3aHe Cy CEKBEHIIC KOjuMa ce 3aMemyje opurnHaiHa Mukpo-PHK cekBenma. * -
npajmepu ca gomaruMm attB mectuma 3a Gateway pekomOuHanujy (Majia clioBa) U
CEKBEHIIOM CIEI(PUIHOM 32 BEKTOP (BEJIMKA CIIOBA), KOPUITNEHU Cy U 32 CCKBEHIINPAhE U

colony PCR.
Ha3uB cekBeHna (5°—3%)
GasL1 ami_l gaTATCTAAGATATCTTCACCGTctctcttttgtattcca
GasL1 ami_ll agACGGTGAAGATATCTTAGAT Atcaaagagaatcaatga
GasL1 ami_IlI agACAGTGAAGATATGTTAGAT Ttcacaggtcgtgatatg
GasL1 ami_IV gaAATCTAACATATCTTCACTGTctacatatatattccta
GasL2 _ami_I gaTAATCCATAGGTATATCTCCGctctcttttgtattcca
GasL2_ami_llI agCGGAGATATACCTATGGATT Atcaaagagaatcaatga
GasL2 _ami_lIlI agCGAAGATATACCTTTGGAT T Ttcacaggtcgtgatatg
GasL2_ami_IV gaAAATCCAAAGGTATATCTTCGctacatatatattccta
GasS1 _ami_|I gaTAATAGTTTGTCAAGCTGCGC ctctcttttgtattcca
GasS1_ami_lI agGCGCAGCTTGACAAACTATT Atcaaagagaatcaatga
GasS1_ami_IlI agGCACAGCTTGACATACTAT T Ttcacaggtcgtgatatg
GasS1 ami_ IV gaAAATAGTATGTCAAGCTGTGCctacatatatattccta
GasS2_ami_| gaTTCTTAATCTCAATTGTGCAGctctcttttgtattcca
GasS2_ami_lI agCTGCACAATTGAGATTAAGAAtcaaagagaatcaatga
GasS2_ami_IlI agCTACACAATTGAGTTTAAGATtcacaggtcgtgatatg
GasS2_ami_IV gaATCTTAAACTCAATTGTGTAGctacatatatattccta
GasL&Sm_ami_| 0aTAGGTGTCTGAAAACTTGGAActctcttttgtattcca
GasL&Sm_ami_II agTTCCAAGTTTTCAGACACCTAtcaaagagaatcaatga
GasL&Sm_ami_llI agTTACAAGTTTTCACACACCT Ttcacaggtcgtgatatg

GasL&Sm_ami_IV

GasL&Sfuse_ami_|I

GasL&Sfuse_ami_lI

GasL&Sfuse_ami_IllI

GasL&Sfuse_ami_IV

AmiGatewayA*
AmiGatewayB*

gaAAGGTGTGTGAAAACTTGTAActacatatatattccta
gaTATCTAAGATATCTTCACCGTTAATAGTTTGTCAAGCTGC
GCectctcttttgtattcca
agGCGCAGCTTGACAAACTATTAACGGTGAAGATATCTTAG
AT Atcaaagagaatcaatga
agGCACAGCTTGACATACTATTTACAGTGAAGATATGTTAG
AT Ttcacaggtcgtgatatg
gaAATCTAACATATCTTCACTGTAAATAGTATGTCAAGCTG
TGCctacatatatattccta
ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctigGAATTCCTGCAGCCCCAAAC
ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcGGCCGCTCTAGAACTAGTGG
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Tabena 12. Ipajmepu kopumihern y colony PCR peaknujama. [[y:knHa aMILIMKOHA je
3aBHCHJIA O]] TOT'a KOJU MHCEPT CE HaJIa3U Y BEKTOPY.

CceKBeHIa CeKBeHIIa MpeMa Ko0joj cy
Ha3WB (°C) HaMeHa
5°-3) AU3ajHUPAHU NPajMepH

GTTAACGCTAG colony PCR,
pDONR207For 57 pDONR207 BekTop

CATGGATCT CEKBEHIIHPAE

GAGATTTTGAG colony PCR,
pDONR207Rev 57 pDONR207 Bextop

ACACGGG CEKBEHITHPAHE

Tab6ena 13. Cacras peakirione cmerie 3a colony PCR peaxkiujy.

KOMIIOHEHTA 3anpemuHa [ul]

BOJIa 10

10x peakunonu mydep 2,5
10 mM dNTP 0,5
forward mpajmep (5 uM) 2,5
reverse npajmep (5 uM) 2,5
SuperTaq momumepasa 0,2
BO/Ia + KOJIOHH]ja 7

YKYIIHa 3allpeMUHa 25,2

Tabena 14. Ilporpam unkyoOauuje 3a colony PCR peakuujy. * - Temmeparypa 3aBUCH OJT
npajmepa, Aata y Tabenama 6, 10 u 12, ** - 1-2 min 3aBucHO o AyxuHe hparMeHTa.

KOpak T (°C) Bpeme 06poj nukiIyca
WHUIMjaJIHa JeHaTypaluja 94 1 min 1
JeHaTypaiuja 94 30s
XUOpuaM3aImja ke 30s 30
eKCTeH3Mja 72 e
(uHaNHA eKCTeH3H]a 72 5 min 1
qyBambe 10 o0
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3.9.2 SuperTag PCR na niiazmuaunoj JJHK 3a norBpay cnojeBa
BEKTOpa U MHCEPTA

SuperTaq PCR na wuszonoBanoj miasmugaoj JIHK je kopumhen 3a mposepy
NPaBUJIHE KJIOHUPAHOCTH BEKTOPA aMIUTU(UKAINjOM CEKBEHIIM Ha CII0jeBHMMa BEKTOpA U
uHcepra. Kopumihene cy ucre KOMIIOHEHTE U IporpaM HHKyOanuje kao 3a colony PCR
(mornassbe 3.9.1), ¢ THM WTO je yMecTo OakTepujcke KooHUje noaato 1 ul mmaszmuHe
JHK, u Boge ykymHo 15,8 ul, y 25 ul peakuuje. [IpajmMepu 3a moTBpay criojeBa Cy JaTh
y Tabenu 15.

Ta6ena 15. Ilpajmepu kopumthern y SuperTaq PCR peaknujama. Ilpukazane cy gyxuHe
amruikona (bp) u temmeparype xubpuausanuje npajmepa. 243 F_6355* mpajmep ce
KOMOMHYje ca mpajMepuma obenekeHnM "+ 3HaKoM, ajyhu ueTupu pasnuuuTa mpoayKTa
Yuja je Ty>KWHA 3aBHCHJIA OJ] MHCEPTA Y BEKTOPY.

CeKBeHIA CeKBeHIa NpeMa Kojoj cy

HA3UB (bp) (°C . . HAMeEHAa
5-3) AU3ajHUPAHU NIPajMepu
242 F 718 TGTCGCGTAA :
- = 477 58 242 BekTOp - KHIMa MOTBpJA CII0ja
13 CTTAGGACTT
242 R 82 CATGGTATCGT .
- = 477 58 35S mpomoTop MOTBp/a CIIoja
89 CACCTTCTC
242 F 88 GAAGGTGGCA :
- 1004 58 35S npomotop MOTBpJA CII0ja
87 CCTACAAATG
242 R 98 CCCTTATCTGG .
- - 1004 58 35S tepmuHaTOp MOTBp/a CIIoja
90 GAACTACTC
242 F 98 GTCCGCAAAA .
- = 406 58 35S tepmuHATOp MOTBpJIA CII0ja
04 ATCACCAGTC
242 R 10 GAGGCTGTGG .
- = 406 58 242 BexTop - KHIMa MOTBp/Ia CIIoja
209 AAGAACAGAA
243_F_63 AGCTTGAGCT :
- A 58 243 BeKTOp - KHUMa MOTBPJIA CII0ja
55* CTCCCATA
243 GasL GACGGTAGCC )
- +288 58 ProGasL uncept MOTBp/Ia cIoja
6642 ATTGGATT
243 GasS GCAGTGGAAG :
- +293 58 ProGasS29 uncepr MOTBpJIA CII0ja
29 6647 GAGAATATGC
243 _GasS ACGTCCACCG )
- +120 58 ProGasS83 uncepr MOTBp/Ia cIoja
83 6474 TAAGGTTT
243 P450_ ATGCTATGGC :
» = +263 58 ProP450 uncepr MOTBpJIA CII0ja

6617 GGGTGTAT
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3.9.3 I'enomcku PCR u RT-PCR u3 /IHK 0u/baka

I'enomcku PCR u RT-PCR na /IHK Ouspaka oGaBibeH je ynorpebom Taq DNA

Polymerase, Recombinant (#£EP0401, Fermentas). Cmemia peareHaca je caapxkaia 100

ng reromcke JIHK mim CDNA koja oxrosapa 100 ng PHK, 1 uM cnenuduune npajmepe

(Tabena 16) u cTanaapHe KOMIIOHEHTE peMa Fermentas nportokoiy (Tabena 17), y 25

ul peaxuuje. Ilporpam ammupukamnuje je aat y trademu 18.

Tabena 16. Ilpajmepu xopumthenn y Taq PCR peakmmjama. Ilpukazane cy myxuHe
amrutrikona (bp) u Temmneparype xubpuausaiiije npajmepa. * - myonukosano y Vinterhalter

u cap. (2011).

CeKBeHLa CeKBEeHLA NpeMa K0joj cy
HA3HB (bp) (°C) . . HAMeEHAa
5°-3) AU3ajHMPaHN pajMepu
CCTGTAGAA E.coli uidA=beta-
GUS F ACCCCAACC 366 56 glucuronidase (GenBank  PCR, RT-PCR
CGTG S69414.1)
CCCGGCAAT E.coli uidA=beta-
GUS R AACATACGG 366 56 glucuronidase (GenBank  PCR, RT-PCR
CGTG $69414.1)
AAAGTCTGC Ri plazmid A. rhizogenes
rolB_F* TATCATCCTC 348 61 A4 strain (GenBank PCR
CTATG K03313),
AAAGAAGGT Ri plazmid A. rhizogenes
rolB_R* GCAAGCTAC 348 61 A4 strain (GenBank PCR
CTCTCT K03313),
TCGTTTGTGG
cds DSRED ca Bekropa 242
DsRED2_F GAGGTGATG 349 56 PCR
- pKGW-RR -MGW
TCCA
CTTCAAGTG
cds DSRED ca Bekropa 242
DsRED2_R GGAGCGCGT 349 56 PCR
- pKGW-RR -MGW
GA
GTCCATGCC
cds GFP ca Bekrtopa 243
GFP3-F GAGAGTGAT 246 59 PCR, RT-PCR
pKGW-GGRR - C
CcC
ATGGCCGAC
cds GFP ca BekTopa 243
GFP3-R AAGCAGAAG 246 59 PCR, RT-PCR
AA pKGW-GGRR - C
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Ta6ena 17. CactaB peakione cmete 3a Tag PCR peakimjy.

KOMIIOHEHTA 3anpemuHa [ul]

BOJA 15,26

10x peakumonu mydep ca (NH;),SO4 2,5

10 mM dNTP 0,5

25 mM MgCl, 2
forward mpajmep (15 uM) 1,67
reverse mpajmep (15 uM) 1,67

Taq monumepasa 0,4

JIHK marpurna 1
YKyIHa 3alpeMuHa 25

Tabena 18. Ilporpam mukyOanmje 3a renomcku PCR u PCR peakumje mocne peBepsHe
TpaHCKpUIIHje. * - TeMIIepaTypa 3aBHCH OJ1 TIpajMepa, 1ata y Tadenu 16.

KOpak T (°C) Bpeme 0poj HuKIyca

WHUIMjaJIHA JCHATYpalldja 95 5 min 1
JIeHaTypaInja 95 30s

Xubpuan3aImja * 30s 40
eKCTeH3Hja 72 30s

¢duHaTHA eKCTeH3Mja 72 10 min 1

YyBambe 10 0

3.10 Arapo3Ha ejieKTpodope3a HyKJIeNHCKUX KHCEJIHHA

[Tposepa kBamutera uzonoane JJHK u PHK, u pasaBajame mpomykata PCR
peakiMja 006aBJbEHO jeé XOPU3OHTAIHOM eneKkTpodope3oM (kaauue: BlueMarine™ 200
wi BlueMarine™ 100, SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Hemauka; u3zBop
namajama: Standard Power Pack P25, Biometra®, Goettingen, Hemauka) na 1 - 1,5%
araposHuMm renoBuma y TBE mydepy (89 mM Tris, 89 mM Gopua kucenuna, 2 mM
EDTA) xome je momar eruaujym Opomu] y (HUHAIHO] KOHUEHTpauuju ox 1 uM.
Enextpodopese cy uzBohene nmpu koHcranTHOM HaroHy o 100 V tokom 1 - 1,5 cara. ¥
y30pKe, TIpe HaHOIICHa Ha rell, JoaaBaHa je 6oja y ognocy 1:6 (6X DNA Loading Dye,

#R0611, Fermentas). Haxon enektpodopese JHK je BusyenmszoBana nHa UV
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tpancwiymunatopy (ST4 3026-WL/26M, Vilber Lourmat, Torcy, ®panmycka). 3a
yrBphuBame Bennunne ¢pparmenara kopumhenn cy JJHK mapkepu O'GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder (#SM1153, Fermentas) wiu GeneRuler 50 bp DNA Ladder
(#SMO0371, Fermentas).

3.11 N3oaanmja JTHK npoaykarta u3 reJia

3.11.1 M3onanuja JJTHK npoaykaTa M3 rejia 3a npuMeHy y
NOCTYNIMMA KJIOHUPAHA

JHK nponyktn ammiudukoBann y PCR peaknujama npeuummhenn cy mocie
araposne enekrpodopese y3 momoh QIAquick Gel Extraction Kit (#28706, Qiagen) mo
ymyTcTBY npousBohada. Tpake Ha rexy mocie enexkTpodopese Cy BU3YEITHU30BaHE IMOJ
UV cBetnioM 1 McedyeHe CTepuiHUM ckaimenaoM. Komaau rena cy ybaueHH y cTepuiiHe
MHUKpOTYOe o1 2 Ml, u3mepenu u joaara UM je Tpu myta Beha 3anpemuna pacrsopa QG
(100 mg ~ 100 wl). T'en je pactBopen unkyo6aujom 10 munyta Ha 50 °C, y3 moBpeMeHo
BOPTEKCOBame. Y30plLuMa je 3aTUM J10/1aTa 3alpeMHUHa M30IpONaHosia eKBUBAJIEHTHA
NOYeTHO] KoiauuuHM rena. [locne kpaher Mmemama, y3opak je mpebadyeH y KOJIOHY 3a
ueHTpudyrupame u neHtpudpyrupad 1 munyt Ha 13000 rpm. Teuynoct je onbaueHa, a
koustonu je poaaro 0,5 ml pacrsopa QG 1a 6u ce yKJIIOHH/IM CBU TparoBu arapose. Hakon
jeaHoMHHYTHOT 1leHTpudyrupama, JIHK Be3ana Ha kosoHu ucnpana je gogatkom 0,75
ml pactBopa PE. IleHtpudyrupame je MOHOBJbEHO, TEUYHOCT je oxdadeHa, a mpasHa
KOJIOHA je paau cyulewma LeHTpudyrupana jomr jenHoMm 1 munyT. IloToM je KonoHa
npebadeHa y HOBY MUKpoTyOy ox 1,5 ml, nonaro je 35 ul mydepa 3a enyuujy (EB), a
KosioHa neHTpudyrupana 1 munyr. Konuenrtpanuja (ng-,ul'l) u yncroha JIHK onpehenn
cy cnekrpodoromerpujcku, y3 momoh NanoDrop 1000. V3opiwu cy yyBanu Ha -20 °C

10 Kopuihema.
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3.11.2 U3onanuja PCR aMninkoHa U3 reja 3a npunpemy
cTaHIap/Aa 3a ancojyTHy kBanTudukauujy qPCR-om

Crannapau 3a kBantutatuBHu PCR (qPCR) npunpemsbenu cy npeuninhaBamem
pasnBojennx PCR mpoaykaTta HakoH ren enekrpodopese. M3omanuja u npeunnrhaBame
npojaykara ca rena obassbeHu cy kopuinhemem GeneJET Gel Extraction Kit (#K0691,
Fermentas) kommuera mnpema ymyTcTBy mpousBohaua. Tpake Ha remy mocie
enektpoopese cy BusyenansoBane moj UV cBETIOM U ncedeHe CTEPUIIHUM CKAIIIEIIOM.
Komanu rena cy ybaueHu y cTepriiHe MUKpoTyOe o 1,5 ml, uamepenu u noaara um je
jennaka 3anpemuHa BesuBHOr mydepa (binding buffer). Ten je pactBopen unkyoaiujom
y BogeHoM kymatwiny Ha 60 °C oko 10 mMuHyTta. Y3o0pmuma je 3aTHM JojaTa jeIHakKa
KOJIMYMHA H30IPONAaHoNIa, BOPTEKCOBAaHM Cy 5 S, HAHECEHM Ha KOJOHE 3a
npeunirhaBame (purification column) u uenrpudyrupann 1 munyr ma 10000 g.
dunrpar je omdayeH, a Ha KoyoHe je noxaro mo 700 ul pacTBopa 3a ucmuparme (Wash
buffer) u uenrpudyrupane cy 1 munyr Ha 10000 g. @unrpar je ondadeH u KOJIOHE CY
ocymeHe nomaTHuM HeHTtpudyrupamem | munyr. JJHK ¢parmentn cy emympanu ca
KoJoHe JoaaBameM S50 ul emyimonor nmydepa (elution buffer) u uenrpudyrupamem 1
muHyT Ha 10000 g. Konuentpammja JHK PCR ¢parmenara wusmepena je

cnektpodoTomeTpujcku (mornaasibe 3.5).

3.12 Gateway® kjaoHUpambe

Gateway® TexHOJIOTHja KIOHHpama jeé MEeToJa KIOHHpama Koja ce Oa3upa Ha
MecTo-crienuduyHoj pekomOuHanuju (eHr. site-specific recombination) mpucytHOj ko1
nam6aa Bupyca. OBa TEXHUKa KJIOHUpPama MpeAcTaB/ba Op3 U BUCOKOE(HUKACAH METO]
ybanuBama JIHK cexBeHIm y BekTope ca pasnuuutom HameHom (Hartley u cap., 2000).
Hamene oOyxBarajy ekcmpecujy MpoTenHa U (YHKIUOHAJIHY aHalu3y, aHalu3y

npomoTopa (y3ujoM ca MapKeprMa, YTHUIIaBamhe reHa anti-Sense cekBeHama u Japyre.

JlamOna cucrem pexkomOuHamuje omoryhaBa crneunuuHy pekoMOWHAIH]y
Jam0Ona GakTeprodara U MHTErpauujy y xpomoszom aomahuna - 6akrepuje E.coli. Oa
pekoMOMHaIMja je BUCOKO crenu(uyHa M KOH3EepBaTHBHA - HE JOJa3H JO U3MEHa y

CEeKBEHIIM HYKJICOTHJA, IITO j€é YWHU TOTOJHOM 3a METOJAC KJIOHWpama. | 1aBHe
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komrnonente oBor cucrema uuHe JHK cekBenune (ammimkona u BekTopa) ca att
MecTHMa 3a peKOMOMHANHMjy, KOjeé ce PEeKOMOMHY]y y NPHUCYCTBY MOAM(PHUKOBAHUX
pekoMOuHanmonux mnporeruHa Oakrepuodara u E.coli (Clonase® Enzyme Mix,
Invitrogen). PexombuHanuja je cnenndpuyna u3Mel)y OBUX MecTa, Tako J1a OpHjeHTaIdja
JIHK ¢dparmenta nociie KIOHUpama ocTaje ucrta. KiloHupame ce Bpim y 1Ba Kopaka. Y
BP peakmuju (cnuka 12a), JIHK ammnukonu orpanndenu attB mectuma, pekomOunyjy
ce ca JOHOp BekTopoMm ca attP mecrmma, m pesynrar je ynazHu (€Ntry) KJIOH KOju
canpxxu JIHK wuHcept. Y o0BOj peakuuju Hacrajy attL mecra, koja omoryhaBajy
pexoMmOuHanujy entry kiona ca musbHAM (destination) sektopom u attR mectuma y LR
peakiuju (cnuka 120), kKaja HacTaje eKCIpecHoHH (EXPression) KJoH, OJHOCHO TOTOB
BekTop ca JIHK unceprom. Y excnpecmoHOM KJIOHY HacTajy nmoHoBo attB mecta, na ce
OH MO)X€ M3HOBAa PEKOMOHMHOBATH Ca JIOHOP BEKTOPOM, Pajid MPEMELITalka WHCEPTA Yy
BEKTOp JApyre HaMeHe, IITO OBaj CHUCTEM YMHU BeoMa ¢uiekcubminuMm. BP peakuujy
KaTaJWIlly €H3UM HHTerpasza, mopekiom oj Oakrepuodara, u |IHF mporenn (eHr.
integration host factor) us E.coli. LR peakuujy karanuiny ucrta 1Ba eH3UMa, 33jeIHO ca

eKCIIU3UOHAa30M OakTepuodara.

a 0
Kan® 4
PCR npoaykt Kan®
ron +
O ;, ,eacua Bumapan
X BeKTOp

BexkTtop i
710HOp _Tom |

(attP nnazsmug) ﬁf Q‘ IR peaKqual BP peaxnnja A. rhizogenes

A. tumefaciens

T ok = Tpancdopmannja

Cnuka 12. llema Gateway pexomOuHammja rnpema Simonovi¢ (2011) moaudrkoBaHa y3
carnmacHoct aytopa. [OW - ren ox uHTepeca. (a) - BP peakmnmja karamm3oBaHa ca
Gateway® BP Clonase® Enzyme Mix, (0) - peBep3ubmine BP u LR peakiuje karanmicaHe
Gateway® LR Clonase® Enzyme mix-om. VY ciydajy Tpancgopmaimje Oujbaka cojeBUMa
arpoOaxTepuja, IJbHA BeKTOp je OmHapHU BekTop ca T-JIHK cmemrenom u3mely nese
(LB) u mecue (RB) rpanuiie.
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3.12.1 BexTopu xopumhenn 3a Gateway ki1oHupame

[Mpasuu Gateway Bektopu cy ymHoxkaBanu y E. coli DB3.1 (tabena 2), cojy
KOjH je oTmopaH Ha JejcTBo CCAB reHa, mpucyTHOr y mnpa3sHuMm BekTopuma. CcdB ren
unreparyje ca JJHK »xupazom kox crangapaaux cojesa E. coli u cipeuaBa muxoB pacr,
i HE M pacT OTHOpHOr coja. [IpwiMkoM KIOHHpama, OBaj I'eH OWBa YKIOHEH
pekomOuHanujom, mna E. coli Tpanchopmucane mnpaBHIHO PEKOMOMHOBAHHM
KOHCTPYKTUMa HAacTaBJbajy Ja pacTy, 3a Pa3iUKy OJl OHHUX KOje HOCE HEYCIICUIHO

KJIOHHpPAHE KOHCTPYKTE (IIpa3He BEKTOPE).

Marne BekTopa KOpUIINEHUX Yy KIIOHHpamky MpUKa3aHe cy Ha ciukama 13-17.

pDONR 207 forward primer
attP1

~_ccdB

pDONR207
5585 bp

CmR

a2
pDONR207 reverse primer

Cmuka 13: pDONR207 Bexrop (Invitrogen), moHop BeKTOp 3a mpaBibeibe ENtry KiIoHa.
BekTop mocenyje TeH 3a pe3ucTeHnujy Oakrepuja Ha reHtamunmH (GMR), attP mecra 3a
pexoMOuHaImjy, cCdB reH u reH 3a pesucteHimjy Ha xiopamdenukon (CmR), koju ce
ucelajy MpHINKoM pexkoMmOuHanmje. HazHauena cy um wmecta BesuBama PDONR207
npajMepa.
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LB

243 pPKGW-GGRR

15196 bp

attR1 )
CmR | attR2
ccdB

Cmuka 14: 243 pKGW-GGRR - C destination Bekrop 3a aHanu3y mpomotopa (Op den
Camp u cap., 2011). Ilocenyje reH 3a pe3ucTeHIUjy OakTepuja HA CTPENTOMHIIMH WIIH
criektuHOMHUIIMH (SM/SPR), ren 3a pesucrenimjy Omsbaka Ha kanamunua (KanR), attR
MmecTa 3a pekomOuHanujy u CCAB m CMR reHe, Ha 4YWje MECTO J0Ja3d HHCEPT ca
npomoTtopoMm. [locie mecta 3a peKOMOMHAIM]Y Hajla3e Ce TeHH 3a MapKepe 3a aKTHBHOCT
npomotopa - eGFP u GUS. DSRED je ren 3a nipeern (ryopecieHTHH IPOTEHH - MapKep 3a
celeKkuujy TpaHcopmucaHux OWJBHUX TKMBA, ¢y3uoHucan ca AtUBQIL0 mpomoropom
(youkButuHCKM mipomoTop u3 Arabidopsis-a). LB u RB mpencraBibajy nieBy U JecHY
rpanuily T-JIHK, koja ce npebaityje y OnsbKe MpuiIukoM TpaHchopmariyje.

_attR3
242 pKGW-RR
12412 bp —cmR

\\cch
. attR4

Cmuka 15: 242 pKGW-RR -MGW kuuma destination Bekropa 3a ekcrnpecHjy y Onsbkama
(Op den Camp u cap., 2011). Bekrop moceayje reH 3a pe3uCTEHIHjy OakTepHja Ha
CTPENITOMUIIMH WIA CHEKTUHOMUIMH (SM/SPR), reH 3a pe3ucTeHiMjy Owibaka Ha
kanamunuH (KanR), attR mecra 3a pexomOunanujy, ca cCdB u CmR renuma msmely.
DsRED je wmapkep 3a cenekuujy TpaHcopmucanux OusbHMX TKuBa. LB u RB
HpeJICTaBIbajy JIeBY U iecHy rpanuny T-IHK.
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\/attL4

365 pENTR p4plr 35S
3724 bp

\
attR1

Ciuka 16: 365 pENTR p4plr 35S MCS Bekrop koju Hocu 35S npomotop (Op den Camp u
cap., 2011). [Tocenyje ren 3a pesucreHnujy O6akrepuja Ha kanamuiuH (KanR) u att mecra
3a peKOMOUHAIIH]Y.

373 pENTR p2rp3 T35S _attR2

2900 bp

35S Tepmunarop

Cmuka 17: 373 pENTR p2rp3 MCS Stop-Term Bektop koju Hocu 35S Tepmunatop (Op den
Camp u cap., 2011). ITocenyje ren 3a pe3ucTeHIHjy OakTeprja Ha kanamuH (KanR) u att
MecTa 32 peKOMOHHAITH]Y.
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3.12.2 Gateway BP peakuuja

IMponyktu peakuuja Advantage PCR (3a mpomotope) u Phusion PCR (3a
amiRNA), nakoH mnpeuuninhaBama u3 rena, kioHupanu cy y PDONR207 Bektop
kopuithemem Gateway® BP Clonase® Enzyme Mix (#11789-013, Invitrogen), unme cy

J0OWjeHU yJIa3HHU KIIOHOBHU.

VY peakumju je ynorpebspeHa ekBuMoiapHaa koHentpamnuja pPDONR207 BekTopa

u PCR npoaykra (50 fM), a motpedHa konuunHa (y Ng) mobujena je mpema Gopmyiiu:
komanna JIHK [ng] = konnenrpauuja [fM] - Bennunna JHK [bp] - 660 - 10°° .

Jlasbe je u3 m3mepene kouuentpammje JJHK [ngul®] mobujero kommko ul Tpeba

yrnoTpebuTyn y peakuuju 3a naty konnuanny JIHK n3paxeny y ng.

JHK Bextopa m PCR mpoaykT cy momemiaHu y U3padyyHaTo] KOJUYMHH H
pasonaxenu y TE nydepy (10 mM Tris- HCI, pH 8.0, 1 mM Na-EDTA) no 3anpemute
on 8 ul y mukporydama oz 1,5 ml. ITorom je y cBaku y3opak moaato 2 ul BP Clonase
€H3UMCKOT MHKCa, Y30pIH Cy KpPaTKO BOPTEKCOBaHM (J1Ba myTa mo 2 S), 00OpeHu y
uenTpudyru, u uakyoupanu 1,5 h ma 25 °C. Kao HeraTuBHa KOHTpOJIA, MIOCTABIbEHA j&
peaknuja koja je caapxkana camo JIHK Bektopa m TE mydep, 6e3 PCR mpoaykra u
E€H3UMCKOT MuKca. Peakiinja pekomOuHaIMje je 3aycTaBJbeHa JoJaBameM 1 ul pactBopa
npotenHasze K y cBaku y3opak m mHky6auujom 10 munyra Ha 37 °C. Ilponyktu BP
peakije cy nabe TpaHchopmucanu y kommerentHe hemuje E. coli (mormasibe 3.15)

paau celeKyje 1 yMHOKaBamba.

3.12.3 Gateway LR peakuuja

HakoH cenekmnuje, yMHOXKaBama M IOTBPAC CEKBEHIMpameM ENtry KIIOHOBa,
uncept je u3 PDONR207 BexTopa mpedadeH y destination BexTop 3a TpaHchOpMaIHjy
6wpaka (243 pKGW-GGRR - C - 3a ananuszy npomoropa, u 242 pKGW-RR -MGW +
365 pENTR p4plr 35S MCS + 373 pENTR p2rp3 MCS Stop-Term - 3a ekcnpecujy
amiRNA), kopumhewem Gateway® LR Clonase® Il Enzyme mix (#11791-100,
Invitrogen), umme cy [OOOMjeHM TOTOBM BEKTOPH - EKCIPECHOHH KJIOHOBH, 3a

TpaHnchopmanujy Ousbaka.
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VY LR peaknujy je momato mo 150 ng oarosapajyher entry kimona u destination
BEKTOpa, MpepadyHaTo npema konneHntpamuju [JHK (ng-,ul'l), a 3aTtuM pazbnaxeno TE
nydepom 10 3ampemune ox 8 ul y mukporybama ox 1,5 ml. 3a three-way Gateway LR
peakirjy, y Kojoj ce pekomMOunyjy Tpu Bekropa u PCR npoaykr, yrnorpebsbeno je 20 fM
BekTopa 242 pKGW, u mo 10 fM Bekropa 365 pENTR, 373 pENTR u oxarosapajyher
entry xnona. I[Torpe6na xonmnunaa JIHK y ng, a 3atum y ul/ y3opka, 1oOujeHa je kao y
noriaBiby 3.12.2. 3atum je y cBaku y3opak goxato 2 u/ LR Clonase ensumckor mukca,
y30pIM Cy KpaTKO BOPTEKCOBaHHM (IBa myta mo 2 S), oO0opeHW y meHTpudyru, u
uHKyoupanu 1,5 h va 25 °C. Kao HeraTiBHa KOHTPOJIA, TOCTaB/bEHA j€ PeaKilhja Koja je
cagpxkana camo JIHK Bektopa m TE mydep, 0e3 entry kiioHa ¥ €H3UMCKOT MHKCA.
Peakuuja pexkomOuHanuje je 3aycraBibeHa qonaBameM | ul pactBopa mporennaze Ky
cBaku y3opak u mHKyOauujom 10 munyrta Ha 37 °C. [IponykTtu LR peakiuje cy name
tpanchopmucanu y komrereHtne hemuje E. coli (mormasibe 3.15) pamu cenekiuje u

YMHOXaBamwa.

3.13 IToTBpa HHTErpUTETA CEKBEHIU TUPEKTHUM
CeKBEHIHPaHeM

Peaknnja 3a mpunpemMy y3opaka 3a CEKBEHIMPAmE, a paad MOTBPJE Ta4HOCTH
CEKBEHIIE NMPHUJIMKOM KIIOHUpama, MocTaB/beHa je y3 momoh DYEnamic ET Terminator
Cycle Sequencing Kit makera (#US81050, GE Healthcare, Buckinghamshire, Benuka
bpuranyja). JIHK HamemeHa 3a cekBeHLIMpame NpeTxoaHo je amruipukoBana PCR-
OM, MPOJIYKTH CYy pa3/IBOjEHHU Ha rei enekrpodopesu, npeuninheHu ca rejga 1 u3MepeHa
UM je KoHleHTpanuja. CactaB peakiMOHEe cMellle je nmpukas3aH y Tabenu 19. Peakuuje 3a
forward u reverse mpajuep cy mocraBjbaHe oO/BOjeHO. Y ciydajy mamux PCR
IPOJyKaTa, 3a CeKBEHIMpame Cy KOPUIINEHU UCTH TpajMepu Kao MpH aMILTU(PHKALU]U
(moriaBibe 3.9), M0k je 3a Benuke mpoaykre (mpeko 500 bp), kopumiheno Buiire
npajMepa Koju aMIUIMQHUKY]y (parMeHte Koju ce TOHEKJE MpeKiamnajy, a y Lulby
nobujama MHTErpaiiHe cexsenie (tabdena 20). Peakuuja je o6aB/beHa MHKYOAlMjOM Yy
PCR mammnu, no nporpamy u3 tabene 21. Jlajbe Kopake y CeKBEHIMpamwy 00aBibao je

KOMEpIIHjaTHi CEPBHC.
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Tabena 19: CacraB peakuimoHe CMeIIIe 32 CEKBEHIINPAIHE.

KOMIIOHEHTA 3anpemuHa [ul]
JTHK (20 ng 3a ¢pparmenTe 500 - 1000 bp, 40 ng
3a (hparmente npexo 1000 bp) 5
JICjOHM30BaHa BOJa
DETT mukc 1
DETT nydep
npajmep (5 uM) 1
YKYITHA 3alpeMuHa 10

Ta6ena 20: [IpajmMepu kopumheHu 3a TOMMYHCKO CEKBEHIIUPAILE.

HAa3MB NpajMepa cekBeHna (5°—3’) JHK marpuuna
segProGasL_497 F GCTCCAAAGGTTGTTAGTGA ProGasL uncept
segProGasL_905 F  GTCAAACTCGCTTTACTCTC ProGasL uncepr
segProGasL_622 R  GCAAGAACATTCGTTCCATA ProGasL uncept
seqProGasL_1369 R CATCGATTGGCTTTTGTATG ProGasL uncept

segProGasS29 537 F CAGAACTACAACCAGATCTA ProGasS29 uncept
segProGasS29 992 F CGCGTGTTTACAATTCATAC ProGasS29 uncept
seqProGasS29 1501 F GTTTGTTACGGTTCACGTTT ProGasS29 uncept

seqProGasS29 642 R TTCCTAACAAGTGGTATCAG ProGasS29 uncepr
segProGasS29 1124 R AAAACTCAATTACACAGCAAAA ProGasS29 uncept
segProGasS29 1650 R TTTCGCTAAGTGCAGGTTAT ProGasS29 uncept
seqProGasS83 542 F CACACGTAGAGGATTATACA ProGasS83 uncepr
seqProGasS83 1117 F GTCATTGTGAATGCCAACAG ProGasS83 uncepr
segProGasS83 683 R CAAGAAAAGCTGCACTTATG ProGasS83 uncept

segProGasS83 1186 R TCCGCTAGTTGAGATTTACA ProGasS83 uncept
seqProP450 434 F  CCCAATGGCCTTAAAATGAT ProP450 uncept
seqProP450 910 F  CCAATACGGACAAATGTTCT ProP450 uncepr
seqProP450 529 R TCCGGTTATGACCAATCTTA ProP450 uncept
segProP450 1067 R GTGCCACTAGATTGGTGATT ProP450 uncept
segAMiRNA_F AGCTTCCGACTCATTCATCC RS300 Bektop

segAMIRNA_R CCAATTTGTCTACCGCATCA RS300 BexTop




TaGena 21: IIporpam uHKyOAIMje 3a pEaKIH]jy CCKBEHIIUPAbA.

KOpaK T (°C) Bpeme ©0poj nukiIyca
WHUIMjaJIHA JeHATypallrja 94 1 min 1
JeHaTypaluja 94 20s
XUOpHIU3aImja 50 15s 30
EKCTCH3H]ja 60 1 min
YyBame 10 0 1
3.14 JoOujame komneTeHTHUX hennja 0akTepuja

3a cBe Kopake KIOHHpama KopuiiheHe cy xemujcku komrerentre henuje E. coli

XL1 Blue, 1ok cy 3a octajie HaMeHe KOPHIINEHH eICKTPO-KOMIIETEeHTHH cojeBu E. coli

DB3.1, A. rhizogenes AAM70GUS, MSU440 u A. tumefaciens C58C1.

XeMujcKH KOMIIETEHTHe henuje cy A00HjeHe WHOKYJIAIUjOM jeTHE KOJIOHH]e
6akrepuja y 2 ml reunor LB menujyma. Kynrypa je Memana Ha miejkepy npeko Hohu Ha
37 °C, a 3atum pazonaxena ca 200 ml reunor LB menujyma y crepuiiHoM epieHmajepy.
Memame je HaCTaBJbEHO HEKOJIUKO caTd, 10 aoctuzama ODggy (onTHuke rycTuHe Ha
600 nm) ox 0,25 - 0,3, mto je yrBpheHo cnektpodoromerpujcku. Kynrypa je 3atum
xnaljeHa Ha nexy 15 muHyTa, a 3aTuM HeHTpudyrupana 10 munayra Ha 3000 g u 4 °C.
Teunoct je oxdauena, a henuje cy pecycnengoBare y 30 ml xmaguor 0,1 M KCI, u
npxane Ha seny 30 munyta. [IoHOBIbEHO je 1eHTpudyrupame, CylepHaTaHT 0J0aueH, a
henuje pecycnenmoBane y 6 ml pacreopa xmagnor 0,1 M KCI u 15% rnunepona.
Kowmnerentne henuje cy anukBorupane no 200 u/ y crepuiane mukpotyde ox 1,5 ml,

3aMp3HYTe Y TEYHOM a30Ty U npskaHe Ha -80 °C mo kopumihema.

Enextpo-komnerenTHe henmje cy moOujeHEe MHOKYIANM]OM jeIHE OaKTephjcKe
kosioruje y 10 ml reunor meaujyma. Kynrype cy memane Ha 28 (3a arpobakTepuje) Win
37 °C ( 3a E. coli) npexo nohwu, a 3atum je 2 - 4 ml mpunpemue kynType pazoiaxeHo ca
no 50 ml teunor menujyma. Mermiame je HacTaBibeHO 10 jnoctu3ama ODgg ox 0,5.
Kynrype cy nentpudyrupane 10 munyra Ha 3000 g u 4 °C, Tednoct je ombadeHa, a
hemmje pecycnengoBane y 20 ml xmagHe crepuiiHE —JIGjOHHM30BaHE  BOJIE.

LlenTpudyrupame je MOHOBJLEHO, CYIIEPHATAHT j& YKJIOHEH, a hennje pecyCcrneH10BaHe
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y 10 ml xnague Boge. HakoH OHOBHOT LEHTpU(YTHparma, pecyclieH3rja je o0aB/beHa
ca 2,5 ml xnague Boje, a 3atuM ca 600 ul crepuisor, xnaaaor 10% riounepona. henuje
cy anmukBotupane mo 30 ul y crepunne Mukporyde ox 1,5 ml, 3amp3HyTe y TedHOM

aszory u apxkase Ha -80 °C no kopumhema.

3.15 Tpanchopmanuja 6akrepuja

3.15.1 Tpancpopmanuja 6aKkTeprja TOMIOTHUM IOKOM

Xemujcku koMmnereHTHe henmuje cy TpanchopmMucaHe METOIOM TOIUIOTHOT LIOKA.
3amp3HyTe anukBoTHpane henuje cy uzBahene ca -80 °C u mocreneHo oranane Ha Jiedy.
VY crepunne Tyoe on 15 ml ca 3a00speHUM HOM cunano je 5 ul/ npomykara BP wim LR
peakuyje, a 3atuM 100 p/ komrereHTHUX henuja, y CTEpUIHUM yclioBUMa. MellaBrHa je
npoMeriana 6maruMm JynkameMm TyOe, a TyOoe Bpahene Ha jen jomr 30 munyra. Ilo
UCTEKY BpeMeHa, TyOe cy uHKyOupaHe 50 S y BOJEHOM KyNaTHIIy Ha TEMIIEpaTypH O]
42 °C, a 3atum apxkaHe Ha Jyeny 2 muHyTa. CBakoj Tyom je momato 900 wul SOC
Me/lijyMa 3arpejaHor Ha COOHY TeMIlepaTypy, a 3aTUM Cy MelIaHe Ha IIejkepy 1 car Ha
37 °C pagu omnopaBka henuja. Cycnensuja henmja je 3atum mnpebaueHa y CTEpUiIHE
mukpotyoe ox 1,5 ml, nenrpudyrupana 5 munyra Ha 13000 rpm u yxiaomeno je 900 wul
cymnepHaranta. Renuje cy pecycrneHaoBaHe y mpeoctanux 100 u/ m mpebauene Ha
[Tetpu kytHjy ca oaroBapajyhoM KOMOHMHalMjoM MeIujyMa U aHTUOMOTHKA.
CycnieHsyja je pamupeHa 1o MoBpIIMHU MeAMjyMa J0 MOTIYHOT CyIIeHka TPOYIiIacTUM
CTaKJICHUM MHCTPYMEHTOM, HampaB/beHUM of IlactepoBe mumere, KOju je MPETXOTHO
CTepUJIMCaH €TaHOJOM U onabuBameM. IleTpu KyTHje cy OOpHyTe Haomako,

npuyBpurheHe JerbUBOM TpakoM 1 nHKyOupane Ha 37 °C tokom HOhw.

3.15.2 Tpancpopmanuja 6aKkTepuja eJeKTPONOPaALMjoM

Enextpo-kommerentHe henmje cy TpaHChOpMHCAaHE EJIEKTPOIIOPAIH]OM.
3amp3HyTe anukBoTUpaHe henuje cy uzBalhene ca -80 °C u nmocreneHo oranaHe Ha Jieay.
Ha 30 ul henuja nomato je 1 wul JJHK BekTopa y CTEpWJIHUM yCIOBHMMA, MEIIaBUHA j&
Oy1aro mpomelaHa HacTaBKOM MuIeTe U MHKyOupaHa Ha jeny 30 munyta. Kopumrhene
Cy CTepUIIHE KUBETE 3a elleKTporopanujy og 1 mm wim 2 mm (#2706078 u #2706086,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, CAJ]). EnextpomopaTop je mojemeH Ha ciieiehn HauuH:
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BosiTaxa je Ouna 1,8 V 3a xuBere om 1 mm, a 2,5 V 3a kuBeTe o1 2 MM, €ICKTPUYHU
kamaruTeT je 6mo 250 wF, a ormop 200 (2. Hakon mHKyOanmmje Ha seny, hemuje cy
npebaueHe y KUBETY 3a eJIEKTPONopalujy, 0OprCcaHu Cy €BeHTYaIHH TParoBU TEYHOCTH
ca eJeKTpoJa, U KMBETa je ybaueHa y Jpxad Ha enekrporopatopy. [lpuMemeH je
CJIIEKTPUYHH ITyJIC, a MOToM je y kuBeTy cumano 1 ml SOC menujyma 3arpejaHor Ha
coOHy Temneparypy. henuje ca MeaujymoMm 3a oropaBak Cy IpebadeHe Cy CTepHIIHY
TyOy ca 3a00JbeHUM JHOM, W MemaHe | caT Ha oarosapajyhoj Temmeparypwu.
Cycnensuja henmja je 3atuM mnpebaueHa y cTepwiaHe Mukporybe ox 1,5 ml,
ueHtpudyrupana 5 munyta Ha 13000 rpm u yknomeno je 950 u/ cynepnatanrta. henuje
cy pecycnengoBane y npeoctanux 50 ul, ox dera je 10 ul pamupeno o oarorapajyhem
menujymy Ha Ilerpu kytuju. Iletpm KyTHje OKpeHyTe HAOMako Cy MHKyOMpaHe Ha

onrosapajyhoj remmneparypu npeko Hohu.

3.16 Arpounduiarpanuja cajare - mpoJa3Ha
TpaHchopmanuja

OyYHKIIMOHATHOCT W HWHTETPUTET KOHCTpyKaTa 3a aHalu3y MpOMOTOpa H
yTUIIaBaKk-€ TeHa, JOOWjeHWX y peakiujamMa KJIOHHpama, TMPOBEPEH  je
arpoundunrpanujom 3eiene canare (L. sativa Olof). 3a unpunrpanujy cy xopuirhene
OuJpKe Koje Cy paciie y CTakJIeHHKY 3 Heflelbe, a Koje Cy pa3Buiie 6-7 mpaBUX JIHCTOBA.
Wuduntpupanu cy nuctoBu 4-6 (riegaHo oA Hajmiiahux 10 HajCTapUjUX JIMCTOBA), Tj.

JIMCTOBHU KOJU jOIII HUCY JOCTHUIJIU MYHY BEJTUYHHY.

Bakrepujcke kyarype A. tumefaciens C58C1l koje cy Hocuie oxarosapajyhe
BEKTOpPE, HHOKYJIMPAaHe Cy JiBa JaHa npe unduirpanuje, y 5 ml reunor LB meaujyma ca
onrosapajyhum aHTHOMOTHKOM (puaMIIUIUH U aHTHOMOTHUK crielUpHUYaH 32 BEKTOP) U
rajee npeko Hohu Ha 28 °C y3 KOHCTaHTHO Memame Ha mejkepy. Crneneher nana
Kyarypama je gomato 20 ml wmcror Meaumjyma M HacTaBJbeHO je rajeme. Ha nan
uHpwiITpanyuje Kyatype cy ueHtpudyrupane 20 munyra Ha 4000 ¢, menujym je
onbaueH a mener pecycneHgoBaH y 10 ml necrunoBane Boxe oOKperameM Ha
XOPH30HTAJIHO] MMM TOKOM caT BpemeHa. Ilo pecycneH3uju, u3MepeHa je

KOHIIEHTpaluja OakTepHja CreKTpo(hOTOMETPH)CKH, MEPEHEM ONTHUKE rycTuHe Ha 600
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nm (ODgy). 3atum je mopemieHa ontuuka ryctuHa onx 0,5, pasOnmaxuBameM ca

JACCTHJIOBAHOM BOJAOM.

3a uHduiITpanyjy JMcToBa KopuiiheHu Ccy mipuiesy 3anpemuse 1 ml 6e3 urie.
Ycucano je 1 ml 6akrepujcke KyiaType, a 3aTUM je, IPUCTABABEM IIIMPHIIA HA JOHY
CTpaHy JINCTa, OJAaKO yOpu3raBaH cajpkaj y TKMBO. bupanu cy aenoBu nucta usmehy
HepBaType, a MOCTYyNaK je MOHaBJ/baH JOK ce He uHpmiTpupa Behu neo nmucra. Ce
uHuUITpanyje cy odaBbeHe Ha MO TPH OUIbKE 3elieHe canare. buibke cy ajbe rajeHe y

HCTHUM YCJIOBUMA Ka0 | MPe HHPWITpAIH]e.

[ler nana HakoH wuHpUITpanuje, WHGUATPUPAHH JHCTOBH Cy OJBOJEHHU O
OmwbKke W eKkcrpecwja TpaHcreHa je mnpoBepeHa GUS xucroxemujckum ecejom,

dayopectienTHOM MEKpockomujom, real-time PCR u UPLC-MS ananusom.

3.17 Tpancdopmanuja unkopuje

3.17.1 Tpancpopmanuja 6ubaka ca A. rhizogenes AAM70GUS

bakrepujcke kyntype A4AM70GUS - coj 6e3 Gateway BekTopa U COjeBU KOJU CY
caZp>kanu ojaroBapajyhe BEKTOpe, 3acejaHe Cy y TEYHY MOJIOTY ca OAroBapajyhum
aHTUOMOTHIIMMA U TajeHe Ha Iejkepy npeko Hohu. /1oOpo pa3BujeHH JIMCTOBU OuJbaka
uKopuje crapux 5-10 Henesba cy ocedeHH, NocTaB/beHH y [leTpu KyTHjy Ha UBpCTY
MS noasiory ¥ GOLIKAHHM CTEPUIIHOM HIJIOM YMOYEHOM Y OaKTepHjCKy KYITYpy, AYyXkK
JTMCHUX HepaBa. [IpBu TpaHcdopMmucaHu KOPEHOBH YOUYEHH Cy TOCIE IBE HEJeJbe, a
1ocJIe YeTUPH HelleJbe OJCEUYCHH Cy ca JICTa U nmpedadeHn Ha uBpcty MS momiory ca
nomatkom 500 mg-I"* medorakcnma, ma 61 ce cnpeuno pact Gaxrepuja. KopeHosu cy
nacaxupaHu Ha 1-2 Mecera, 3aBUCHO 0] Op3uHE pacTa, a KOHIEHTpalrja negorakcuma
je TIOCTeNeHo CMamHBaHa y POKY ol 6 Mecend, Ja OM HaKOH TOT MEpUoJia KOPEHOBH

OWJIM TajeHy Ha MoJU103U 6e3 aHTHOMOTHKA.

3.17.2 Tpancpopmanuja 6ubaka ca A. rhizogenes MSU440

Tpancdopmanuja nuxopuje MSU440 cojem npobana je OomkameM JHCTOBaA (Kao
3a AAM70GUS coj), nHKyOannjom ojiceyaka y T€YHOj MpeKoHONHO] KylnTypu OakTepHja

U METOJOM yMaKama XHUIIOKOTHaa y Oakrepujcky cycrmensujy (hypocotyl dip). ¥V
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hypocotyl dip meromu, kopumrhenu cy knujanid crapu 10 maHa, Kojuma je oJcedeH
KOpPEH M PEruoH XUIOKOTHJIA MHOKYJIHpPAaH NMPEKOHONHOM OaKTEpHjCKOM KYJITYPOM.
Knujanmm cy nmocraBbenu Ha [letpu kyTujy ca uBpctom MS mosiorom, Koja je 1o moJia
OuJia MOKpUBEHA CTEPUITHUM (PUITEp Manupom, Tako Ja XUIIOKOTHII Hajexe Ha Guirep
nanup. Ilerpu KyTuje cy ApkaHe y YCHPaBHOM IIOJIOXKa]y, ca XUIOKOTHJIOM Ha JOJIe.
KopeHoBu koju cy ce pa3BHIM Ha KIMjaHIIMMa Cy UCEUEHH U IpedayeHu Ha uyBpcty MS
1 .
noutory ca goxarkom 500 mg-I™ medorakcuma, mocie 10 mana ox Tpancdopmanuje.

Jame cy macaxkupanu kao y Tpanchopmanuju A4M70GUS cojem.

3.17.3 Kyarypa TpaHcreHux KkopeHoBa u npaheme npupacra
ounomace

Pact kyntype Tpanchopmucanux kopeHosa npaheH je y reunom MS menmjymy.
[Io 10 ekcruranTata - 1 CM ayrux oacedaka BpxXa KOpeHa, TPaHC(HOPMHUCAHUX U
HeTpaHchopMucaHuX Ousbaka, mpebadenu cy y tedny MS mommory (50 ml mo
epJieHMajepy) W JIp>KaH! Ha MICJKepy paau KOHCTAHTHE aepaiuje. 3a CBaKW KJIOH U Wt
OMJBbKY TIOCTaBJbEHO j€ MO MeT epiaeHMajepa. [locme yetnpu Henesbe rajema, KOPeHOBU
Cy mpocymeHu Ha ymujajyhem mnanupy, 3a0enexkeHa je cBexa maca, a Marepujan
3aMp3HYT y TEUHOM a30Ty, Te yyBaH Ha -80 °C 3a nasby aHanusy caJpikaja CeKyHAapHUX

MeTadomTa.

3.17.4 Perenepaunja u3 KyJType KOpeHOBA

VYuyecTtanocT CrHoHTaHe pereHepaivje mnpaheHa je Ha oOjcedliiMa KOpeHOBa
TpaHcGOpMHUCAaHHUX KJIOHOBa W HeTpaHChopMucaHux Omsbaka. Excrimanrartu ayru 1 cm,
noctaBibeHu cy Ha [letpu kytuje ca uBpcrom MS mommorom. 3a cBaku KJIOH M MajKy
OMJBbKY TIOCTaBJBEHO je Mo miecT [leTpu kyTHja ca mo mer ekcruiantara. [Ipoceuan 6poj

00pa3oBaHNX W3aHAKa MO EKCIUIaHTaTy KopeHa oapehuBan je mocie 5, 8 u 13 Henesna.

Perenepucanu u3gaHmy cy UCEIaHU ca KOPEHOBA U TajeHU OJIBOJEHO Ha YBPCTO]
MS momto3u. [Tocie Mecerr 1aHa, OMJbKe Cy y3opkoBaHe 3a u3onanujy JJHK u moTepmy
tpancpopmanuje. IlorBpheHo tpanchopmucane Oubke cy TajeHe O TMOTIIyHE
pa3BHjeHOCTH opraHa (o Tpu Mecera). Behnna Ousbaka je CIIOHTaHO IBETaja TOKOM

oBor nepuojga. Kopen perenepucane Ousbke je mpedadeH Ha [letpu KyTHjy ca HCTHM
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MEIMjyMOM, a OCTaTaKk OWJbKE je 3aMp3HYT y TeYyHOM a3oTy u uyBaH Ha -80 °C mo
kopuinthewa. 3a najbe norpede eKCrepuMeHTa, HOBU PEreHEpUCAHM HU3AAHIM CY
0JICeIaHy ca oTBpheHo TpaHchopMucaHOT KOpEeHa U TajeHr Ha uBpcTo] MS momnosu, y
Tpajaby on 10 Hemesba (3a EKCIIEPUMEHTE MEpEHa CBEXKE Mace, ekcrpecuje reHa, LC-
MS anammze u (QIIyopecUeHTHY MHUKPOCKONHjy). 3a CBE EKCIIEPUMEHTE OCHM 32
dnyopecueHTHY Mukpockonujy U GUS xucroxemujcky aHan3y, OMJBHH MaTepHjall je
MpoCyIleH Ha ynujajyhem nmanupy, 3a0enexeHa je cBeka Maca, a MaTepHjat 3aMp3HYT Y

TEYHOM a30TYy, u JpkaH Ha -80 °C no kopumrhema.

3.18 GUS xucroxemujcka aHajausza

Pagu  yrBphuBama excrnpecuje UIdA rema y Owibkama  IMKOpHUje
TpanchopMucaHuM mpasHuM cojeM A. rhizogenes, BpxoBu KOpeHOBa Wt u
TpancopMucaHuX OuJbaka MHKYOUpaHH Cy y peaKIMOHO] CMEIIH Koja je caapxkana 50
mM NaH,PO4, 10 mM Na;EDTA, 0,5 mM Kj3[Fe(CN)s], 0,5 mM Ks[Fe(CN)g] u 1
mg-ml™ X-Gluc pearenca (#R0851, Thermo Scientific), 12 h ma 37 °C, y wmpaxy.

O60jeHOCT TKI/IBaje BU3YCIIN30BaHA MAKPOCKOIICKH U MO CTCPECOMHUKPOCKOIIOM.

Excnpecuja UIdA rena y mucroBuMa 3eieHe canaTe HHOUATpUpaHHM A,
tumefaciens cojeBuMa KOji Cy HOCHIM KOHCTPYHCaHE BEKTOpE ca MPOMOTOpHMA,
yTrBpleHa je Ha clinyaH HayuH. JIMCTOBU Cy, HAKOH y30pKOBama, npBo ucrnupaHu 90%
pacTBOpPOM XJ1aJHOT aneToHa 20 MUHYTa, 3aTUM j€ alleTOH YKJIOHEH a JINCTOBU UCIPaHU
JIBa TyTa peakiuoHOM cmerioM (kao rope) 6e3 X-Gluc pearenca. JIuctoBu cy 3aTum
HOTOIUbEHU Y peakiuony cmemry ca X-Gluc pearencom ¥ UHQUITPHpPAHU BaKyyMOM
nBa nyta mo 30 S Ha mputrcky ox 250 mm Hg. Muky6anuja je nactaBbena 12 h wa 37
°C, y Mpaky. Xmopodun je yKIomeH HaKOH MHKyOanuje ucnupameM y etaHoiy: 30%
eranon, 10 munyra, 70% eranon, 10 munyra, 96% eranon, 10 mMuHyTa WM 110

o0e300jaBama. O00jEHOCT TKHBA j€ BU3YEIM30BaHA MAKPOCKOIICKH.

3.19 dDyopeciieHTHA MAKPO- 1 MUKPOCKONNja

QdnyopeciieHlja TKHBAa TPAHCTEHUX W  HeTpaHcpopMmHucaHMX  Ousbaka
nocMaTpaHa je Ha Makpo M MHMKpo HHMBOY. Ha makpo HuUBOY, ¢uyopecueHuuja je

HUCIIUTUBAHA HA HCACCTPYKTHBAH HAYHMH, Y3 IIOMOh HEKOJIMKO CHCTEMA.
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3a mocMmarpame arpoMH(UITPUPAHOT TKUBA 3€JIeHE caynate KopuiiheHa je
duyopectienTHa OuHOKynapHa Jyma Zeiss SteREO Discovery.V8 (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Hemauka) ca wmanyennum 8:1 3ymom, ompemibeHa PentaFluar S
bayopeciieHTHUM JoaaTKoM, ca cetoBuMma ¢uirepa 3a DSRED u GFP, u Lumen 200
(Prior Scientific, Jena, Hemauka) cucTreMoM 3a OCBETJbaBalbe Ca YKUBHHOM JIAMIIOM.
Kopuuihen je oxymap W-PL 10x/23, u o6jextu Plan S 1.0x FWD 81 mm. ®otorpaduje
cy HampaBjbeHe kKamepoMm AXioCamMR5 Bezanom 3a nymy. ®ayopecueHija je
nocMatpana 5 u 11 nmana HakoH uHbuiaTpammje. Pamu mopehema cHuMaka TkuBa
UHQUITPUPAHOT PA3TUINTUM KOHCTPYKTHMA, MEPEHA j€ CPe/Iiba BPETHOCT HHTEH3UTETa
OCBETJFEHOCTH MHUKCENA y JIeIOBIMa TKUBA T'JI€ TIOCTOjU €KCIIpecHja, 1 HOpMaJIn30BaHa
Ha BpeMe eKCIO3UIIMje Kamepe Yy CceKyHaama (Bpeme eKCIIO3uIldje je OOpHYTO

MPOMOPLIMOHAIIHO JaYUHU (PIIyOPECIICHIIN]E) - api-s™.

TpchreHH KOpPCHOBH TIOCMATpaHU Cy OJ BPEMCHA nojaBe IIpBHUX KOPCHOBA Ha
JIMCTOBHMA IIOCJIC TpaHC(bopMaque, J0 BHIICMCCCYHO CY6Ky.]'ITypI/IC3HI/IX KYJITYypa

KOPEHOBA CTapoCTH 2-22 HeJesbe.

Tpancopmucany KOPEHOBU MOCMATpaHU Cy (hIyOpECIEHTHOM OMHOKYJIApHOM
aynom Zeiss SteREO Lumar. V12 (Zeiss), onpemiberom objektuom NeoLumar S 0.8x,
u okymapom WPL 10x/23 Br. foc, ca pacmonom yBehawa 6,4 1o 80 myra.
dryopecieHTHO ocMaTpame je omno omoryheno ¢uyopectienTHuM noxatkom HilLite u
[lluminator HBO 100 cuctemMoM 3a OCBeT/baBame Ca KUBUHOM JIAMITOM. 3a yOouyaBambe
dnyopectiennimje DsRED-a kopumthen je 43 CY3 cer ¢unrepa (Zeiss), a 3a GFP
¢nyopecuenuujy 46 YFP (Zeiss). ®ororpaduje cy caumibere kamepom AxioCamiCml

BC3aHOM 3a JIYITYy.

Konctpyncan je u LED cuctem 3a mMakpo mocmarpame (ryopecieHIje, 1o
yrieny Ha npojekar "Using LEDs as a low-cost source to detect GFP and DSRED"
(http://www.wormbook.org/wbg/articles/volume-18-number-1/using-leds-as-a-low-cost-
source-to-detect-gfp-and-dsred-2/). 3a ekcuuranujy cy kopunthene LED auome: 3enena
(515-530 nm), mnaa (465-475 nm) u UV-A (395 nm) (cnuka 18). 3a youaBame
¢dyopecuennmje DsRED-a kopumhenn cy npsenn long-pass 600 nm ¢unrep u BP
0575-040nm (Spectragon, Taby, Illseacka), a GFP-a BP 507-043nm (Spectragon).

dororpaduje cy cuHumibeHe kamepom Canon PowerShot A470. 3a yBemuuaHo
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nocMaTpame kKopuinheHa je ounoxysnapaa ayna WILD MPS 28/32 M3Z (Leica, Wetzlar,
Hemauka ) ca okynapom 6.3X u 3ym objextuBoM yBehama 0.63-4X. Cpenma BpeaHOCT
WHTEH3UTeTa (yopecieHnyje oapeheHa je KopumhemeM M0AC/bEHUX HYMEPHYKUX
BpeaHocTu (mornasibe 4.2.3), y3umajyhu Bpemanoct 0,2 - HajMamU MOJCOK HA CKAJIH,
Kao TpemKky wmepema. llpomenar tpaHcdopMaHaTa KoOju TMOKaszyjy oxapehene
NpaBWJIHOCTH (Ha TpuMep na QuIyopecleHIrja omaaa ca OpojeM Mmacaxa KOopeHa)
oapeheH je y okBHpy TpyIne TpaHncpopMaHaTa KoJ KOjux je Omio Mmoryhe mopeauTH 1aTto

CBOjCTBO (Ha MpUMED BHUIIE Macaxa y KojuMa je MmepeHa GIyopecleHIja).

Cmuka 18. LED cucrem 3a mocmarpame duryopecrieHije. (a) - 3eeHa jauona 3a
excrmraijy DsRED-a, npBeHun ¢untep 3a JIeTeKIMjy ce Hajla3Ho HMCHOJA 00jeKTHBa
OuHOKyapHe nyne, (0) - ucta KOMOMHAIMja CBETIOCTH U QuiTepa, y KOHQUTypaImju 3a
dotorpaducame, (B) - miaBa quona ca ¢unrepom BP-0575-040nm, xondurypammja 3a
PYTHHCKH TIpETJIe]T y30paKa.

3a mocMmaTpame TKHBa BEMKHUM yBehamweM kopHuiIheHu cy (piayopecueHTHU U

KOH(OKAJTHU MUKPOCKOII.

[Ipenapatu cy mpurpeMaHud OJ CBEXEr TKHBAa KOpPEHa, JIMCTOBAa M cTaldia,
PYYHUM CceuYeHmeM TaHKHX ojicedyaka KwieroM. IloceOHO TaHKH KOPEHOBU CY
KanylJbeHu y 6% arapo3u ma 3atuMm ceuyeHH. [Ipeceru y mocraBibanu y kam 100%
[JIALIEpOJIa Ha MTPEIMETHA CTAKJIa U TIOKPUBAHU ITOKPOBHUM cTakioM. [Ipunpemanu cy u
squash mpenapaTu KOpeHa U MIIaJHX JIUCTOBA, IPUTHUCKAKHEM Jefla TKUBA y TIHLEPOITY

u3Mel)y mpeIMeTHOT ¥ MOKPOBHOT CTaKJIA.

dnyopecuieHTHH HMHBEpTHH MHKpockor Zeiss Axio Observer Z1 (Zeiss) je
kopuiithen ca o6jektuBuma A-Plan 5x/0.12, Plan-Apochromat 20x/0.8 M27 u EC Plan-
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Neofluar 40x/0.75 M27. ®ayopecueniinja DSRED-a je Busyenu3soBana y3 nomoh 43HE
¢unrep cera, a GFP-a xopumhemem cera 38. 3a ocBeT/baBame je KOpPHUIINEH CHCTEM
[lluminator HBO 100 ca »wuBuHOM nammnom. dororpaduje Cy HalpaB/beHE KaAMEPOM Y

60ju AxioCamMR5 u monoxpomarckom kamepom AXioCamMR3.

3a koH(pOKaIHY MUKPOCKOIH]Yy KOpHUIIheH je HHBepTHH MHKpockom Leica TCS
SP5 11 Basic Vis System DMI 6000 CS Bino (Leica Microsystems, Wetzlar, Hemauka) ca
o0jextuBuma HCX PL APO CS 20.0x0.70 DRY UV u HC PL APO CS2 63.0x1.40 OIL
UV. 3a ekcruranujy cy kopumihenu isacepu: Argon 488 nm u Helium Neon 543 nm, a
duyopecuennmja je aerekropaHa y omcery: 3a DsRED 575-600 nm, 3a GFP 500-525
nm. dororpaduje cy CHUMIbCHE MOHOXPOMATCKH, a 3aTUM IICEyI0000jeHe Tpema

onropapajyhem xanay.

3.20 KBanturatusau PCR

Ksanturarusau PCR (QPCR) xopumiheH je 3a oapehuBame ekcrpecuje Rol rena
KoJ Omspaka 1ukopuje Tpanchopmucanum "mpasaum"” cojeM A4, GFP u GAS rena koj
KJIOHOBAa IIUKOpPH]j€ TPaHC(HOPMHCAHUM KOHCTPYKTHMA ca MPOMOTOPCKUM ¢y3ujama U
amiRNA kouctpyktuma, u LTC rena camare mnpu arpounpuntpanuju amiRNA
koHCcTpykTuMa. Peakuuje gPCR-a mocraBibeHe cy kopumthemem Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (2x) xommuiera (#K0222, Fermentas) npema ymyTcTBy
npousBohaua. Peakirione cmerie 3anpemune 25 ul canpxkane cy konuuuny CDNA koja
oxnrosapa 100 ng PHK u 0,3 uM npajmepe (Tabena 22). AMmiudukanyja je u3BeieHa ca
ABI PRISM 7000 SDS (4pplied Biosystems Inc., Foster City, CA, CAJ]). Kopuuhenu
Cy HCTH TIpOrpaMu MHKyOanwuje kao u npwmkoMm PCR ammmudukanuje 3a oarosapajyhe
napoBe mpajmepa (mornasibe 3.9). CrnenmdudHoCT mpajMepa je moTBpheHa aHAIM30M
TOIJbEH-a MpPOJAyKaTa aMIUIM(HKanKje HakoH MHKyOauuje. CTaHaapau 3a ancoilyTHY
KBaHTU(HKAIM]Y Cy HPUIPEMIbEHH CEpUjCKUM pa3bnakuBameM npeunnthenux PCR
nponykara (mornasibe 3.11.2) y pacnony ox 10 pg~,ul'1 -1 fg~,ul'1. [Tapanenno ca
TECTHpaHUM TeHuMa, npaheHa je u ammummdukanmja pedepentHor rera 3a 18S rRNA

(Bogdanovié¢ u cap., 2013), 3a koju je moTBpljeHa KOHCTUTYTHBHA €KCIIPECH]a.
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Tabema 22. [Ipajmepu kopumihenn y kBantutatuBHUM PCR peakimjama. I[lpukazane cy
nyxuHe amiutikoHa (Dp) ¥ Temmepatype XxuOpHau3aije npajMepa. * - myOJMKOBAHO Y
Bogdanovié u cap. (2013), ** - my6nukoBaHo y Bennett u cap. (2002).

CeKBeHIIa MpeMa K0joj cy AU3ajHuPaHu

HA3UB cekBenna (5°—3’) (bp) (°C) .
npajmepu
TGACGGAGAATT
18S_F* 190 59 koHceHn3yc cexBerna 18S rRNA
AGGGTTCG
CAATGGATCCTC
18S_R* 190 59 KoHceH3yc cekBeHna 18S rRNA
GTTAAGGG
GCGAACGCGAC Ri plazmid A. rhizogenes A4 strain (GenBank
rolAl_F 111 56
- CATCTTGCT K03313)
GGTCCCTTCGCA Ri plazmid A. rhizogenes A4 strain (GenBank
rolAl R 111 56
- GCAACTCG K03313)
TGATCAGGCCCC Ri plazmid A. rhizogenes A4 strain (GenBank
rolB1_F 144 56
- GAGAGTCG K03313)
TCTGCGGCGAGG Ri plazmid A. rhizogenes A4 strain (GenBank
rolB1 R 144 56
- GACTGAAA K03313)
CCACGGGCTGCT Ri plazmid A. rhizogenes A4 strain (GenBank
rolC1_F 112 56
- GTACCTCT K03313)
CGGGGGAAGGT Ri plazmid A. rhizogenes A4 strain (GenBank
rolC1_R 112 56
TGGTGAGGA K03313)
GTCCATGCCGAG
GFP3-F 246 59 cds GFP ca Bexropa 243 pKGW-GGRR - C
AGTGATCC
ATGGCCGACAA
GFP3-R 246 59 cds GFP ca Bekropa 243 pKGW-GGRR - C
GCAGAAGAA
TGTTCGTTAGTC Cichorium intybus germacrene A synthase long
GasL2_F 107 57
- CTCCACCGAGT form mRNA (GenBank AF497999)
GCGAAAGTCGC Cichorium intybus germacrene A synthase long
GasL2_R 107 57
- AAACATACGCA form mRNA (GenBank AF497999)
AGTGGGTATGG Cichorium intybus germacrene A synthase short
GasS1_F 150 57
- GCGAGATGGT form mRNA (GenBank AF498000)
CCGGTGGCTGAT Cichorium intybus germacrene A synthase short
GasS1 R 150 57
- TGTCCCCT form mRNA (GenBank AF498000)
LTC1 F* GTTGAAGCCAAT 462 £4 Lactuca sativa germacrene A synthase LTC1
* GGTACCCTT mRNA, complete cds (GenBank AF489964.1)
LTC1 R* CTTCACATCGTT 462 54 Lactuca sativa germacrene A synthase LTC1
* GGTAATGGA mRNA, complete cds (GenBank AF489964.1)
LTC2_F* GTTGACACTAAT 456 54 Lactuca sativa germacrene A synthase LTC2
* GCCACCATC mRNA. complete cds (GenBank AF489965.1)
LTC2 R* CTTCACATCCGT 456 " Lactuca sativa germacrene A synthase LTC2
* AGAAATATC mRNA. complete cds (GenBank AF489965.1)
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3.21 Excrpaknuja u LC-MS ananu3a reajaHoiuaa, UX0OBHX
0KCaJIaTa M XJIOPOreHe KuceJnHe

Campxkaj  cmobomHux — rBajaHonuaa  (8-ACOKCHIAKTYIIMHA,  JIAKTYIMHA,
TUXUAPOJIAKTYIIUHA, JIAKTYITUKPHHA), KOCTYHOJIUIA U XJIOPOTEHE KUCEIMHE, MEPEH je Y
HeTpaHchopMHucaHUM M OuJbkama Tpanchopmucanum cojeMm A4M70GUS, meromom
mubane UPLC-MS ananuse. 3aMp3HYT OMJBHH MaTepHjall je caMJIeBEH y TEYHOM a30TYy,
onMepeHa je notpedna konumunHa TkuBa (100 mg 3a xopen u 400 Mg 3a HaA3EeMHHU J1€0
OWbKe), a jemumema Cy eKCcTpaxoBaHa MeraHodiom ca nojatkoMm 0,133% wmpaBibe
KucenuHe. Y3opiu cy conndukoBanu 10 MuHyTa a 3aTUM HEHTpUdyrupanu 5 MuHyTa
Ha 21000 g nHa coOHoj Temmeparypu. EkcTpakiuja je MOHOBJbEHa JBa IIyTa,
CYIIEpHATaHTHU Cy CIOjE€HH, 3aTUM pa30IaKeHH JIejOHU30BAHOM BOJOM y oxHocy 1:1 u
npodunrpupann  Minisart® RC15 (#17761-R,Sartorius, Goettingen, Hemauka)
¢untepuma. Excrpaktu cy anammsupanu mo metoau Kohlen u cap. (2011) ca
monupukanujama. Awnamuze cy obOaBbeHe Ha Waters Xevo TaHgeM MaceHOM
cunektpomerpy (Waters, Milford, Massachusetts, CAJI), onpemMibeHUM €ICKTPOCIIPE]
JOHHM3AIMOHUM U3BOPOM, U Be3anuMm 3a Acquity UPLC (Waters) Teunu xpomarorpad. 3a
pasnBajame je kopumthena Acquity BEH C18 komona (100, 2,1 mm, 1,7 um; Waters).
MobunHa (asa ce cacrojana ox Boxe ca 0,1% MpaBibe kucenuse (A) U alleTOHUTPUIA
(B). Kopumihena je enymuja ca muaeapaum rpagujearom: 0 min, 5% b; 1,25 min 5% b,
3,55 min, 50% B; 7,1 min, 90% b; 7,85 min 90% b; 8 min, 5% b u 9,85 min, 5% Bb.
Temneparypa konone je 6uma 50 °C, 6p3una nportoka 0,5 ml-min™, a umekrnpana je
sanpemuna o1 10 pl. Macenu criekTpoMeTap je paauo y MOy IMO3UTHBHE jOHH3AIH]jE, a
IPOTOK Y KOHYCY W JecolBamuju je 6mo moxemer Ha 50 u 100 I-h™. Temmeparypa
u3Bopa u aeconBanuje owmna je, 150 u 650 °C, pemom, a xamwirapaa Bonraxa 3,0 kV.
MRM (enr. multiple reaction monitoring) mnpenasu HCIUTUBAHHUX jeIUICHA CY
ontumu3oBanu kopuithemem Waters Intellistart konzone. Canpikaj jenumema y Ug je

npepavyHaT 10 J CBeXe Mace TKHBA.

bp3uHa mpoaykiuje ceKkyHIapHUX MeTabolHuTa y TEeYHO] KYJATYypH KOPEHOBa
npepadyHata je npema Misi¢ u cap. (2013) kao g jenumema MpoayKOBaH MO JIaHy U
3aMpEeMHUHN KYJAType, y YKYITHO] CBEXO] MAacH KyJAType noOujeHoj mocie 4 Heaesbe

rajema.
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Canpikaj okcallaTa CECKBUTEPIICHCKHMX JIaKTOHa (JakTynuH-15-okcamara, 8-
JNEOKCHIIAKTYIIMH-15-0Kkcanara W JIaKTynukpuH-15-okcanara) mopehen je mely
HeTpaHChOpPMHUCAaHUM OMJbKaMa M OJroBapajyhum TpaHC(OPMHUCAHUM KJIOHOBHMA, Paau
UCIMTHBama yTuiaja yrumaBama GAS long u GAS short rema Ha mnpoaykiujy
HU3BOJHUX MeTabonuTta. Tpu HaBeleHa jeIMbEelkha Cy U3adpaHa MOIITO Cy ca BUCOKOM
curypHomhy wuaeHTH(UKOBaHA Ha OCHOBY Mace, nopehemem crneuuduune MS/MS
bparmenTanuje ca JuTepaTypHuM mojanuma (Sessa u cap., 2000; Abu-Reidah u cap.,
2013) 1 momro cy 6wiia mpUCyTHA y BHCOKO] KOJMYMHU KO MajKu Ouspaka. M3onammja
jenumema 00aBbeHa je Ha NCTH HAYMH Kao Y CIIy4ajy Mepema CII000IHUX IBajaHOJINIa.
Xpomartorpadcko pasliBajame M aHalM3a CGKCTpakara je u3BeneHa momohy Dionex
Ultimate 3000 UHPLC cucrema (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Hemauka) y unjem
ce CKJIONy Hajla3uiaa OMHapHa IMyMIla, BaKyyM Jeracep, TepMOCTaT 3a KOJIOHE U ayTo-
cemmiep. UHPLC cucremowm je ympassbano nmomohy Chromeleon v2.1 (Thermo Fisher
Scientific) codtBepa. Kao ngerekrop je kopumihen triple-quadrupole wmacenu
cnekrpomerap (TSQ Quantum Access MAX, Thermo Fisher Scientific) ompemmen ca
rpejaHoM esektpo-crpej jonusanujom (HESI, enr. heated electrospray ionization).
Xpomarorpadcko pa3jiBajambe CECKBUTEPIICHCKHX JIaKTOHA je ypaheno na Hypersil gold
C18 xkononm (BemumumHa yectuna: 1,9 wm, mumenswje: 50x2,1 mm), y3 kopumrheme
rpaavjeHT enyuuje ase moounHe daze: A) 0,1% mpaBba kucenuHa y Boau U b)
alleTOHUTPII, TpeMa ciesichem mporpamy: 5-20% b y npeux 3 min; 20-40% b oxn 3 no
5 min, 40-50% b ox 5 mo 7,5 min, 50-60% b y nepuoay ox 7,5 mo 8,5 min, 60-95% b
ox 8,5 10 10,5 min, 95% B m0 13,5 min, 95% 10 5% b ox 13,5 mo 14 min, 3a 4um je
crequia peekBrirOpanuja komoxe ca 5% b o 18 min, npu npotoky ox 0,4 ml-min™. 3a
cBe aHanm3e cy kopuinhenu “MS-grade” pactBopu (Fisher Scientific UK, Leics, Benuka
bpuranuja) u nejonnszoBana Boaa (> 18 MQ). Komona je tepmocratupana va 30 °C, a
umbeKIrona 3anpemuna je Omma 10 pl. Temmeparypa joncke mpobe (eHr. vaporizer
temperature) nonemena je Ha 100 °C, mok cy napamerpu HESI nmpobe usHocunm: HamoH
-3500 V; mpurucak Hoceher raca (N2) 30 AU (apburpapue jenunune; eHr. arbitrary
units); mpurrcak raca y jonckom m3Bopy 0 AU; mputmcak aykcwimaphor raca 7 AU;
Kanuapaa temneparypa 275 °C, komnensanuja kanwiape (edr. capillary offset) -35 V,
KOMITEH3a1uja joHCKuX counBa (eHr. tube lens offset) -65 V. V xBanuTaruBHOj aHamM3M

CeCKBUTEpIeHCKUX JakToHa cy kopunthenu FS (enr. full scan), PrIS (enr. product ion
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scan) u PIS (enr. parent ion scan) MOIOBH CKEHHpamwa, JIOK je 32 KBAaHTUTATHBHY
ananmu3y kopunther MRM moa. CniekTpu MaceHHX mpesnasa 100ujeHu ¢y KopuihemeM
kosmsnone enepruje (CE enr. collision energy) 20 eV y3 10 eV "energy ramp” (20 £ 10
eV). 3a MRM nerexumjy u npahewme y HEraTUBHOM MOy KOpHIIheHH Ccy clieaehu
MaceHH Tpena3u: 8-IeoKCcuIakTyiuH-15-okcamar m/z 331 [M-H]T — m/z 259 y3
KoJIM3uoHy eneprujy ox 10 eV u m/z 331 — m/z 215 y3 CE 15 eV), 3a nakrynun-15-
okcanar m/z 347 [M-H]" — m/z 275 y3 CE 15 eV u m/z 347 — m/z 213 y3 CE 15 eV,
JIOK Cy 3a JIAKTynHKpuH-15-okcanat kopurthenn m/z 481 — m/z 242 y3 CE 15 eV u m/z
481 — m/z 213 y3 CE 20 eV. HaBenenu MaceHu mpesasu Cy u3abpaHu IMOIMITO Cy OUIH
BUCOKOT MHTEH3UTETa U crienupuaHocTd. [IpuiankoM cBUX eKcriepuMeHara y KojuMa je
MHAYKOBaHa (hparMeHTaIyja Moiekyna, kopuiiheH je mputucak Ar raca ox 1,5 mTorr y
Koun3uoHoj henmuju. 3a KBaHTH(UKauMjy je KopuiIheHa MOBpLIMHA IHUKOBA
onrosapajyhux MRM mpenaza. VYcnen HemocrtaTka ayTeHTHYHHMX CTaHAapAa 3a
KBaHTU(HKAIH]Y, CIIPOBEJICHA j€ pelaTuBHA Iiceyao-KBaHTH(puKanuja. Hanme, 3a cBako
on mpaheHux jenumerma u3abpaH je y30pak ca HajBehrM HMHTEH3UTETOM IHUKa, Taj
y30pak je cepujcku pasbnaxeH 2, 4, 8, 16, 32, 64 u 128 myra pacTBOpoM KoOju je
caapxkao 50% Boxae, 50% MeOH u 0,067% HCOOH. Ha ocHoBy mHTeH3uTeTa MRM
NUKOBa y oroBapajyhum pazOnakemnMa KOHCTPYHCaHE Cy TCeyAo KaauOpanuoHe
KpUBE Ha OCHOBY KOjUX je oapeleHa pelaTuBHA KOJIMYMHA aHAIU3UPAHUX JeIUEHa Y
ocTalluM y3opuuma. JIuHepaHa perpecroHa aHajqu3a OBaKo J00MjeHUX KalnOparmoHuX
KPHUBHX j€ MOKa3aia OJIMYHY JIMHEAPHOCT y3 KOpeJaluoHe KoeduinjeHTe ox r’ > 0,98
(0,9879 3a maktynuH-15-okcanar, 0,9875 3a 8-neokcunakryiun-15-okcanat u 0,9892 3a
JTAaKTYNUKpUH-15-0kcanar). PesyntaTu cy mpencTraB/beHH pPENaTUBHO Yy OJHOCY Ha
oarosapajyhy majky ombky. Xcalibur v2.1 codrsep je xopumhen 3a kontpory MS/MS

UHCTPYMEHTA, PUKYIUbabe U 00paly mojiaTaxa.

3.22 Crarucruuka u OmonHdopmMarudka odpaja nogaraka u
kopuithenn nporpamu

Behuna excriepuMenara, ykibyuyjyhu Mmepeme cBexe mMace, aHallu3e eKCIpecHje
reHa M Cajp)kKaja jeluberha, IMOCTaBJEHU Cy OapeM y TpH OHOJOIIKA MMOHABIHAA.

CratucTiuke aHaiam3e cy obaBibeHe y3 momoh codreepa OriginPro 8 (OriginLab
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Corporation, Northampton, MA,CAl) u Statistica 8 (StatSoft, Inc., Tulsa,OK,CAJ).
Cpenmwe Bpennoctu cy mnopehene ANOVA tecrom npahenum Fisher LSD posthoc

tectoM nonpazymeBajyhu p < 0,05, unu CrynentoBum t-rectom mompazymeBajyhu p <

0,05.

Cnuke moOMjeHHX relloBa aHanm3upaHe cy y3 momoh mporpama TotalLabl20

v2008.01 (Nonlinear Dynamics Ltd.,Newcastle, Benuka bpuranuja).

[IpajMepu kopumiheHn y KIOHUpamby M CEKBEHIHMPABY AU3aJHUPAHH CY
nporpamom Clone Suit Manager 9 (Sci-Ed Software, Cary, NC, CAJl). 3a au3saju
OCTaJIMX TpajMepa U MPOBEPY CEeNU(PUIHOCTH, KOpHIINeHa jeé MHTEPHET arjIfKallnja
NCBI Primer Blast (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-
blast/index.cgi?LINK_LOC=BlastHome).

IMopeheme cexBenim je obaBsbeHo mporpamuma DNA Baser v2 (Heracle BioSoft
S.R.L., Pitesti, Pymynuja) u BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.4 (Ibis Biosciences,
Carlsbad, CA, CAJD).

3a mperpary TEOpPHjCKHX BE3MBHUX MeCTa TPAHCKPUMNLIMOHUX (dakTopa y
CeKBEHIIaMa  TMpoMoTOopa  KopumheHa je  wHTepHer  0aza  TFSEARCH

(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html).

[lpernen mama BekTopa u KioHupawe In Silico ypaheno je y crmobomHOM

nporpamy ApE - A Plasmid Editor v2.0.30 (M. Wayne Davis).

Pesyntatu nobujenn momohy ZeiSS nyma W MHKPOCKONA aHAIU3HPAaHH Cy
nporpamom AxioVision 4.8 Rel. Pezynratu ca koH(pOKaTHOT MUKPOCKONA aHAIN3UPAHH
cy mporpamom LAS AF Lite 2.6.0 (Leica Microsystems). 3a Mmepeme cpe/imbe BPeJHOCTH
WHTCH3UTETa THMKcena kopumhen je  cmoboman mporpam  Imaged  1.48v

(http://imagej.nih.goV/ij/).

['paduuu excruranuje u emucHje (IyopeclieHTHUX MPOTEeHHa, Y KOMOMHALU]U
ca eKCIHUTALMOHUM M3BOPOM M €MHCHOHUMM (PUITEpUMA, HAINPABJHEHU Cy y3 MOMOh
UHTEPHET aryMKanuja BD Fluorescence Spectrum Viewer

(http://www.bdbiosciences.com/research/multicolor/spectrum_viewer/index.jsp) u Zeiss
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Interactive  Fluorescence Dye and Filter Database (https://www.micro-
shop.zeiss.com/?s=1245654263e7f70&|=en&p=us&f=f&a=i).

Pesynratn excnpecuje reHa pobujenu (PCR wmeronmom, anamu3upanu cy

nporpamom 7000 System SDS Software v1.2.

3.23 IIlema Toka ekciepuMeHATAa
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Crnuxka 19. [llema xopunrtheHor OUsbHOT MaTepHjaiia, ynoTpeOJbeHUX MeTo1a M 00aBJFEHUX
aHaJM3a, ca HA3HAYCHUM TIOTJIaBJbHMa PE3yJITaTa.
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4. PE3YJITATHU

4.1 YenocraBibame iN VItro KyJType IUKOpPHje U MPOTOKOJIA
3a reHeTHYKY TpaHchopMmanujy

In vitro xyarypa C. intybus Blue je ycmocraBibena u3 cemena. Hakon
HOBPIIMHCKE CTEpUIIM3aliMje, CeMEHa cy uckirjana Ha MS noanosu Tokom 10-15 nana.
Knujanuum cy masbe rajeHu Ha uCTOj moaio3u ca 2% caxapo3oM. Y Toky 1-2 mecema
pasBwie Cy ce TOTInyHO (opMupaHe OWIbKe, ca J0OpO pa3BHjCHHM KOPEHCKUM
CHCTEMOM M KPYIHHUM JIMCTOBUMA OPraHU30BaHUM y po3eTy. Heke Ouibke Cy ClIOHTaHO
[[BETaJIe TOKOM 2-3 Mecella rajema, J0K je BehrHa octajia y BEreTaTuBHOM CTaJlujyMy.
Hakon mect Mecenu rajema, y3 MECeYHO Macakupame u3gaHaka, oko 70% Owsbaka je
npouBetano. HajepukacHuju cucrem 3a ymMHOXKaBame J100ujeHuX IN VItro kynrypa 6uo
je mpeKo KyJnType KopeHa oJiceueHor ca OuJbKe y pa3BojHOj (ha3u poseTe, Ha KOME Cy ce,
CIOHTAHO WJIM IOCHEIIEHO MOBpeIoM, (popMUpaIN U3JaHLU Y TOKY 1-2 Mecena (ciuka
20). Perenepucanu u3gaHIM Cy OJICEIIAaHU U TajeHU 10 00pa3oBama OMIbKE ca KOPEHOM.
Excrnanraru u3naHaka cy eukacHO yMHOXaBaHU JIOK Cy OMJbKe OHiie Yy BEre€TaTUBHO)]
¢a3u, u yecra je Owia MojaBa aJBEHTHMBHMX ITyloJbaka y OCHOBM ekcruiaHtara. Ca
npenackoM y ¢a3y LBeTama, MehyTum, ojacednM Hu3JaHaka Cy YIJIaBHOM TyOWIH
pereHepaTuBHHU NOTEHLMjal U OUJIO je TeIIKO JOOUTH KOMIUIETHO pereHepucaHe Ouibke
ca pa3BujeHHMM KopeHoM. KopeH ojceueH ca mBeTasie OMJbKE je Takohe OMiIo Texe
npomnarupaTd oJ KopeHa OuJbke y cTaaujymy posere. 300or Ttora, 3a mnotpede
eKCIIepUMEHAaTa, PereHepUCaHn M3JaHLHU Cy OJIBajaHU ca KYJIType KOpeHa U TajeHd

3aceOHO 10 hopmupama 1ene OuJbKe.

3a reHeTHuky TpaHchopManujy HHUKOpUje W noOujame hairy-root xynrypa,

TecTHpana cy asa coja A. rhizogenes - A4M70GUS u MSU440.
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Ciika 20. [llemarcku nprkas pereHepaluje UKopUje y KyiITypH in Vitro.

4.1.1 Tpaucdopmanuja cojem AAM70GUS

NHunmjanHu eKCnepuMEeHTH TMOoJApa3yMeBalld Cy TpaHchOpMalujy HTUKOPH]je
"mpasuum" cojem A. rhizogenes - koju je caapkao camo PRIA4 mmasmua ca
uaterpucaiuM UIdJA reHoMm, 0e3 KOHCTpyMCaHHX OWHApHHX BEKTOpa, a y CBPXY
npoBepe MoryhHOCTH TpaHcopMalilje OBHM COjeM, KBajguTeTa W Opoja J00MjeHHux
Tpanchopmanata, u npahema yrunaja Tpancopmanuje u ekcrnpecuje Rol rena Ha

aKyMyJIallijy TBajaHOIU/A.

bubke cy TpanchopMucane OOIKakEM 0JICEYEHUX JIMCTOBA UTJIOM YMOUYEHOM Y
Oaktepujcky KyaTypy. Ox 15 Ousbaka 4uju Cy JUCTOBH ojiceniand, kux 10 je pa3Bmio
KopeHoBe. [IpBu KOpeHOBU Cy ce TojaBWiIn Ha JmcToBUMa Beh HakoH 10 maHa (cimka

216), a ojacedeHM Cy HAKOH 4YETUPH Henelhe. Ha HCTOBMMa WHOKYIHMCAaHUM
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0aKTEpUjCKOM KYITYpoM 0Opa3oBaM Cy ce, OCHMM KopeHoBa, W wusmanuu. PCR
AQHAJIM30M j€ TTOKA3aHO J1a OBH ITYIOJBIIM HUCY OWIM TPaHC(OPMUCAHHU U OHU HHCY J1aJbe
aHanm3upanu. KoHTposiHe Ouibke, OOLIKaHE CTEPUIIHOM HUTIJIOM, HAa MECTY IMOBpEIE CY
pasBHjalie UCKJbYUUBO MU3AaHke (cnuka 21r). Ox 47 MHUIMjaTHUX KJIOHOBA, HUX JIEBET
je TpEeXHWBENIO MPBUX IIECT MECEUU KYJITUBAIMje W HACTaBWIO pacT. Y TOKY TOT
nepuoja, y KyJATypH IIECT KIIOHOBA CY C€ CIIOHTaHO 00pa3oBaiyu u3aaHnu (ciuka 211),
KOjU Cy OJICELIaHU ca KOPEHOBa U rajeHu camocTaiHo Ha MS nojuio3u ca 2% caxapo3om.
Perenepucanu wu3gaHIM cCcy pa3BUjaIM  HAA3€MHU JI€0 YIJIaBHOM HOpMajHe
Mopdosoruje, 10K Cy KOPEHOBH OWIM 3HATHO OpPOjJHHjU W BHIIE TPaHATH HETO KOI
HeTpaHchopmucannx Omsbaka (cnuka 21e u k). TpanchopMucanu U3TaHIM Cy paHUje
npenazunu y ¢asy LBeTama, y 0JHOCY Ha HeTpaHc(hOpMHUCaHE, Ma je TaKOo MOCie JBa
Mecella MMOJIOBHHA KJIOHOBA IIBETalla, a Moclie YeTUPU Mecella MeT O] MIECT KIOHOBA je
pa3Bwio 1BeTHE u3nanke. KitoHoBU cy ce Mel)ycoOHO pasznukoBanu y Op3uHU IBETabA,

KOjy Cy 3aJp)KaBaJii KPO3 BHIIECTPYKE Macaxe.

Crnuka 21. Tpanchopmaimja nMKOpHje U pereHepaiyja TpaHCTeHUX OMJbaka: (a) W3JaHIu
crapu 10 Henespa, mpe nHoKynanmje, (6) HR Ha ymcroBuma 10 gana mo tpanchopmartuju,
(B) mobpo pazBujenu HR mpe oncenama, (r) M3maHIM HA MECTy TOBPEAEC KOHTPOIHHUX
Owmpaka, () crmoHTaHa pereHepammja wu3ganka y HR - kyarypama, (1)) wusrien
HeTpaHchopMUCaHe OMIbKE Y CTaaujyMy po3ere, (€) TpaHchopMucana OMibka y CTaujyMmy
po3sere, (k) TpaHcopMICaHa IBeTana OUbKa, (3) U3riie 1BeTa TpaHchopMucaHe OUIbKeE.
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Perenepucane Ousbke CBaKor KJIOHA Cy TrajeHe 3aceOHo 10 Hemesba, HAKOH yera
Cy TeCTUpaHe Ha IPUCYCTBO U eKcrpecHujy TpaHcrena - UIdA reHa aMuimpukoBaHor u3
renomcke JIHK, excrnpecujy UIdA Tpanckpunra y jucroBuma aerekroBany RT-PCR-
oM, U aktTuBHOCT GUS mpoTenHa NeTeKTOBaHY XHCTOXEMH]CKHM OojemeM (cimka 22).
CBUX IIIECT KJIOHOBA, JTIOOMjEeHUX CIIOHTaHOM pereHepanujom ca HR, morBphern cy kao
TpaHnchopmucanu, u cBu ¢y ekcnpumupann GUS y mucty u xopeny, kioHosu 12 u 30
Hajsehum wuuTeHsureroM. OpacyctBoMm amiummdukanuje VirD1 Gakrepujckor reHa
nokasaso je 1a je excupecuja GUS nocienuiia HHTerpaiuje TpaHcreHa y OubHU Fe€HOM,
a He TmocliequIia KoHTamuHanuje Oaktepujama. Oj IIeCT KIOHOBA KOJ KOJUX je
notBpheHa TpaHcopmanyja, Tpu Cy m3abpaHa 3a Jajba UCTPAXUBAmba, HA OCHOBY

MNpCIIMMHUHAPHE KapaKTepI/BaHI/IjC pacTCma U IBETamba.

12 13 30

33

400

300

500
400

Cnuxka 22. ITorBpaa Tpancdopmarmje mect HR kioHOBa obGenexenux OpojeBuma 12 1o 44:
redomcka JIHK nmcra perenepricanux Ouspaka je kopuinheHa 3a amrumdukaipjy UidA
reHa pajay MOTBPJE HMHTErpaiuje TpaHcreHa y OwsbHH reHom (a) u VirD1 rena pamu
MIOTBP/IE JIa CHTHAIT He MoTHYe o1 OakTeprjcke kKoHTamuHanuje (0). Excripecuja UIdA rena
je motBphena RT-PCR-om na PHK u3onoBanoj u3 muctoBa (B) u GUS xucroxemujckum
0ojemeM KOpeHOBa pereHepucannx Omspaka (T). Kao mosutmBHa koHTpoma y PCR
peakuujama kopuithena je Oakrepujcka JJHK (+), mok je y 6ojemy kopuiiheH KOpeH
nperxoqHo mnorBphern ga ekcnpumupa GUS. Wt - Herpancpopmucana Ousbka Kao
HeraTHBHA KOHTPOJIA.
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4.1.2 Tpauchopmanuja cojem MSU440

MSU440 je coj koju campxu PRIA4 mnasmui, ¥ HE CaJApKU Mapkepe 3a
Tparcopmallujy, Te je IorojiaH 3a yrnoTpedy ca OMHApHUM ILIa3MUIUMa KOJH CaIpiKe

Mapkepe, kao mto cy GUS u GFP.

3a Tpanchopmanujy OBHUM coOjeM, HCOpobaHa cy Tpu Tmpotokona. [lpu
TpaHchopManmju OOIKAkEM JIMCTOBA YK JIMCHOT HEpBa Ha KIHMjaHIIUMa cTapum 12
JaHa, ¥ OMJpbKaMa ctapuM 3 U 6 Hezlesba, Ka0 U MHKYOAIMjH OJICeYaKa JIMCTOBa OnJbaka
crapux 1-2 mecema y TeuHO] OaKTEpHjCKOj KYJITypH, HHUje AONUIO JO pa3Bujama HR
KOpeHOBa, T¢ TpaHchopmaluja Huje Omna yerenaa. [Ipumernom hypocotyl dip metone
Ha KIWjaHIIMMa cTapuM 1|2 JgaHa pa3BHIM Cy CE€ KOPCHOBM Ha MECTy Ipeceka
XUIIOKOTUJIA. Pa3BujeHr KOPEHOBH Cy OJICEYCHM ca OMJBKE W Jlajbe TajeHU OJIBOjEHO Ha
nomno3n ca nedorakcumom (cnmka 23a). HakoH wMecenm naHa, Ha OJICEYCHHM
KOPEHOBHMMa Cy C€ CHOHTaHO (opMmupany u3naHim (ciauka 230), KOju Cy OJIBOjeHH U

rajenu 3aceOHo Ha MS noo3u ca 2% caxapo3om, paau MpoBepe TPaHCTEHE PUPO/IE.

b
.

E .

Cruka 23. Hypocotyl dip tpancdopmarija MSU440 cojem. (a) - kopeHoBU (OpMUpPAHU Ha
MHOKYJIMCAHOM XHUIOKOTHIYy, (0) - CIIOHTaHa pereHepanyja M3JaHaka Ha OJIBOjE€HOM
KOpEHY.

Opn 150 nHOKyMMCaHUX KJIMjaHala 1o0ujeHo je 323 nHUIMjadHa KIOHA, Of Yera
je 129 mpexuBeno KylITHBAaM]y Yy TEpUOAY OJ IIECT Meceld, a 65 CHOHTaHO
pereHepucano TOTSHIHMjaTHO TpaHCreHe wu3naHke. [lo Tpu wiam BUIE OJBOjEHHX
W3JJaHaKa CBAKOT O/ OBHX KIJIOHOBa TeCTHpaHO je reHomMckuM PCR-oM Ha mpucycTBO
TPaHCT€HA, M OJf CBUX TECTHpPaHMX H3JaHaKa, caMO KOJ JETHOr je JEeTEKTOBaHO
npucycTBo Oakrepujckor rena rolB (cimka 24). CBe TecTupaHe OWJBKE HMalle Cy
ouekuBany amrmumdukanujy 18S rRNA rena, mro je cyrepucano aa je uzonamnuja JJHK

Omna ycremHa. 3akibydeHo je aa coj MSU440 numje moromaH 3a TpaHchopmaiujy
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nukopuje, Oynyhu na je eduxacHoct TpaHchopmanuje Owia BeoMa HHUCKA, M HH)jE

KopuitheH y JajbiM eKCIIepUMEHTHMA.

a T +
300

0
200
150

Cnuxka 24. I'eromcku PCR jemHor 6poja xiioHoBa 1o0ujeHnx MHOKynanujom ca MSU440.

(a) ammmdukanuja rolB rema u (0) ammmbpukarmja 18S rema. "+" je Owsbka

tpancopmucana A4M70GUS cojem, mperxomHo moTBpheHa, a "r"  jenwHuU
TpaHc(hOpMHUCaHH KIOH Mel)y TECTHPaHIM.

4.1.3 Pacreme u pazsuhe Tpancopmanara

Opabpanum  kioHOBMMa  nobOujeHuMm  Tpanchopmammjom A4 cojem,

OKapaKTEePHCAaHU Cy IIapaMETPU pacTera, pereHeparje 1 IBeTama.

Pact kynrypa xopenoBa kioHoBa 13, 35 u 36 u HerpaHcpopmucaHe OuJbKe,
npaheH je y Te4YHOj KyJITypH TOKOM Mecell JaHa (ciuka 25). KopeHoBH CBUX KJIOHOBa Cy
pacau Opke off HeTpaHC(hOpPMHUCAHUX, a KJIOH 13 je umao HajBehu mpupact Ouomace -
oko 60 myTa BUIIM y OJHOCY Ha KOHTPOJy. bpxku pact kiona 13 3ampkao ce U KOJ
oOpa3zoBaHux pereHepaHara ctapux 10 Hemespa, MOCEOHO y CTaUjyMy po3eTe Kajaa je
0Baj KJIOH MMao 22 myta Behu pact kopeHa u 3,8 myra Behu mopact mace M3/aHKa, y
OJIHOCY Ha HeTpaHC(hOpPMHCAHy KOHTpONy. Y CTaJujyMy LIBeTama, pasiuke u3Mehy

KJIOHOBA U HeTpaHC(hOpMUCAHUX OMJbaka Cy Ouiie Mambe YOUuJbUBE.

KnoHoBH cy oOKapakTepucaHu M MEpEeHmeM YYecTalOCTH pereHepanuje Ha
oJicedliiMa KopeHoBa TokoM 5, 8 u 13 Henespa rajema Ha YBPCTOM MeAMjyMy (ClHKa
26). TokoM TOr mepuoja, HajBHILIE pereHepaHara je oOpa3oBaHO Yy KYyIATypH
HeTpaHCc(hOpMUCAaHUX KOPEHOBA, Kao W y KyATypH KioHa 36. Hajmame pereHepanara

dbopMupaHo je Ha KOpeHOBUMA KJIoHA 13.
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Cnuxka 25. [Tpupact cBexe Mace KyJType KOpeHOBa, Kao 1 U3/JaHKa U KOpEeHa pereHepaHara
HetpaHcopmucane Owbke (W) u Tpanchopmucanux kionoBa (k13, k35 u k36) y
BETETATHBHO] W TeHepaTuBHO] ¢a3u pasBuha. BpemHoctm Ha rpaduKy mNpencraBibajy
Cpelllby BpPENHOCT =+ CTaHIApIHY TpEIIKy Mepelmha Mace KYIType KOpeHa U3 IeT
epienMajepa Wi 3 - 8 MeMMX pereHeprcaHux Owsbaka. Pasnmmumra ciioBa TNpUKasyjy
CTaTUCTHYKH 3HauYajHe pasimke (P < 0,05).
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Cmuka 26. CroHTaHa pereHepanyja y KyaTypu HeTpaHchopmucanux (Wt) u
TpaHchopmucanux kopeHosa (k13-36). Ilpukaszana je cpenma BpeTHOCT M CTaHAApAHA
rpemka Opoja u3raHaka oOpasoBaHux y miecT Ilerpu KyTuja ca mo meT eKCIUIaHTaTta 3a
CBaKM KJIOH. Pa3nuumnTa ciioBa npuKasyjy CTaTUCTHYKH 3HadajHe pasmke (P < 0,05).
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Krnonosu cy ce melyycobHO paznukoBaiyn u 'y Op3uHH npenacka y a3y IBeTama.
Mapna cy nocrojane pasnuke mel)y u3gaHnmuma ucTor kKioHa, BehnHa Ouspaka mopexiom
ox kioHa 35 u 36 je mpornBerana nociae 6 HeleJba rajemka, a caMo j€ HEKOJIMKO OuJbaka
OCTaJI0 y cTaaujyMy po3ere HakoH 10 Hemesba KyiTHBanWje. 3a pasjiMKy O] HHUX,
HeTpaHcopMucane OuJbKe cy jour yBeK BehMHCKH Ouiie y ctaaujymy pos3ere HakoH 10
Henespa. Kion 13 je mBerao panmje y OAHOCY Ha KOHTPOJIy ajd HE M Y OJHOCY Ha

KJIOHOBE 35 u 36.

4.1.4 Tlpoaykumja rBajaHosuaa y TpaHcGpOpMHCAHUM U
HeTpaHCcPOpMHUCAHUM OM/bKAMA Y BEreTATUBHOj U
renepatuBHoj ¢a3u pazsuha

YcnocraBibeH CHCTEM KYITYpa, cactaBibeH o Wt 1 HR Teunux kynrtypa KopeHa,
U HeTpaHc(hopMUCaHUX U TPaHCPOPMHCAHUX OMIbaKa y BEreTaTHBHOj U T€HEPATUBHO]
¢a3u, uckopumrheH je 3a mpoydaBame aKyMyJalHje I'BajaHONIna Y TKUBUMA IIMKOPH]je

TOKOM OPraHOICHE3C U LIBCTAbA.

Herpancdopmucanu KOpeHOBH LIUKOPHj€ Y TEUHOM MEAUjyMY NMPOU3BOJUIU CY
IBajaHOJIMJIE W3 Tpyle JAaKTyIMHa - JakTyuuH (21,23 ,ug-g'l), naktynukpua (61,06
,ug-gl), U Mame KoimuuumHe §-aeokcwiaktyuuHa (3,05 yg-g'l) u 11p,13-
nuxuaponaktynuHa (0,43 ug-g'l) (cnmuxa 27). KocTyHOnuza, 3ajeIHUYKH TMPEKYPCOp
CECKBUTEPIEHCKUX JIaKTOHA KOJ LIMKOpHje, HUje neTekToBaH. HR kynrype omabpanux
KJIOHOBa Cy Takolje TMpOU3BOAMIIE OBa JEIUEHECHA, -JICOKCHIAKTYLUH H
JUXUAPONAKTYIIMH y KOJWYMHU CIMYHO] Kao KOJ KOHTpOJE, JIOK Cy JIAKTYIIMH H

JAKTYMUKPUH OMIIM IPUCYTHU Y Mak0j KOJIUYUHHU.

Mehytum, 3axBasbyjyhu OpkeM pacTemy TpaHC(OPMHCAHUX KOPEHOBaA (CIUKa
25), unak je Ouino moryhe nodutu Behy xonnuuHy jenumema u3 HR kynrypa y Toky
jeaHe cyOkynrype (cnuka 28), ma je Tako KyaTypa KopeHa kioHa 13 mpoussena 10, 25,
70 u 90 mnyra BHIIE JIAKTYNMKpPUHA, JIAKTYyLIMHA, 8-JCOKCWIAKTYLMHA H

JTUXUJIPOJIAKTYLMHA, peaoM, y nopehemy ca Wt KylITypom.
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Cnuka 27. Caaprkaj rBajaHONIUIA Y TEUHO] KYJITYPU KOpeHa, KOpeHy OMJbKE y BEereTaTUBHO]
(Bp) dasu u xopeny Omsbke y rerHepatuBHoj (1) ¢asu passuha. [Ipukazane cy cpenme
BPEIHOCTH Ca CTaHJApIHOM TPEIIKOM TpU HE3aBUCHA MOHaBJbama. Pazmuuura cioBa
NpHKa3yjy CTaTHCTUYKH 3Ha4yajHe pasiuke (p < 0,05).
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Cnuka 28. bp3uHa npoaykuyje TBajaHONWAA y TEYHO] KYATYpH HETpaHC(HOPMHUCAHMX
kopenoBa W HR. Ilpukazane cy cpeame BpEAHOCTH Ca CTaHAAPJAHOM TPEIIKOM TpU
HE3aBUCHA IOHaBJbama. "*" O3HauaBa BPEAHOCTH CTAaTUCTUYKU 3HAYAJHO PA3IMUMUTE Yy
oaHocy Ha Wt kyntypy (p < 0,05).

buibke y pa3BojHOM CTaJujyMy po3€Te UMale Cy BHILU CaJip:kKaj I'BajaHOINAA y
KOpEHy Yy OJIHOCY Ha KyIType KopeHa Oe3 wusfganka (ciamka 27). Canpxkaj 8-
JICOKCUIIAKTYIIMHA, JTUXUAPOTIAKTYIIUHA u JTAKTYIUKPHUHA y KOpEeHy
HeTpaHc(hopMuCcaHUX Omibaka je O6uo moceOHO moBehan - 3-10 myra y omHocy Ha HR
KynTypy kopeHa. Kopen Tpanchopmucanux Ousbaka y cTamujymy pos3ere Takohe je
aKyMyJIUpao BHIIE 8-JCOKCUIAKTYIIMHA M AUXUAPOJaKTyuHa of HR kyaTypa uctux
KJIOHOBa, M HE BuUIle 0] KopeHa Wt po3zera. CBa 4yeTHUpH THIMA IBajaHONMIa Ouia cy
NpUCYTHA U Yy JIUCTY HeTpaHChOpMHUCAHUX OuJbaka y cTaaujymy posere (cinuka 29),
MaJia y Mam0j KOJIMYMHU HEeTo y KopeHy. Po3ete TpaHchopmucaHnx Ousbaka uMaie cy y
JHMCTY CIAMYHE KOJMYMHE TBajaHOIM/IAa KAa0 HETpaHC(POpMHCaHa KOHTPOJIA, Ca U3Y3E€TKOM
KJIOHA 35, KOjH je aKkyMyJTupao 3HAYajHO BUIIIE 8-ICOKCIIIAKTYIIMHA U JAKTYIIMHA HETO

KOHTpOJIa U OCTaJIl KIIOHOBH.
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Crnuka 29. Canpxaj rBajaHoNIM/Ia Y JIMCTOBUMA OWJbKE y BEreTaTMBHO] M I'€HEPaTUBHO]
¢azu. Ilpukazane cy cpemme BPEIHOCTH Ca CTaHAAPIHOM TPEIIKOM TPU HE3aBHCHA
HIOHaBJbaa. PazinunTa cI0Ba NpHKasyjy CTaTHCTUUKH 3HauyajHe pasnuke (p < 0,05).
Tpansunmja y ¢asy nBerama uMajna je CynpoTaH edekar Ha caapxkaj
rBajaHONIMAA KOJl TpaHC(HOpMUCAHUX M HeTpaHC()OpMHCAHUX OMJbaka. Y TpaHCTEHUM
OuspKkama, akymyJaiuja cI000HIX (OPMHU OBHX jeIUIbCHA OWMIIa je CTUMYIIHCAHA - U Y
JHUCTY U y KOPEHY, JIOK je Koa Wt Oujbaka OHa orajana ca MpeJackoM y FeHepaTuBHY
da3y pasBuha (cimuke 27 u 29). OBaj majg je OMO CTaTUCTUYKH 3HA4YajaH 3a CBa
nocMaTpaHa jeIMmbemha y KOpeHy ainu He W y JucTy. KIIOHOBH cy ce pa3iuKoBaId
Mel)ycoOHO 10 TOME KOja Cy jeIUbeha HAJBUIIE aKyMYJIHUPaAIH, ald YKyITHA KOJIWYUHA
rBajaHoNIMA y LeIuM OuJbKaMa HHje MHOTO Bapupaia, 0yayhu 1a je Ko OHUX KJIOHOBA,
YMju je HUBO ofpeheHor jenumema y KopeHy Ouo Behu, y mmcry je Ouo

MPOTOPITMOHAIIHO MamkU, U OOPHYTO.
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4.1.5 Tlpoaykumja XJ0poreHe KuceJnHe

Kox nerpanchopmucanux Ouspaka, akymyJsaipja XJIOpOTeHE KHCETHHe je Ouia
noBehana TOKOM OpraHoreHese, rma je Tako KOpeH IeNux Ousbaka MMao Behu caapikaj
OBOT' jeJIMIbCHAa HEr0 KYJTypa KOpPEHa, alli IIBETAake HHUjE YTUIAIO0 HA TPOMEHY
cazpkaja y omHocy Ha Omibke y ¢asu posere (cnmmka 30). Kox tpanchopmucanux
Owbaka, CIMYaH caapxaj je OMO NMPHUCYTaH y KYJITYpH KOpPEHa M KOPEHY U JIUCTY
nBerane Ouibke. [lopact canpikaja XJIOPOT€HE KHCEIWHE MPHIMKOM I[BETama OWOo je
YOWBHB CaMoO y JINCTOBUMA TpaHchopMucaHHX OWsbaka, 0K je Y KOPEHY JOLUIO J0
cMamema (ca U3y3eTKOM KIIOHA 36), Te ce MOXke pehu /1a, kaja je y muramy XJIoporeHa
KHCEJIMHA, HUje TI0CTOjao jacaH TPEHJ IMPOMEHE caapxkaja ca TpaH3uimjoM y (asy

[IBETamkA.

300 KyJITypa KOpeHa :BereTaTuBHa (haza:reHeparHBHa (asa

200

JIUCT

100} 6

T

a a a

wt K13 k35 K36 K36
ra
bl
T i
p /l,
(©): 0B abB
o abd I £
a . - i .
wt K13 k35 k36 - wt K13 K35 K36

XJIOPOr€Ha KUCEIUHA (ug g‘f CBEXKE Mace)
(73]
=]
=]

Cnuka 30. Caznprkaj XJIOpOreHe KUCEIMHE Y TeYHO] KyATYpH KOpEHa, JIICTOBUMA U KOPEHY
Ousbaka y BEreTaTMBHO] U reHepaTHBHO] ¢a3u pazsuha. [Ipukazane cy cpenme BpeaHOCTH
ca CTaHJapIHOM TPEUIKOM TpH HE3aBHUCHA MOHaBJbamka. Pasnuuura CiioBa IpUKa3yjy
CTaTUCTUYKHU 3HauajHe pasiuke (P < 0,05) y okBUpY KOpeHa U JIUCTa.

4.1.6 Excnpecuja Rol rena y kopeny u Jucty TpanchopMucaHux
Ombaka

Bynyhu na je mopact cangpxkaja cnoOOJHUX TI'BajaHONMJA NMPHIMKOM IIBETama
01O yowbHB caMO KOJ TpaHC(popMucCaHHX OMJbaka, BEPOBATHO je Ja je I[BETame IMO0J
yrunajem bakrepujckux Rol rena, a He 1iBeTame Kao camocTtanad GpakTop, OArOBOPHO 3a

nopact cajapskaja reajanonuaa. Crora je ananusupana ekcrpecuja RolA, RolB u RolC
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reHa y KOpeHy | JIMcTy TpaHchopmucanux omibaka. QRT-PCR-om yrBpheno je ma ce

ko1 pererepanara ekcripumupajy ROIA u RolC renu (ciuka 31), anu He u RoIB.

Excripecuja ROIA rema je remepanso 6mia mucka (ucrox 10* kommja y 100 ng
PHK) u yjennaueHa y KOpeHOBMMa ¥ JIMCTOBMMA OWJbaKa y BETETaTHBHOM CTaJlUjyMy
pa3Buha, 1 KOPEHOBMMA [[BETAIHMX OMsbaka. JeAWHO je y JMCTOBMMA IIBETAIMX KJIOHOBA,
noceOHO KJIoHa 35, youeH 3HauajHO BUIIM HUBO OBOT TpaHckpumnra. ROIC TpaHckpuntu
Cy OWIM NMPHCYTHH y HIKOj KOJMYMHU KOJA Ouipaka y craamjymy posere (y HHUBOY
excnpecuje ROIA reHa), a HMXOB HHBO je 3HAYajHO MMOPACTA0 ca IpeackoMm y ¢asy
nBerama, Ha 2,5 X 10% kormmja / 100 ng ykynue PHK y mucroBuma u 1,5 x 10° kommja /

100 ng PHK y xopeHoBHuMa.

Excnpecuja RolC rena y tpancdopmucanum OusbkaMa IMKOpPHje moayaapaia ce
ca akymynamnujom reajanonmna (ciuke 27, 29 u 31): o6a mapamerpa cy Omia BUIIa y
[BETAIMM OMJbKama Hero y Omsbkama y (a3u posere, U 00a Cy Ouia BUIIA y KOPEHY

HCI'0 y JIMCTY KOA LBCTAIIUX Ombaka.

~ Bp - KOpeH : rd-kopeH : BO-auct 1 - IUCT
=20 : : : r
& T
80
= 15}

3E
- 10+

Q: 2 OB B
* : : [ : 7 6p
= 5 aﬁTR : “GTB a6 : abs p : iy /T
= a6 : D a6 D R ? : 7
: ol b 2T 7 727
~ 50 kI3 k35 k36 k13 k35 K36 : k13 k35 k36 k13 k35 k36
& r . : :
SR 5 ‘

O ¥ 27

~—~ i :

QC:D =10} 7 2
‘I’E L /
* 5 B . . ab
-i a6 u? a a6 2 I I
= grEn ~ % ' | At L
g k13 k35 K36 k13 K35 k36 k13 k35 k36 - KI3 KIS k36

Cmuka 31. Excripecuja ROIA 1 RoIC rena y kopeHOBHMA ¥ JIMCTOBUMA TPAHC(POPMUCAHHUX
Ouspaka y BereraTuBHOj (B() u reHepatuBHOj (rd) da3u paszsuha. [lpukazane cy cpenme
BPEIHOCTH Ca CTaHJApIHOM TPEHIKOM TpPH HE3aBHCHA ITOHABJbama. PasnmuumTa ciioBa
NpHKa3yjy CTaTUCTUYKH 3Ha4yajHe pasiuke (P < 0,05). "-" - mogaTak HemocTaje.
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4.2

AHajmn3a npoMoTOpa 01a0paHUX reHa

HpOMOTOpI/I reHa ca Io4YeTKa OHOCHHTETCKOT IIyTa FBajaHOJ'II/II[a - TI€Ha

T¢pMaKpeH A cunTaze u OKCHaa3c, HUCY OO0 caJda HMCIIMTUBAHU WU Yy JUTCPATYypU HEMA

nojaTaka O HUXOBO] (DYHKIMjH, peryinanuju U akTHMBHOCTH y Owusbiu. Crora je

CIIpOBEIeHa KOHCTPYKIIMja BEKTOpa KOjU HOCE HCIUTHBAHE IIPOMOTOpE BE3aHE 3a

Mapkepe Kkoju omoryhaBajy wuIeHTHU(PHUKAIM]y AaKTUBHOCTH TNPOMOTOpa, Kao |

TpaHcopmaliyja IMKOPHje OBUM KOHCTPYKTHMA Pajiv JETEKIUje lHUXOBE aKTUBHOCTH Y

pasiInduTUM OMJHbHUM OopraHuma.

4.2.1 KoHcTpyKuHja BEKTOpPAa 3a aHAJIHU3Y MPOMOTOpA

YMHO-
JKABAHE

NOTBpJa

ujcHTUUKAIM]a peruoHa mpomoTopa in Silico
KOHCTpYKIIH]ja mpajmepa ca attB Gateway mectuma
PCR => enekrpodopesa =» npeuuninhaBarmbe ca rejaa

PCR nponyxr ca attB mectuma + pPDONR207 Bektop + BP clonase mix
— mpomoTtop uHcepT y PDONR207 BekTopy

xeMujcku komrieteHTHe henuje + BP peakiuja =» omopasak

* CelleKIdja Ha TeHTaMHIIMHY TIpeko Hohu =¥ colony PCR =

esiekTpodopesa =» MiNiprep No3UTUBHUX KOJIOHH]A U TIUICPOTHH IIITOK

CEKBEHIIMpamhe HHCEPTA U3 IJIa3MKIa To0ujeHrX miniprep-om
on1abup HajOOJbUX KIOHOBA

N
pDONR207 Bektop ca unceptom + destination sekrop + LR clonase mix

— mpoMoTop uHcept y destination Bextopy

XeMH]cKu KomrieTeHTHe henuje + LR peakija =2 onopasak
CeJIeKIIMja Ha CIIEKTHHOMUIIMHY Tipeko Hohu =» colony PCR =

eaekTpodopesa -> minigreg ITO3UTUBHUX KOJ'IOHI/Iia U TJIMLICPOJHHA IITOK

C58C1 - 3a arpounduITpaIH]y

* A4M70GUS — 3a TpanchopMaIujy nuKopuje

TpaHchopmalija eIeKTPONIOPaiijoM =¥ OropaBak
CeJIeKIIM]ja Ha CIIEKTHHOMUITMHY Tipeko Hohu =» colony PCR

HR tpancdopmarnmja
JeTeK1rja TpaHcopMaHaTa ¥ aKTUBHOCTH IIPOMOTOPA

Cnuka 32. lllema excriepuMeHTa aMIuiUKaIrje U KIOHHPama IPOMOTOpa.
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Tok ekcmepuMeHTa KOHCTPYKIIMj€ BEKTOpa mpuka3aH je Ha ciunu 32. JITHK
CeKBEHIIE TeHoMa mnukopuje, cmemreHe y BAC-oBuma, y Kojuma Cy NpPETXOAHO
nponalene u aHotupane cekBeniie GAS long rena (GenBank AF497999), GAS short
rena (GenBank AF498000), u rema GAO (P450 wmonookcurenase) (GenBank
HQ166835), mperpakene cy paau yTBphuBama Opoja Komuja T€Ha MPHUCYTHHX Y
CeKBEHIIaMa TI'e€HOMa, W JIOCTyNHE IyKuHe mpomortopa. Kpurepujymm 3a omabup
oarosapajyhe cekBeHIle mpoMOTOpa Cy OWIIK: IITO Jya ceKBeHIa (uacaiHo oko 2 kbp),

0e3 peTpoTpaHcIo30Ha U Oe3 PeNeTUTUBHUX CeKBeHIM Ha moueTky BAC cexBenile.

3a GAS long ren, nponaljeHe cy aBe konuje y reHomy - Ha BAC-oBuMa o3Hake
105022 u 05122. Kommja y BAC 05122 je caapxana peTpoTpaHCIO30HCKA HHCEPT
YHyTap ceKBeHIe mpoMoTopa (ciuka 33), ma je 3a Jajbu TOK UCTpakhBama KopuirheHa
konurja y BAC 105022. Crapr komon (ATG) je merektoBaH Ha mosunmju 1,994 bp
(cmuka 34). JluzajHupanu cy mpajMepu Koju aMIuIU(UKyjy A€o MpoMOTOopa y IYKUHU

on 1,738 bp, a koju ce 3aBpiiaBa jegaH HyKJICOTH/ IIPE CTapT KOOHA.

BAC 05/22 (17787 bp)

WHTPOH 3

WHTPOH 6
WUHTPOH 2 MHTPOH 5
MHCepT PeTpoTPaHCNO30H MIHTPOH 1 WHTPOH 4
|_|_ B meT'm T T T T T T T

L] L]
5000 10000 15000

L4

GAS long cDNA

Cmuxa 33. GAS long ren y BAC 05122.

BAC 105022 (5843 bp)

WHTPOH 5
ProGasl_F ProGasl_R WHTPOH 4
D q WHTpOH 1 WHTPOH 2 WHTPOH 3
I 1 1 ' 1 I L | — L T
1000 2000 3000 4000 5000

I
L -

GAS long cDNA

Cmuxa 34. GAS long ren y BAC 105022. O3HaueHa je mo3uija cTapT KOJAOHA M Be3UBHA
MecTa ofjabpaHuXx MpajMepa 3a aMILIM(UKalujy npomoropa (tadena 6).
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3a GAS short ren, nponahene cy nBe cexBenile, Ha BAC-oBuma o3nake 83A09 u
29010. Tlopehemem cexBeHIIM OBa JBa MPOMOTOpPA, YTBpHeHA je Maja XOMOJIOTHja
cekBeHLHU (ciuka 35), u 06a mpomoTopa cy ofgabpaHa 3a ucnutubame. OBH IPOMOTOPH

U BbUXOBU IIPajMEpH Cy Hajlajbe o0enekeHu npema nouetHuM Opojesuma BAC kiioHoBa.

ProGasL CDS GAS long

30%

16% ProGasS29

32%3 97% /
ProGaSS'83

Cnuka 35. CaMYHOCTH HYKJICOTHIHUX CEKBEHLM MPOMOTOpa M KOAMPajyhHX CEKBEHLU
(enr. coding sequence, CDS) GAS rewa.

Ceksenna rena y BAC 83A09 je Ouna y peBep3Hoj opujeHTanuju, ma je ATG
npoHalheH Ha mo3uuuju 36985 bp, u qU3ajHUpaHU Cy HpajMepu KOjU aMILTH(UKY]Y €0

npomoTopa y ayxusu ox 1,393 bp (cmuxka 36).

WHTPOH 6
WHTPOH 54
WHTPOH ProGasS83_R
BAC 83A0-9 (38462 bp) MHTPOH 3 ProGasS83 F
WMHTPOH 2
WHTPOH 1 q
— — I - I "
petpo 2 10000 20000 petpo 1 30000
GAS short cDNA

Cimika 36. GAS short ren y BAC 83A09. O3naueHa je mo3uiyja cTapT KOJOHA W BE3MBHA
MecTa oflabpaHux mpajMepa 3a aMIuduKaimjy mpoMoropa (tademna 6).

ATG ceksennie y BAC 29010 nerektoBan je Ha mosunuju 22355 bp, a
JM3ajHUPaHK CY MpajMepH KOju Cy aMIutiuduKoBanu aeo mpomoropa ayxune 1,948 bp

(cuka 37).
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WHTPOH 6

WHTPOH 5
WHTpPOH 4
BAC 29010 (27688bp) ProGasS29_R  uHTpOH 3
ProGasS29_F WHTPOH 2
peTpo 2 peTpo 4 peTpo 5 petpo 3 D { wnTpoH 1
N N\ N Mt i -

I T v T -—'r T T T T I T T T T \"—'—. T T I T L | I T T

5000 10000 15000 petpo 1 20000 25000

GAS short cDNA

Crnuka 37. GAS short ren y BAC29010. O3HaueHa je mo3uiifja cTapT KOJOHA U BE3WBHA
MecTa olabpaHuX mpajMepa 3a aMIuduKaImjy mpomMoTopa (tadena 6).

3a P450 ren, nponahene cy tpu cekBenile, a jenna (Ha BAC 59A14) je Ouna
norojHa 3a amruindukanujy (ciuka 38). ATG je mponahen Ha mosunuju 1,324 bp, a

JM3ajHUPaHK Cy TpajMepH KOju Cy aMIUTM(UKOBAIHN €0 IpoMoTopa ayxune 1,174 bp.

BAC 59A14 (25120bp)

ProP450_R WMHTPOH 4

PFOP450_F WHTPOH 3

WUHTPOH 2 MHTPOH 2
D umTpon 1 MHTPOH 1
| T I T T T | T T T T L T 7 T T | T T T T

1
ATG 5000 10000 : 15200 20000
P450 MmOHOOKCHMIeHasa OKCcUaopeyKTasa ORF-1

Cnuxka 38. P450 ren y BAC 59A14. O3nHaueHa je mo3uiyja cTapT KOJIOHA M BE3UBHA MecTa
onabpaHuX mpajMepa 3a aMIudukayjy mpoMoropa (tademna 6).
CBu opmabpanu mpajMepu 3a aMmIUIMGUKAIUjy peruoHa IpoMoTopa Cy

monudukoBanu nonaBamem Gateway attB mecra 3a pexomOuHaiujy (Tabena 6).

IMpomotopu cy ammnuduroBanu y Advantage PCR peakmuju, xopumrhemem
JHK onrosapajyher BAC kao Ttemruiejtra U MOIM(PHUKOBAHUX IpajMepa, a MPOAYKTH
peakiuje pa3BOjJeHM Cy Ha arapo3HoM Treixy | Bu3yenu3oBann Ha UV
TpancwiymuHatopy (ciuka 39). Tpake oaroBapajyhe Bennuune cy uceuene, JJHK u3

BUX je npeunitheHa u u3mMepeHa joj je KOHIEeHTpaluja.
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ProGasL. ProGasS29

3
b 2

ProGasS83 ProP450

1798 bp 2008 bp 1453 bp 1234 bp

Crnuka 39. Pa3nBajame npoykara aMIutuQHKaiyje mpoMoTopa Ha rely.

[peunmhenn mpoxykTu ca attB mectuma pexomOuHoBanu cy ca PDONR207

BekTopoM y Gateway BP peakiuju, ynme cy nobujenu entry KJIOHOBU ca MHCEPTHMa

npomotopa (ciauka 40).

pDONR207 forward primer
attP1

ProGasL_pDONR207
5111 bp

attP2
pDONR207 reverse primer

Cnuka 40. Uzrnen entry kioHa HakoH pekoMOWHamuje Ha npuMepy ProGasL koHcTpykTa.
CcdB reH je 3aMEHEH IPOMOTOPOM.

Panu ymMHOKaBama U CeJeKIMje PaBHIHO PEKOMOMHOBAHUX BEKTOPA, XEMH)CKH
komrerenTHe hemuje E. coli XL-1 Blue tpanchopmucane cy memaBuHoM u3 BP
peakiije MEeTOJIOM TOIUIOTHOT moKa. Kao HeraTMBHa KOHTpoJja KopuiiheH je mpasaH
pDONR207 Bektop y TE mnydepy. Ilocne onopaBka na SOC menujymy, henmje cy

WHOKYJIMCaHE Ha XPaHJBHBY IOJUIOTY Ca TeHTAMHUIIMHOM pPaJH CEeJIEKIHje TOKOM HOhH.
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HeraruBHa KOHTpOJa HUje pa3BWiIa KOJOHUjE, MoK cy llerpu kytuje ca Oakrepujama
Tpanchopmucanum BP peakuumjom caapikane Opojue kosnonmje. Illect komonuja of
cBakor nmpomoropa tectupano je colony PCR-oM Ha mpuUCYCTBO HHCEPTa IPOMOTOpA ca
HCTUM TIpajMepuMa KOju Cy KopuimheHu 3a BbuXxoBy aMmiuiddukanyjy. [To nBe koinoHuje
ca jakoM TpakoMm crenuduuyHe BeluynHEe M 0e3 HecrneunpuyHe amruiudukanyje Ha
reny, ogabpaHe cy 3a HaCTaBaK eKCIEpUMEHTa. Te KOJIOHH]je Cy cauyBaHe Kao TITUIEPOI

IITOKOBH M M3 BUX je n3osoBana miazmuana JJHK.

JIHK mo3uTHBHHX KOJIOHHMja j€ CEKBCHIIMpPaHA BHINCCTPYKHM peakiujaMa, y3
nomoh mpajmepa u3 tadbena 6 u 20, na 6u OuiIa MOKpUBEHA Iiefla CEeKBEHIIAa TPOMOTOPA.
Alignment cexkBenin mpomotopa u3 BAC Temmiejta, W OHHMX JOOHMjEHHX
cekBeHImpameM nHcepata y PDONR207 BexTopy, HOTBpANO je YCIEUTHOCT KIOHHpamba
[elie CEKBEHIIE TPOMOTOpPAa M HHETOBY OYEKMBAHY MMO3UIM]Y y BekTopy. Ilpumep

nopehema cexkBenuu y nporpamy DNA Baser nart je na caum 41.

FLGAS kong promote TTACCAR
W408G12 ProGasl [CTTGTTACC
cc

ooa
000
oo
non
onn
noo| |
oon| ¥
‘-
non
oo

H409A1 ProGasl ECTTGTT

v »
TAG ATTGGTCCCC TCTTCAC

7] Hgright iow quaity
- Pl (V] Heright contg emors

Crnuka 41. Ynopehusame cexBeniie ProGasL cexeniie u3 BAC (sbybudacto 060jeH pemn) u
CEKBEHITN JIOOM]EHUX CEKBEHIIMPAkhEM HHCEPTA y BEKTOPY.

[Tpunukom mopehemwa, mpumeheHo je Ja y ceKBeHLlama MOCTOoje Majie pa3iiuKe
u3Mel)y TeopHjCKOT M CEKBEHLHMpAaHOT HM3a HyKjIeoTHjaa. Panu mpoBepe na au Te
pa3liKe TOTEHIMjaTHO HapyliaBajy (QyHKIM]y MpPOMOTOpa, MPEKO HHTEpPHET 0ase
TFSEARCH wu3Bpmiena je in silicO mperpara mnpeTnocTaB/beHMX BE3WBHUX MeCTa
TpaHckpunuuoHux (akropa y BAC cekBeHlamMa oBUX IpomMoTopa U yTBpheHo je ma ce

IPUCYTHE pa3jIMKe HE Haja3e y JAeJoBMMa IIPOMOTOpPAa KJbYYHUM 3a HHXOBO

96



GyHKIMOHKCAmE. Y 3aBHCHOCTH O]l pe3yJiTarta CEKBEHIMpama, M3adpaH je Mo jeaaH

KJIOH Ca HaijeHI/BHI/IjOM CCKBCHIIOM O/] CBAKOI' IPOMOTOpPA 3a HACTaBaK CKCIICPUMCHTA.

JIHK BekTopa omaOpaHMX KJIOHOBa pekoMmOuHOBaHa je nabe ca 243 pKGW-
GGRR destination Bekropom y Gateway LR peakiuju, urme cy HOOHMjeHH T'OTOBH
BEKTOpPU 3a TpaHchopMalijy Ousbaka, y KOjUMa Cy HMCIOUTHBAHH MPOMOTOPH
¢dy3monucann 3a Mapkep-rene €GFP u GUS (cmuka 42). Ilpoagyktu peakmuje cy
tpancopmucanu y komnereHtHe henmje E. coli m kononmuje cy cenektoBane Ha

CIICKTUHOMHIWHY.

LB

DsRED

ProGasL 243pKGW
15282 bp

GUS

A

attB1

attB2

Cnuka 42. V3riren ToToBOT BEKTOpa 3a TpaHchopmalijy Omibaka Ha mpuMepy ProGasL
koHcTpykTa. CcdB reH je 3aMemeH mpoMOTOpoM Koju je dysuonucan ca eGFP u GUS -
reHuMa 3a MapKepe KOju IMOKa3yjy aKTHMBHOCT TecThpaHor npomotopa. DSRED - ren 3a
IpBeHH (IIyopecleHTHH TPOTeHH, W TeH 3a pe3ucTeHunWjy Ha kKanamuimH (KanR),
MIPEICTaBIba]y MapKepe 3a KOTpaHChHOpMAITHjy U CEIEKIN]y Onsbaka.

Hacrane xononwuje cy nposepene colony PCR-om Ha npucycTBO MHCEpTa (MCTUM
npajMepuMa Kao Npu aMmIuTM(UKalMju), a 3aTUM I[POBEPEHE Ha OJCYCTBO CEKBEHIIE

pDONR207 Bektopa (ca pPDONR207 mpajmepuma, tabena 12). OBaj apyru PCR je

CIIY’)KMO J1a MCKJbY4YM MOTYhHOCT ma OakTepuje caapike HEMOTIYHO PEKOMOMHOBaHE
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nponykre wim mpeoctarie PDONR207-koncTpykTe. Opnrosapajyhe komoHmje cy

cadyBaHe Kao IIIMIIEPOJT ITOKOBU U U3 HHX je n3oioBaHa mazmuaHa JJHK.

Pagu ¢unanHe moTBpAe MHTErpUTETa KOHCTPYKATa, AM3ajHUPAHH Cy IpajMepu
Koju amMIunduKyjy croj 243 BekTopa M gaTor mpomoropa (ciuka 43 um tabenma 15),
ypahen je PCR na masmunnoj JIHK ca Tum npajmepuma, u 1o0ujameM crienuGuaHuX
npojaykara oaroBapajyhe BenwmuuHe, mTOTBpheHa je TpaBWIIHA HHTErpandja H

OpHjeHTaIja MPOMOTOpa Yy (PMHAITHOM BEKTODY.

LB

DsRED —

ProGasL_243pKGW
15282 bp

mpajMepu 3a

MOTBPY CIoja
GUS

attB1

attB2

Cnuka 43. Mecto Be3uBama MpajMepa JU3ajHUPaHUX Jla MOTBP/IE MPABUIIHO KIOHUPAE
MHCEpTa MpoMoTopa Ha mpumepy ProGasL koHcTpyKTa.

[ToTBphenu BekTopu cy mpebaueHu y oaroBapajyhe cojeBe arpobakrtepuja - A.
tumefaciens C58C1 3a arpoumndmnrpanmjy, u A. rhizogenes A4M70GUS 3a
TpanchopMmanujy IuKopuje. bakrepuje cy TpaHCPOpMHCAaHE €JIEKTPOIOpaIhjoM,
CEJICKTOBaHE Ha CIIEKTUHOMHIIMHY 1 TipoBepene colony PCR-oMm Ha mpucycTBO HHCEpTA.

[To3uTHBHE KOJIOHU]E Cy cadyBaHe Y BUAY INIMLEPOJI IITOKA.
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4.2.2 TIpoBepa KOHCTPYKaTa arpouHpuITpanujom —
¢payopecuentna ananusa u GUS 0ojena peakuuja

Arpoundunrpanuja - Bpcra npojaszHe Tpanchopmaliyje, KOpucHa je Kao METO.
npoBepe (QYHKIMOHATHOCTH KOHCTpyKaTa y OWJbIIM, MPE HEro ITO CE MPHCTYIH
cTtabunHo] TpaHchopMmanyju. 3a MpoBepy KOHCTPyKaTa 3a aHalu3zy IIPOMOTOpa
u3abpana je arpomHMITpaIyja Ha 3eJIeH0] canatu (cnuka 44), koja je GUIOreHEeTCKH

OJIMCKA [IUKOPH]H.

Cruka 44. L. sativa Olof kopurihiena y arporHbHITpaInjy. (a) HCKIIHjaBabe U PacT TOKOM
TpU Hemelbe, JI0 craaujyma ca 6-7 mpaBux jwcroBa (0). CBernuju J1eIOBH TKHBA
HETOCPEeTHO TOoche arpouHUITpanyje Ha Uiy (B) U Hanuyjy nucra (T), oOenexxeHu
CTpenuIama.

Canara je unduntpupana cojeiuma A. tumefaciens C58C1 koju cy HocuIn 10
jenaH KOHCTPYKT 3a aHanu3y npomoTtopa. Kao mo3utuBHe KOHTpoIie 3a (IyopecieHTHE
Mmapkepe, kopuiithenn cy Bektopu GFP+ (GFP kontpona) m DSRED+ (DsSRED
koHTpona). ller naHa HakoH wuWHOQWITpaIMje, MpoBepeHa je QIIyopecIeHIrja
WHOUITPUPAHUX JIMCTOBA OWHOKYJApHOM IIyIIOM ca (IIYOPECIHCHTHUM JOJaTKOM.
KonTpone cy mokasuBaine jaky (IyopecleHIIMjy camMO Ha KaHaly KOju OJroBapa
Mapkepy KOju caapke, MOK Jj€ Ha JpyroM KaHaily Owia TMpucyTHa camMo
ayto(dyopeclieHIija TKUBa U HEKPOTUYHOT Jiea OKo MecTa nHpuirpamuje (cnuka 45a
u 0). JlucroBu HHPUITPHpPAHU KOHCTPYKTHMA Ca MPOMOTOpPHMA TOKa3HBAIUA Cy
¢anyopecuennmjy Ha ob6a kanana - DsRED u GFP (cmuka 458 no 1)). Excrnpecuja
Mapkepa Ouja je CTporo orpaHudeHa y uHuitpupanum nenosuma. Excrpecuja Huje
npuMeheHa y JIMCHO] HEpPBaTypH, BEPOBATHO 300T HEMOTYhHOCTH yiacka OaKkTepujcke

CyCIIeH3Hje.
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WHTEeH3uTeT CHUMIBEHE (DIyOpECUEHIMje MapKepa M3paKkeH je MPEKO CPEerhe
BPEIHOCTH HMHTEH3UTETa OCBETJHEHOCTH IHKCENa y JeJOBUMa JIUCTa TJe IOCTOjU
eKCIIPEecHja, HOPMATH30BaHE Ha BPEME CKCIIO3HIHje Y CeKyHzama - api-s~. Ha oBaj
Ha4YMH je peBa3uheH mpoodiieM KaMepe Kajia ce IpH IPOyKEHO] eKCIO3UIUJU B CJ1a00]
dyopeceHIIMju 100Mja CBETIIM]ja [IEJOKYITHA CIUKa - YKIby4yjyhu u HenHunTpupane

JIEJIOBE, IITO J1aje JIAXKHY CIUKY O jaulHU MapKepa.

DsRED ¢ayopecuennuja je 6una npumerno jada oq GFP (wak m koj Hajjaue
GFP+ xontpoute), mamehy 50 u 100 myra. CBa yeTupu KOHCTPYKTa ca IPOMOTOPHMA CY
excipumupana GFP mmpom mHuiITpHpaHor TKHBa, Maaa pa3IuuUTHM UHTCH3UTETOM -
ProGasL u ProP450 mnokasuBanu cy cHaxHH]y (rayopecuenuujy on ProGasS29 u

ProGasS83, a ceu cy 6w ciabuju on GFP konTpoure.

OBuM je mokazaHa (yHKIMOHAJIHOCT HANpaB/BEHUX KOHCTPYKaTa, €PUKACHOCT
MapKepa Jla MOKaKy MPUCYCTBO U HUBO €KCIIPECHje TPAHCTE€HA, Ka0 U (PyHKIIMOHAIHOCT

TECTUPAHUX IIPOMOTOpA Yy OMJBEHOM TKUBY.

Haxon 11 nana o undunrpanuje, DsSRED ¢uyopecuennumja je Ouna yjeqHaueHa
mehy y3opuMMa ca pazIMUMTHM IpoMoTopuMa (ciauka 46), ca cTaHzapIHOM
JIeBUjaIljoM WHTEH3uTeTa (iyopecueHiuje 7% oj cpelame BPEIHOCTH. YOUEH je U
OIIITH TOPACT WHTEH3WTETa (IIyOpecHeHIHje y OJHOCY Ha IMEpHoa 5 JaHa mocie

uHuiTpanyje, og oko 10-20 myra.

GFP dnyopecuenmnuja ce nmocie 11 gana m gasse pasnukoBaia mel)y yzopiuma
UHOUITPUPAHUM DPa3IMYUTUM IpomoTopuMa (ciuka 47), ca Bapujauujom o 42,5%
cpeame BpeaHoctu. Hajjauy ¢ayopecuenuujy je umao ProGasL mpomotop, mpahen
npomotopoM ProP450, mokx cy ProGasS29 m ProGasS83 w nmajse OWiM pellaTHBHO

ciraou.
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Cnuka 46. DsRED duyopecnienija 11 nana nakon uaduirpamuje (a) - ProGasL 634,32
api-s™’, (6) - ProGasS29 642,18 api-s™, (6) - ProGasS83 662,70 apis™, (r) - ProP450
738,55 api-s™. JyxuHa ekcrio3uigje 3a cBe ciuke je ouna 0,044 s.

Crnuka 47. GFP ¢nyopecuenuuja 11 gana nakon unguirpanumje (a) - ProGasL 2,03 api-s™,
(6) - ProGasS29 0,87 apis™, (6) - ProGasS83 0,87 apis?, (r) - ProP450 1,44 api-s™.
JyxuHa ekcrio3uIirje 3a CBe CiMKe je n3Hocuna 15,04 s.

[Hocne 11 nana on uHuUITpanuje, THPWITPUPAHU JIMCTOBH Cy U3TyOUIH J1€0
xyiopoduina, na je jaka ¢uyopecueHiuja DsRED mapkepa Omia yousbuBa U TOJUM

OKOM, Ha 0em0j cBeTocTH (cnuka 48).

Ha yBehanom nmpukazy TkuBa Koje dQuiyopecuupa, mnpumehena je
dayopecieHIMja enuAepMalHUX henuja, BHUXOBE IUTOIUIa3ME MPUIbYOJbeHE Y3

n3yBHjaH henujcku 3u U jenapa (ciuka 49).

Cmuka 48. ®nyopecuenimja DsRED BumsbuBa romum okom (a) mocne 11 nmana of
uH(punTpanyje, Ha nmpumepy yzopka ununrpupanum ProP450 konctpykrom. Ilox (6) u
(B) je uctu pernon nocMarpas unreprma 3a DSRED u GFP.
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Cmuka 49. VYeehanun npuka3 henmja koje ¢uyopecuupajy Ha mnpumepy ProGasL
KOHCTpyKTa. CTpenuiioM je o0erexkeHo jenpo enunepmaide hemmje.

OcuMm 1poBepoM ekcrpecHje (IyopecleHTHUX MapKepa, KOHCTPYKTH Cy
oKapakTepucanu OojeHoMm peakiujom Ha GUS, koju je Takohe mOx KOHTPOJIOM
UCIIUTUBAaHUX TpomoTopa. Kao HeratmBHa KoHTpona, ynorpebsbeH je mpasan PBIN
BEKTOD, Koju He caapku GUS ren. CBa ueTHpu KOHCTPYKTa ca MPOMOTOpUMa JaBaja Cy
00jeHy peakuujy KoA HHQWITPUpPAHMUX JIUCTOBA, JOK je HEraTMBHAa KOHTposia Ouia
0e300jHa. OOojeHW [eJIOBH Cy OWIM YyOWHhHMBH M HAaKOH JyXer o0e300jaBama

xyopoduna (ciuka 50).

Cmuka 50. GUS 0ojena peakija JaucTOBa cajare WHPUITPUPAHUX KOHCTPYKTHMA Ca
npoMoTtopuMa, Ha npumepy ProGasL konctpykra (r-1)). Jlucrosu unpuntpupanu pBIN
KoHTpoJioM (a-B). [lpukazaHu cy JMCTOBM HakoH MH(UITparmje, a mpe Oojema (a u T),
nocye 6ojema (0 1 1) 1 HakoH 00e300jaBama y eraHoiy (B u ).
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4.2.3 Tpaunchopmanuja unkopuje A. rhizogenes cojeBuma Koju
HOCe KOHCTPYKTe 32 aHAJIU3y NPOMOTOpa

Hakon motBpze aa cy cacTaB/beHH KOHCTPYKTH (DYHKLIMOHAJIHH, @ UCITUTUBAHU
OPOMOTOPH TPAaBWIHO KIOHUPAHW W  AaKTUBHHU, NPUCTYIWIO C€ CTaOHIIHO]
tpanchopmaruju 1ukopuje cojem A4M70GUS, 3a koju je mokazaHo Aa MOXKeE Ja
TpanchopMHILIE IUKOPHjy ca 3aqoBoJbaBajyhom yuecranomhy. 3a pasnuky of
tpanchopmanuje "mpasauMm" cojeM A4 (mormasibe 4.1.1), kama je moyazuio 10
tpanchepa T-THK ca Ri mmasmuga y 6usbHe henuje, npu TpaHcdopmanuju cojeBuMa
KOjU Cy HOCWJIH H TI0 jelaH OMHApHHU IIJIa3MUJI 32 HCIIMTHBAKhE aKTUBHOCTH MTPOMOTOPA,
ouekuBad je 6uo nmpenoc T-JIHK ca o0a rurasmuia u uHTErpaiyja y OubHU T€HOM, IITO
je o3Ha4YeHo kao korpaHcopmarmja. Moryh je 6uo u npenoc T-JIHK ca jexnor on oBa
JIBa TUTa3MuIa - Wik ca Ri win ca GuHapHOT. Y MPBOM CiIy4ajy, OBaKBU KJIOHOBU HUCY
Owin o uHTepeca, JOK y clydajy TpaHchopmanuje camo OWHApPHHUM IUIa3MHJIOM,
OUYEeKHMBaH je Ouo cimab pact TpaHCPOPMUCAHUX KOPEHOBA, Y HEJTOCTATKY OaKTEPH)CKUX

I'CHa.

Tpanchopmanyja nukopuje obaB/be€HA j€ ca YETHPU KOHCTPYKTA 3a aHAIIU3Y
npomotopa - ProGasL, ProGasS29, ProGasS83 u ProP450, xkao u DsRED u GFP
koHTpoama - DSRED+ u GFP+. Ilouetnu martepujan 3a Tpancopmaiujy oune cy
ouspke nobujene u3 cemena. [lo nBa nmucra oaBojeHa on Omsbaka ctapux 5-10 Hemerba
(mo meT OMsbaKa 3a CBaKW KOHCTPYKT) MHOKYJIMCaHA Cy OAKTEpHUJCKOM KYITYpPOM JIyXK
JUCHUX HepaBa. [IpBM KOpeHOBU cy ce Ha JucTOBMMa mojaBwid nocie 10 maHa of
MHOKYynanyje (cnuka 51a), a oJceueHu cy mocje YeTUpPH Helesbe U T'ajeHu MoceOHO Ha
MOJI03U ca 1eOTaKCUMOM pajiu cIpedaBama pacta 6akrepuja. Jlooujene HR xyntype
Cy umasie kapakrepuctuany hairy-root mopgosorujy, oJuinkoBae cy ce Op3uM pacTom,
a KOpeHOBH Cy OmiH BpJio TpaHat (cimka 516 u B). KopeHoBu Koju ¢y HacTaBWIIU ca
pacTemeM, 1ajbe Cy CYOKYITypUCaHH, a Ha BbHUMa Cy ce MO0jaBJbUBAIM U3AAHLU (CIMKa
51r) - CHOHTAHO WJIM MHAYKOBAHO MOBPEIOM - yOalameM CTepHIIHOM UrioMm. V3znaHuum
Cy o/iBajaHu, ma3ehu qa He Oyne oOyxBaheHO TKMBO KOpEHa, U Jajbe TajeHU JOIIl MECEI]
JlaHa, KajJa Cy y30pKOBaHU 3a MPOBEPY TpaHCreHe npupojne (cauka 52, tabema 23).
W3nanum kox Kojux je moTBpheHa Tpancdopmaruja cy rajeHu a0 ¢opMmupama Iese

ownbke. Tpanchopmucane OMJbKEe Cy UMajie CIMYHY MOPQOJIOTHjy Kao M KIOHOBU
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nobujenu TpaHchopmarjom "mpazHuM" cojem A4, ca 100po pa3BUjEHUM H BPJIO
rpaHaTUM KOPEHOBHMMA M W3JAHIIMMa YIJIaBHOM HopmaiHe Mopdororuje. Kopen tux
pereHepaHara je M30JI0BaH U Jajbe CYOKYJITypucaH, a OcTaTaKk OMJbKE y30pKOBaH 3a

NPOBEPY EKCIIPEecHje TpaHCTEHA U MHUKPOCKOITUPAHE.

Cmuka 51. Tpancpopmucann kopeHoBu 10 gaHa mno wHOKymanuju (a), hairy-root
Mopdornoruja (6 U B) KopeHOBa mpe ojcenama, (r) HR kynrypa crapa mecen nana ca
CIIOHTaHO ()OPMHUPAHUM U3IAHIMMA (CTPEITHLE).

[TorBpna Tpancdopmanuje o0aB/beHA je Ha CBUM KJIOHOBMMAa KOjU Cy Jajlu
pereHepaHTe, a TECTUpPAHO je 10 LIECT pereHepaHaTa CBakor KioHa. [IpBu noOujeHu
KJIOHOBH, TpaHchopmucanu ProGasL KoHCTpyKTOM, TeCTUpaHU Cy Ha MPHUCYCTBO T-
JTHK ca ounapuor Bektopa (DSRED ren, ciuka 52a), T-JIHK ca Ri mnasmuma (RolA
reH, cnuka 5260) u oxcyctBo VirD1 rena (cimka 52B) kao MOTBpAY Ja HUjE Y MUTAY
KOHTaMuHanuja OakrepujamMa. Hu jenan ox Tpu reHa HMje OMO TNpHCYTaH y Majiu
Oowmiy, a VirD1 Huje OMO MpHUCyTaH HH y jEIHOM O] KJIOHOBa, Kao IITO je OWIIo
ouekuBaHo. Kionosu 3-1 u 4-1 aucy umanu DSRED ren (uako je 3-1 numao nunTerpucan
RolA), Te cy uck/bydeHH W3 JaJbUX EKCIEPUMEHATa, JIOK Cy OCTajlHd KJIOHOBU M CBH
IbUXOBU PEreHepaHTH MMalIHM TpaKy OUEKHBaHE BEJIMYMHE. Y CIydajy HEKHX KIOHOBA,
YOUGHO J€ Ja Ce€ pEereHepaHTu MehycoOHO pasiuKyjy 1o TOMe Ja JId Cy
TpaHnchopmucanu UM He (ciuka 53), 1a je y CBUM JIaJbuM IIpoBepamMa TpaHchopmariije
(3a cBe TpaHc(opmMucaHe KOHCTPYKTE) TECTHpaHO H3Mel)y aBa M IIECT pereHepaHara
CBakKor KJOHA. 3a Jlajbe eKCIepUMEHTEe KOpHUIINeHe Cy caMO OHE JIMHHUj€ TOPEKIOM O]

Ouspaka KOJ KOJHX j€ TUPEKTHO MOTBpheHa Tpanchopmalyja.
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Mb 1-1 1-2 1-3 1-4 1-5 2-1 2-2 2-3 3-1 4-1 17-1 22-1 22-2 +
| .
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300
6 200
100
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400

Cnuka 52. IlpoBepa TpaHcreHe NPHUPOE Jelia KJIOHOBA Ha NPUMEPY TpaHC(HOPMHUCAHUX
ProGasL kouctpykrom. IIpoBepena je unrerparmja rena (a) DSRED - 349 bp, (6) RolA -
111 bp u () virD1 - 441 bp PCR ammmkon. Mb - Herpanchopmucana majka Ousbka, 1-1
1o 1-5 cy paznuuuTu pereHepantu kioHa 1, 2-1 go 2-3 cy pereHepanTH KJjioHa 2, a 22-1 u
22-2 perenepanty kiioHa 22. CBH KJIOHOBH Cy TOPEKIOM Off UCTE€ Majke Omibke. "+" je
6akrepujcka JJHK xao mo3utrBHA KOHTpOIIA.

35-4 35-22 35-10

1 2 1 2 3 1 2 3
300

Cmuka 53. Ilpumep kioHoBa ca cBuUM HeTpaHchopmucanum (kioH 35-4), cBuUM
TpancopmucanuM (KJIoH 35-22) U MEIIOBUTO TPAaHC(HOPMHUCAHUM PEreHepaHTHMA (KJIOH
35-10).

VY nmassuMm mpoBepama TpaHc(hoOpMaHaTa, PET€HEpaHTU Cy TECTHpPaHW camMoO Ha
npucyctBo DSRED wnn GFP rena. CymapHu mpuka3 ycrnemHocTH TpaHchopmaluje
npukaszal je y tabenu 23. Oko 70% TecTHpaHHX KJIOHOBA, a TO Cy KJIOHOBH KOjHU CY
n00po pacnu u Ghopmupanu perenepante, ousno je mo3utuBHo Ha T-JIHK ca Ounapuor

BEKTODA.
Tabena 23. 30upHM mnpuKa3 e(UKACHOCTH TpaHc(opmalje LUKOpHje COojeBHMa ca

BEKTOpHMA 3a aHAJIM3y POMOTOpa U KOHTPOJIIHUM BeKTopuMa. "+" o3HauaBa Opoj KIIOHOBa
WJIA peTeHepaHara Kol Kojux je moTBpheHa Tpancdopmariyja.

HHULMjaTHUX MpeKNBEJITNX TeCTHPaAHUX + +
KJIOHOBA KJIOHOBa KJIOHOBA KJIOHOBA pereuepanara

DsRED+ 53 22 19 12 37
GFP+ 54 31 14 9 14
ProGasL 60 28 27 19 67
ProGasS29 48 8 3 3 11
ProGasS83 85 32 29 26 100
ProP450 49 13 11 5 16
YKYITHO 349 134 103 74 245
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VY Toky pacta mHungjanmHux HR KynTypa, Kao M HaKoH OJiBajamha KOpPEHa ca
pereHepanara KoJ KOjuX je MOoTBpheHa TpaHcopmaiuja, MEPHOJUIHO je OelekeHa
DsRED ¢uryopecuiennuja, kao jeaH BUl HEAECTPYKTHBHE KapaKTepHU3allije eKCIpecH]je
TpaHcreHa. Kynrtype cy Bu3yenusoBaHe y3 nomoh koHcTpyucaHor cucrema ca LED
mofgama u oxarosapajyhum ¢unrepuma. DSRED je 6unmo moryhe BusyenusoBaT y3
nomMoh JBe KOMOWHAIMje OCBETJheHha W (PriiTepa: 3eJeHa CBETJIOCT W mpBeHu LP
¢buntep (cnuka 18a u 6) u mnasa ceemiioct u BP-0575-040nm ¢unrep (cauka 188). Hu
y jemHoj oJ oBUX KoMmOuHanuja HHje Owia BHUIJbMBA ayToQIyopecleHIrja
HeTpaHcopmucannx Ompaka (cnuka 54) u GFP+ xioHoBa, mITO je MOTBPAWIO Ja je
oBaj cucteMm ojrosapajyhu 3a ngerekumjy Tpancopmammje u ekcrpecuje DSRED
TpancreHa. OBe JBe KOMOHWHAIMje OCBET/beHa W (UITEpa C€ HUCY KBAIUTATHBHO
pa3JIuKoOBaJe - JIETEKTOBAJIC Cy UCTE JelioBe Ouibke Aa (iayopecuupajy, JI0K Kaaa je y
MUTaky HHTCH3UTET JTOOMjCHOT CUTHAJA, CHCTEM Ca 3€JICHOM CBETJIONNY je JaBao jaun
curHai, Oynyhu ma je 3ereHa CBETJIOCT onTHMaiHa 3a excuuranujy DSRED-a (cimka
54).

Kyntype KOpeHOBa pa3nuyuTHX KIOHOBA (QIryopeciupane Cy pa3TuduTUM
uHTeH3uTeToM. Heke KkynType cy umane yHU(DOPMHY (QIIyopeclUeHIM]y y CBHUM
JIeNIOBMMa, JIOK je KoJ BehuHe KynTypa (iayopecueHuuja 6uina BapujabuiaHa. Y LUIbYy
nakimier npahema WHTEH3UTETa (HIIyopecleHIlnje, OCMUIIJbEHA j€ OMMCHA CKajlda Koja
ANPOKCHUMATUBHO Je(QUHUIIE WHTCH3UTET (IyOpEeCIEHIMje IENOKYITHE KYIType |
NOjeIMHUX JEJOBa KOPEHOBa Tj. BpPXOBa WM CTapujuX JejoBa KopeHa (tabena 24).

Ckana ca npumepuMa MpHKa3aHa je Ha Ciunu 55.
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Tabema 24. OnucHa cKaja BPEIHOCTH HHTEH3UTETa (IIyopecleHIMje ca JI0Je/bCHUM
HYMEPHUYKHUM BPETHOCTUMA.

BPEIHOCT HHTCH3UTETA
BehuHa / 1eI0BU KyNnType

dbayopecneHmuje
HeMa (uIyopecueHInje 0
Hema / craba 0,2
HeMa / cpeimba 0,4
HeMa / jaka 0,6
ciraba / Hema 0,8
ciaaba ¢guyopecueHumnja 1
cmaba / cpenma 1,2
cnaba / jaka 1,4
cpenma / Hema 1,6
cpenma / cnadba 1,8
cpeama ryopecueHIuja 2
cpenma / jaka 2,2
jaka / Hema 2,4
jaka / cnaba 2,6
jaka / cpenmpa 2,8
jaka ¢uiyopecueHnuja 3

0,2 04 06 08 22 24 26 28 3

)

Crnuka 55. AnpokcuMaTuBHE BPEHOCTH HUBOA UIYOPECIICHITH]e ca IPUMepHMa.

3a KJIOHOBE KOJ| KOjuX je moTBpheHa Tpanchopmaiuja, oapeheHa je cpeama
BPEIHOCT MHTEH3UTETa (IyopecleHIje KoprucTehn noaespeHe HyMepruiKe BpeIHOCTH
(cmuka 56, Gazupano Ha mpuiory 1). 3a cBaku KJOH, MopeheHH Cy WHTEH3UTETH
¢ayopecuennmje kopena npumapHe HR Kynrype M KyaType KOpeHa pereHepaHara

norekiux of we. [lopehene cy kyntype crapoctu 1, 1,5 u 2 mecena.
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Behuna tpanchopmucanux kinoHoBa je ekcnpumupasnia DSRED, pazmuuutim

CpeambUM UHTEH3UTETOM (ciiuka 56).

Tokom mpahema ¢uryopecrennuje kopena npumapaux HR kynrypa u xynrypa

KOpEHa IBbUXOBUX pereHepaHata, npumehene cy cienehe npaBuiHOCTH (puiior 1):

e Kopenosu npumapuux HR kyntypa cy umanu jaday ¢uryopecieHIujy o KopeHa
BUXOBUX pereHepaHara mpu ucroj crapoctu kynrype. Kox 61,53% kmonoBa

perucTpoBana je jaua (ayopecleHIrja IpUMapHuX KyJITypa.

e Pa3MuuTH pEreHepaHTH HCTE€ CTApOCTH, a MOPEKIOM OJ KCTOr KJIOHA,
pazmukoBam cy ce MelycoOHO y HuBOY (uyopecieHmnuje, ImTo je OmIo

youJbUBO K01 56,25% KJIOHOBA.

e UuTeH3ureT ¢uIyopecleHIje je pacTao ca JYKHHOM Tajerma KYJIType, MEPEHO
tokom 0,5, 1,5, 2,5, 3,5 u 5 mecenu. Ctapuju KOPEHOBH HCTOT pPEreHEpaHTa

uMaiu cy jauy ¢uryopecuenuujy o miuahux kozg 60,26% perenepanara.

e Koa Beher Opoja perenepanara (59,68%), HuBO (ayopecieHurje KOopeHa je
ornajiao ca OpojeM macaxa, OJHOCHO ca YKYITHOM cTapourhy KyiaType oJ JaTyma

0J1Bajama ca OuJbKe.

e V 20,15% cnyuajeBa, ¢uyopecueHIMja je Ouia NPUCYTHA caMO y IPBUM
nacaXMMa W3BOPHOT KJIOHA WJIM PETreHepaHTa, JIOK c€ y KacCHHjHM MOTITYHO

u3ryouna.

e 18,46% xioHoBa HHje Quyopecuupa’io HH Yy JEeAHOM Tacaxy oOf

Tpanchopmarmje.
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Cnuka 56. Uuarensurer DsRED ¢nyopecuenimje HR knonoBa (obenexeHux OpojeBuMa)
Tpancopmucanux KoHcTpyktmma DSRED+, ProGasL, ProP450, ProGasS29 wu
ProGasS83.

ITocmatpameM Tox OWHOKYJIApHOM JIYIIOM, yOuYeH je HajBehu WHTEH3HUTET
dryopecieHIje KOPeHOBa y CPEAUIIHEM AeIy, IEHTPAITHOM IIIIMHIPY KOpeHa (CIuka
57a). BpxoBu KopeHOBa M3 KyJTypa KoOje Ce OJUIMKY]y Op3UM pacTemheM He MOCenyjy
bayopecuenujy (cnuka 57B), anM ce OHA jaBjba HWIXKE OJ 30HE pacTa KopeHa. Y
W3/IaHKy HEKUX KJIOHOBa Ouia je takohe youwssua DSRED ¢ayopecneniuja (ciamka 58).
Lpeena 6o0ja je Owna mMpUMETHAa W TOJMM OKOM, y CIyd4ajy JUCTOBa 0e3 xyopoduia
(cmuka 58a), ka0 u mpunuKoM arpouHpunTpanuje. OiayopecieHnyja je ouina TEmKo
yOuJbHMBa y JIMCTOBHUMA KOJU Cy MMaju XJOpoduj, ald BPJO jaCHO y E€THOJHUPAHUM

n3nannumMa (ciauka 580).
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Cnuka 57. DsRED ¢uyopecuennmja - netasbu. (a) - Hajjade je (hayopeciupao cpeIulimbu
JIeo0 KopeHa, (0) - BapHjanuje y MHTEH3UTETY Mel)y KOpeHOBUMa UCTE KYIType, (B) - BpX
Kopena 6e3 duryopecrenimje u 30Ha DSRED akymynarmje.

Cnuka 58. @nyopecrieHiuja u3iaHaka Tpancopmucator kioHa. (a) - DsSRED ekcnpecuja
MIPUMETHA TOJIUM OKOM Yy 00e300jeHuM smctoBuMa, (0) - duryopeciieHija je Ouma jacHo
BUJUUbMBA Y €THOJIMPAHOM M3JaHKYy (0ena CTpenuiia) alnu He U y U3aHKY ca XJIOPOPHIOM
(3emeHa cTpenuua).

4.2.4 dayopecueHTHA aHAJN3a aKTUBHOCTH IPOMOTOPA KJI0OHOBA

300r ogabpaHor coja 6akTepuja 3a TpaHchopmanujy koju je caapxkao GUS ren-
mapkep y Ri mnasmuay, nHuje Omno wmoryhe kopuctutd GUS 10a KOHTpOIOM

HCIIUTUBAHUX MTPOMOTOPA 3a ,ZLCTCKL[I/ij BUXO0BC aKTUBHOCTH.

Koncrpyucanum LED cucremom, ocum DsRED wmapkepa, npahena je u GFP
¢dayopecuennmja, koja OM TMOKaszajga akTHMBHOCT mpomotopa. Ilokymane cy nBe
KoMOuHamuje ocBerT/bewa U BP-0507-043nm  ¢unrepa (cimka 59). V' chyuajy
eKCIMTAIlMje TUTAaBOM CBETJIONINY, KOja je ONTHMAallHA 3a €KCIUTAIlh]y OBOT MapKepa,
bunTep HUje yCHemHO OJOKHpAo EKCIHMTAIMOHY cBeTocT (ciauka 59a). bupame
¢miTepa ca BUIIMM TaJlaCHUM Jy>KMHaMa He OM Owilo mpoaykTuBHO, Oynyhu na ce
DsRED Takole ekcuutyje 1uiaBom cBemiomhy a agerektyje Beh ox 540 nm, ma

pa3nBajame CHTHaja JIBa Mapkepa He 6u Omino moryhe. [lomepamem exkcuuramnuje y UV
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Jieo crekTpa (ciuka 590), OTKIOmEH je 0Baj mpobiem, alld je CMambeH pPeaTUBHU HUBO
nerekrabunue emucuje GFP-a, Tako na Ou OBHM CHCTEMOM BepOBaTHO Omio moryhe
nerektoBatu camo u3pasuto jak GFP curnan. GFP ¢uyopecuennuja, jaua of
aytoduryopecleHIje HETpaHCPOPMHUCAHOT KOpEeHa, HUje NEeTEKTOBaHa HU KOJ jeAHOT
KIIOHA, YKJbY4dyjyhu u kioHoBe TpaHchopmucane GFP+ KOHTpOTHHM BEKTOpOM.
[Mpumehenu cy aenoBu kopeHa kxoju cy duyopecuupanu nmox UV cBernomhy (cnmka
59B), MehyTuM TakBU /I€JI0BU KOpEHa Cy JIETEKTOBaHU KaKO KOJI KJIOHOBA, TAKO U KOJI

HeTpaHcopMucaHux Ousbaka, ra je 3aKk/byyeHo Ja je oBa (uIyopecleHIja MOPeKIoM

0J1 HEKOT Jpyror u3Bopa, a He GFP mapkepa.

Spectrogon duntep
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Cmuka 59. Ilokymaj Bmsyenmzammje GFP dmyopecnienimje y3 momoh nBe xomOuHarmje
eKCIIUTAIIMOHE CBETIIOCTH M eMUCHOHOT ¢unTepa: (a) - asa ceemioct + BP-0507-043nm
¢unrep u (0) - UV-A cBemmoct + BP-0507-043nm ¢untep. Y JOecHOM Jeiny CIHKe
NpYKa3zaHu cy crekTpu ekcuutanuje (eXG) u penatuBhe emuchje (emG) GFP mapkepa y
3aBHCHOCTH O] TaJIaCHE Ty>KWHE €KCIMTAIH]je, 3aTUM TajlacHe aykuHe kopuitheanx LED
JIMOJIa U OTICET TaJlaCHUX TyXXKHHA Koje GuiITepu mponymrajy. (B) - ayToduryopecieHIja
HETO3HATOT MOpeKJIa MPUCYTHA KO/ KJIOHA M HETpaHC(OPMICaHE MajKe OMIBbKE.

113



[MTomro LED cucrem nmje Ouo ycmeman y agerekumju GFP  wmapkepa,
ynoTpeOJbeHn Cy COMUCTUIMPAHU CHCTEMHU 32 (PIIYOPECIEHTHY MHUKPOCKOMH]Y paiu

MOKYIIIaja IETEeKIM]je EMUCH]e OBOT (DIIyOpECIIEHTHOT MPOTEHHA.

KopeHoBH KoOju Ccy ce pa3BHjaJii Ha JIMCTOBMMA, U KOPCHOBU M H3JaHIH
TpanchopMHUCaHUX OWJbaKa, IMOCMAaTpPaHW Cy Ha OWHOKYmapHOj aymu Zeiss SteREO
Lumar. V12, ca oaroBapajyhum mojaemaBamuma 3a 0b6a mapkepa (ciauka 60). DsRED
dyopecieHnja je Owiia BPJIO yOouJbMBa M PACHpPOCTPamEHA y CBUM IOCMATPaHUM
CTpyKTypamMa - CTapHjUM KyaTypama KopeHa (al), mmaauMm kopeHoBuma (a2-01),
BeTHUM mymnosbliuMma (63), nucroBuma (64 u rl) u xamycuma (h1 u h3). Hajjaua
dyopecneHnyja je Ouia youbHBa y IEHTPATHOM Jieny KopeHa (a2 u 61) u nmuctoBumMa
0e3 xmopoduia (rl). GFP ¢uryopecniennmja HUje 3aCUTYPHO JIETEKTOBAaHA HU Y jETHOM
y30pKy, yKibyayjyhu u GFP+ konTpomy. Ayrodayopecuennuja TkuBa Ha GFP xanamy
je Omna moceOHO u3pakeHa y 3ane0sbaiiM BpXOBHMa KopeHa (B2), 3anelbaimnm
OenmuyacTuM KopeHoBUMa (B4), MIaAuM KOPEHOBHMMAa KOjJU Cy C€ IOjaBJbHBAIM Ha
nuctoBuMa (12) u karycuma (r4). Y mucty je OWiIo 3HaTHO Mamke ayToIIyopecIeHITje
(r2), BepoBaTHO jep JUCTOBH HUCY OOraTH JUTHUHOM. Y HEKUM CllydajeBUMa HHje OUIIo
moryhe mormyno oxbauutu moryhnoct GFP dnyopecuennuje, kao kox (n4), rae je
jenaH miahy KOpeH MMao 3HATHO jauu CUTHAI OJ] OCTaJIUX, 3aTUM y Kamycy (h2) rue cy
o6a nema mmana DsRED duyopecuennujy, a camo J0HH J1€0 MMAao jady 3€JIeHY
dmyopectiennmjy, u (h4) tme je DsRED" kamyc W3pasuTO CBETIEO M Ha 3€I€HOM
kaHaiy. Y cBa Tpu ciaydaja DsRED Huje O6MO Hajjaun Ha MecTy Hajjaye 3eJIeHe
dyopecieHIyje, MTO yKa3yje 1a oHa HHUje TopekioM of "iypema" emucuje DsRED-a

Yy 3€JICHU KaHall.

dnyopeclieHTHa aHajgu3a je MpoayOoJ/hbeHa Ha WHBEPTHOM (DIIyopecrieHTHOM
MHKpockory Zeiss Axio Observer Z1. Tlpunpemanu cy CBeXH mpernapatd KOpEHa,
aucra, cTabna M mynoJbaka HeTpaHcopMucaHux OuJbaka M TpaHCHOPMHUCAHUX
KJIOHOBa KOjU Cy HOCWJIM KOHCTPYKTE€ ca MpoMOTOopuMa, Wiu KoHTpoiHu DsRED
KOHCTpYKT DSRED+, mpaBibereM TaHKUX PYYHHX Mpeceka Wiu Squash TEeXHHUKOM.
[Ipeceun cy mnocmarpanu mnoj Oermom cBemiiomhy, W ca MOAElIaBalkbUMa 3a
Busyenuzanjy DsRED u GFP Quyopecnennuje Ha naBa pasznuuura KaHama.

[TocmaTtpamem HeTpaHchopMHUCaHE OHIbKE, YCTaHOBJBEHO j€ TPUCYCTBO ciabe
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ayrodnyopecuennuje Ha DSRED u nemto jaue Ha GFP kanany (cnmka 61a2 u a3),
MOPEKJIOM O]l KCHJIEMCKHX eJieMeHaTa y KOpPEHY M OKOJIHUX MapeHXUMCKHX henuja.
AHanmu3oM mperapata OuJbHOT TKHMBa Ha Behem yBehamy (20 myrta), neTekToBaHa je
noBehana ayrodayopecueninyja Ha GFP kanany (a4). henuje neHTpaiHOT MMJIMHIpA
KOpeHa cy Owiie IiaBo-3elieHe 0oje (CIMKaHO KamepoM y 00ju), ca H3paKeHOM
dnyopecuennjom henujckux 3umoBa. Kon Ouspke TpaHchopMucaHe KOHTPOIHUM
DsRED konctpykTtom, DSRED dnyopecnenuja pazauuntux henuja kopeHa je Ouia
jacHo BujJbuBa (02), a Ha Behum yBehamuma Hajjaue cy duryopecuupana jeapa hemmja
(63). Ha npemaparuma xoju cy nmocmarpanu Ha GFP kanamy yodeHe cy nBe BpCTe
ayroduryopectieHije (64) - miaBo-3elieHa, OPEKIOM OJ hellMjCKuX 3UI0Ba, U KYTO-
3eJeHa - HEMO3HATOr Mopekia. [laK/PUBUjUM Mperiie oM BeIHKOr Opoja y3opaka
kioHoBa DSRED koHTposie ¥ KIOHOBa ca NMPOMOTOPUMMA, YCTAaHOBJBEHO je Jia ce
MO3UIMja KYTO-3€JICHOT CUTHajda BeoMma Jno0po mokiamna ca Jyiokainu3anujom DsRED
dnyopecuiennje (Bl-r4), 1OOK 0Baj TUN CHTHAJIA HUje OWO TMPUCYTaH KOJ

HeTpaHchopMucaHe KOHTPOJIE y CIMYHUM JelIoBUMa KopeHa (a4).

Cnuuna ciuka ¢uryopecieHiyje je ouna u Ha mpeceky crabna (ciauka 62al mo
a4), rne ce Ha GFP xanamy Takolje jaB/bao XKyTO-3€JI€HHM CHUTHAll ca MCTOM
nokanuzammjom kao DsRED, kako y konTponu (a2), Tako M y kioHy ca ProP450
KoHCTpykTOM (a4). Ha mpecermuma crabia u3pakeHa je Owmiia aytoduryopecieHInja
KCHJIEMCKUX CyJI0Ba, WU TO Ha o00a kaHama (02-03), a Kcujem je joml jacHHUje
duyopecuupao y HEKMM IpeceluMma CTapHjux TpaHchOpMHCaHUX KopeHoBa (04).
Konokanuzanuja DsRED-a ca xyto-3eneHuM cuUrHanom npuMmeheHa je U Ha HpeceKky
[BETHOT MymoJbka (B1-B2), a Beoma 100po je Kopenucaia U Ha yBehaHoM monpedHom
npeceky muanor kopeHa (B3-B4). Y nucry, Hajjaua DSRED ¢uryopecueniyja 3anaxeHa
je y oxonuHM jaucHux Hepasa (rl), ok GFP ayrodnyopecuenuuja Huje npumehena Ha
MajioM yBenuuawy (r2), anu Ha Behem jecte (r4). Bumehenujcke mmake yoduene Ha
nucTtoBuMa Takohe cy ¢uyopecuupane (n2-n13), kao u crome (n2-n13 u h2). Kao u Ha
DsRED kanany, Hajjaun curnan y GFP kanany 61o je JoKajln30BaH OKO JJUCHUX HEpaBa

(h4), mana 6e3 u3pakeHe KyTo-3eJIeHe 000jEHOCTH.
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Cnuka 60. dnyopeciieHTHa aHAIM3a KJIOHOBA Ha OMHOKYiapHO] nymu. dotorpaduje cy
niceynoobojene y npBeHo 3a DSRED u 3eneHo 3a GFP kanan. Ha cBakoj ciuim je nara
Ty’KMHA EKCTIO3WIMje Y CeKyHJaMa, W CKajla BelMYMHe, rie je Omnma gocrymHa. (al) -
duyopecriennja kopena DSRED™ kimona, (a2) - BpX Miamor KOpeHa ca HajjauoM
(ITyOpeceHINjOM Y TICHTPAITHOM IIWIHHAPY, (a3) - mpena3Ha 30Ha KopeHa n3Mel)y jaue u
cmabuje (ayopecrienuyje, (a4) - BapujadbunHa ekcripecuja DSRED-a y mcrom kopeny,
IJIaBHU KOpeH (piayopecuupa, anu He U O04HM KOopeHoBH, (01) - mMiaau OOUYHM KOpEH ca
duryopeceHIjoM y LEHTPY U OKOJHOM Kamycy, (02) - KOpeH KOju Kalycupa U3HyTpa -
duryopecnienTae henmje (k) UCIyBbaBajy yHYTPaIBOCT KOPEHa, ermuaepMuc () myna, (63) -
He3peNnu IBETHU MymnoJsbak (M) ca ¢uryopecueHTHUM henmujama y enuaepmucy, (64) -
yBehaHu mprKas JIoWke CTpaHe JicTa ca henmjama Ty JIMCHOT HEpBa M cTOMama Koje jade
dnyopectmpajy, (B1) u (B2) - DSRED+ xnon ca jakom DsRED dmnyopecuenuujom u
ayrodayopectiernyjom Ha GFP kanany, moceOHO y 3a1e0/baiM BpXOBUMa KOPEHa, (B3) u
(84) - ProGasS29 kion ca Bapujabuiinom DsRED ¢uyopecuenuujom u yjennauenom GFP
ayrodayopectieanjoM, (r1) u (r2) - DSRED+ kion ca DsRED dmyopecuennjom y
JHUCTOBMMAa W BeoMma ciabom ayrtoduryopectieniiijom Ha GFP kanamy, crpenmiiom je
npukazad Jguct 6e3 duryopecrenimje, (r3) u (r4) - GFP+ wion 6e3 diyopecrennyje -
NpHUKa3aH CUrHal y o0a KaHalia je mociieiuna ayrogyopeceHImje Kainyca KopeHa, (11) u
(n2) - HOBH TpaHC(OpPMIICAaHN KOPEHOBH Ha JICTY MHOKyIrcaHoM ProP450 cojem, (13) u
(14) - HOBM TpaHC(hOPMHUCAHM KOPEHOBHM Ha JIMCTY HMHOKynucaHoM ProGasS83 cojem,
cTpemuioM je obenesxen motenmmjanao GFP™ xopen, (1) m (2) - xamyc Ha mmcry
uHOKy;HcanoM ProP450 cojem, crpenuiiom je obenexen notenunujanso GFP' kamye, (h3)
u (h4) - xanyc Ha kopeny ProP450 xinona, Heke hemuje jaue dmyopecumpajy Ha GFP
KaHaJly U [IPEe/ICTaBIbajy MOTEHIMJAIIHO MECTO EKCIIpECcHj]e.
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Crmuka 61. ®dmyopecreHTHa aHaiu3a Tpernapara KopeHa HeTpaHcopMmucane OWIBKe,
TpaHC(OPMUCAHNX KOHTPOJIHUX KJIOHOBA W KJIOHOBA Ca TPOMOTOPCKUM (y3mjama.
Y31nyKHU TIpeceK KopeHa HeTpaHchopMucaHe OMJbKe TPUKA3aH je Mmoj OeloM CBEeTIomhy
(al), a cmaba ayrodayopecnenmnuja kopena Ha DSRED (a2) u GFP (a3) kanamy, ca
yBehanuM mpukazoMm Bpxa kopeHa ca jakom GFP ayrodmyopeciieHnujoM yjeqHadeHe
Hujance (a4). Kopen Omibke Tpanchopmucane koHTposHUM DsRED koHcTpykTOM
npukasas je moy 6emom ceetonthy (61), DSRED ¢uryopectiennmja ocHOBe 604HOT KOpEeHa
(62) ca yBehanum mnprikazoMm henuja koje diyopecimpajy (63) U ciaudaH peruoH, OvKe
Bpxy kopeHa Ha GFP kanamy (64) ca ayroduryopecteHImjom pasnmaure 0oje (CTpenuie).
BpxoBu kopena omibke ca DSRED KOHTpOJIHMM BEKTOpOM IpHKa3aHH YIIOpeao Ha oba
kaHama (Bl m B2, B3 wm B4), rae je yrBpheHa konokammzauuja curaana DsRED
¢iryopeclieHIMje Ha [PBEHOM KaHAIy W XYTO-3eJIeHe ayTO(IyOopeCICHIMje Ha 3eJICHOM
ka"any (crpenune). Mcrtu ¢peHomen npumehen je u xox kioHa Tpancgopmucaor ProGasL
KOHCTpYKTOM (T1-12), Tre je Ha yBehaHoMm mpukasy NpHMETHA IOTIYHO HCTOBETHA
nokam3anyja (r3-r4) DsRED curnana u sxyro-3eneHe ayToduryopecrieHIje (CTPEIHIIe).
Kon npyrux kioHoBa uctor KoHcTpykTa npumeheHo je na Heke henuje na GFP kanany (12,
Oerie cTpenmile) OJICTYNajy MO MHTEH3WTETY o odekmBaHor m3 DSRED kanama (xl), Te
npe/icTaBibajy MOTeHIMjaaHo Mecto ekcnpecuje GFP-a, mok je Ha mpyrum mpecenmma
MIPUCYTaH UCTOBETaH pacrope] U MHTeH3UTeT duryopecurpajyhux jaenoBa Ha o0a KaHaiia
(n3-n4). Ha nHuBoy mnojenuHaunux henmuja, komokamuzauuja DsRED curnana u jage
ayroduyopecuenije Ha GFP kanany 6una je mpucyrHa kako ko DsRED koutporne (h1-
hH2), tako u xom ProP450 kmonoBa (h3-h4). "*" o3HauaBa CHHMKE HampaBJbEHE
MOHOXPOMATCKOM KaMepOM H TICEy/1I0000jeHe MpemMa oroBapajyhem kaHaiy - y IpBeHO 3a
DsRED wu y 3eneno 3a GFP. Octanu cHUMIIM HanpaB/beHH Cy KamepoM y 6oju. Ha cBaxkoj
CITUIIM O3HAYEHA je Jy>KUHA KCIO3UIIMje KaMepe y CeKyHIama 1 CKaJla BEJTMIHHE.
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Crnuxka 62. @iyopeclieHTHa aHali3a npenapara cradia, KopeHa, IIBETHOT MyTMoJbKa U JIMCTa
HeTpaHchopMucaHe OWJbKe, TPaHCPOPMUCAHUX KOHTPOJHMX KJIOHOBA M KJIOHOBa ca
npoMoTtopckum ¢ysujama. IlpBu pen (al-a4) mpeacraBiba yropeqHu MPUKaA3 MOMPEYHOT
npeceka crabma Owmibke TpaHchopmucane DsRED kontpomom (al-a2) m ProP450
KOHCTPYKTOM (a3-a4), rae je Ha GFP kaHany BUbHBA TUIABO-3€JIeHa ayTo(IyopeciieHIr)ja
henmujckux 3umoBa M KCWieMa, M 3elIeHO-KyTa (uiyopecieHiyja (a2 u a4, CTpenuie)
konokanm3oBana ca DSRED ¢myopecuienmmjom (al u a3). Yeehanu npukas npeceka cradia
DsRED kontporne ca cnabujom ¢iryopecueHipjom, npu 6emnoj ceerioctu (61), na DSRED
(62) m GFP xanamy (63), orkpmBa M0OpO pa3BUjeHE KCHIIEMCKE CYIOBE Ca jaKOM
aytoayopecieHjoM Ha oba kaHana, u ciabom DsRED ¢myopeciieHjoM OKOTHHUX
henmja (crpenmiie), Ha IpPBEHOM KaHay (02), a MPUCYTHOM y HCTOM paclopeny W Ha
3eneHoM KaHaiy (63). YBehanu mpuka3 y3ayKHOT Ipeceka CTapHjer KopeHa ca jaCHOM
ayToduryopecieHIjoM KereMckux cynoBa (04). Konmokammzanmja DsRED curnama y
3eJIeHOM KaHaJTy BU/JbUBA j€ U KO/ MMOMPEYHOT Mpeceka IBETHOT mynosbka ProGasL kmona
(B1-B2). Ha yBehanom mompeuHoM mpeceky wmuamor kopeHa ProGasL xiona (B3-B4)
npukazana je jaua DSRED ¢ayopecuennyja 6imke eHTpaTHOM HWIMHAPY KOopeHa (JIeBU
neo ciauke B3) ca  TOjeMHAYHMM —TAPEHXMMCKMM henmjama ca  BHIJBHBUM
(IIyopeclieHTHUM jeipuMa y JECHOM JIeNy CIIMKe, MISHTUYHO JoKanu3oBaHuM U Ha GFP
kaHaiy (B4). Bpx ymcra ProGasl kiona ca jakom DsRED ¢uryopecieHImjomM oko JIMCHUX
Hepasa (T1) u MuHMMaTHOM ayTtoduryopectieHjoM Ha GFP kanany npu ucrom ysehamy
(r2). Ha monpeunom mpeceky smicta u Behem yBehamy, kox ProP450 kiona BumsbmBa je
jaua omra ayrodiyopecteniyja Tkuba Ha GFP kanany (r4) ca ciaboM KoJoKalIu3alujom
DsRED curnana uz DsRED kanana (13). Jletass Bumehenujcke 1yiake U CTOME Ha JIUCTY
ProGasL kmona oy 6eiom creriommhy (1), dyopectiernuja Ha DsRED kanany (12 -
Jy’Xa ekcriosuiuja, 13 - kpaha ekcriozunuja) u ayrodiayopecuenunja Ha GFP kanany (14).
Jlomwa ctpana nucra ucror kioHa noj Oenom ceeriomthy (h1), na DsRED u GFP xanany
(H2-h3) ca BumbuBoM DsRED ¢yopecuenuujom y ctomama u henmjama OKoO JHMCHHX
Hepasa. (h4) - perron mucHor Hepsa ki1oHa DSRED kontpose Ha GFP xanany, ca BUI/BHBO
jauoM ayrodyopecueHurjoM y henmjama koje OKpyxKyjy HepBaTypy. "*" o3HauaBa CHUMKE
HarpaB/beHE MOHOXPOMATCKOM KaMEPOM H TICEyI0000jeHe TTpeMa oiroBapajyheM KaHay -
y upBeHo 3a DsRED u y 3eneno 3a GFP. Ocranu cHUMIIN HarpaB/beHU Cy KaMepoM y O0jH.
Ha cBakoj crmumu o3HaveHa je OyXKHHA EKCIO3WIMje KaMepe y CEeKyHJIama W CKajia
BEJTIUHHE.
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[TaxJpUBUjUM TIPETIEAOM CIEKTapa KOPUITNEHUX SKCIUTAIIMOHUX H EMHCHOHUX
¢dunrepa, ycraHoBjbeHo je na je ¢unrep cer 43 HE Ouwo onxromapajyhu 3a
Bu3yenuzanujy cnermupuane DsRED ¢nyopecuenmnuje (cnuka 63), nok je ¢uarep cet
38, wmnaue mnpemopyueH 3a Busyenmszanujy GFP  duyopecuennmje, ncroBpemeHo
noOyhusao u DSRED u BU3yenn30Bao €0 HEroBOI EMHCHOHOT CIIEKTpa, OJIKe KYTO]

60ju (cnuka 64).
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Cmuka 63. KomOunanmja ¢unrepa 3a Bmsyenmsaimjy DSRED wmapkepa. Tlpukazanu cy
criekTpu ekcuuranyje u emucuje 3a eGFP mapkep (eXG u emG) u DsRED mapkep (exD u

emD). ®unrep cer 43 HE je onroBapao curyanuju u Huje Owio uaTepdepenie ca GFP
CHTHAJIOM.
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Cmuka 64. KomOunanmja ¢unrepa 3a Busyenuzauujy GFP wmapkepa. [lpukazanu cy
criekTpu excruranmje u emucuje 3a eGFP mapkep (exG n emG) u DsRED mapkep (exD u
emD). ®untep cer 38 Huje Ouo morogan 3a Buzyenuzanujy GFP curnana y TkuBy rae
noctoju u DSRED curnain. [pBernM crpenuiiama cy oOeniekeHe 30He Melllama CHUrHajla
excuurarje (ex) u emucuje (em).
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VY mokymiajy Ja ce MITO BUIIE eTUMHHHUIIE MpEKiIaname eMHUCHOHHX CIIEKTapa
OBa JiBa MapKepa, MPUCTYIJbEHO je KOH(OKaIHO] MUKpockonuju. DiayopecieHiyja je
CHMMaHa CEKBEHIIMjaTHO Ha 1Ba kaHaina: 32 GFP kopumihena je excruranuja macepom
488 nm a nerexumja je pahena y omcery ox 500-525 nm, gok je 3a DSRED xopunrhen
543 nm nacep, a aerexroBano usmehy 575 u 600 nm. Oncer GFP nerekuuje je cyxen
na oO0yxBara eMHCHOHM MakcuMyM a mTo Bumie enumuuuiie DSRED emwucujy. Koa
HeTpaHchopMHCaHe KOHTpoJie, ayTodiryopeciieHnija Ha 00a KaHajla HHje Ouia jaka y
KOpEHY, a HEITO BUJJbHMBHja je Owia y CcTa0ily W JIUCTY, YIJIaBHOM IIOPEKJIOM O]
henmujckux 3umoBa W xyoporutacta (cimmka 65al mo a3). ®myopecnenmuja DsRED
Mapkepa je JeTeKTOBaHa KOJ HEeKHMX KiIoHoBa TpaHchopmucanux ProGasL
KoHCTpyKTOM (61, B1), mOK KOJ Ipyrux Huje Ouina mpucytHa (62), mTO je oaroBapaio
orceppanyjama HauMbeHUM y3 nomoh LED cucrema. ¥V nucroBuma, duryopecueHiuja
je Omia mpuMeTHa camMO y cToMaMma M MHOTO Mame y octanuM hemujama (63). Byxyhn
Ia je, ka0 W Ha (IyOpEeCHeHTHOM MHUKPOCKOITy, yOoueHa KOJOKaJIM3amuja 3eJICHOT
curHana ca upseHuM (61, Bl), pernoH kojokanu3anuje je mocmarpaH yBehaHo u
CHUMJbEH je Z-Stack - BuIecnojan CHUMak 1Mo AyOWHH Tpernapara KOjH ce cacTojao o[
30 caumaka ypasbeHux mo 1 um. IlpernmemameM CBHUX perHOHA KOJIOKaTW3aldje Ha
OPTOTOHAJIHO] TPOJEKIIMjH, YCTAHOBJHEHO j€ J1a C€ 3E€JICHH CUTHAJ YBEK jaBJba YHYTap
upseHor y henujama (B2-B3). M3y3erak je 3el€HHM CHUTHaAJ TOPEKIOM OJ
aytoduryopeclieHIje XJIoporuiacta U henujckux 3uA0oBa, KOju je OMO BUIJPUB U HaA
KOHTPOJIHMM TpecenrMa. MaHuIynucambeM CHHUMIbEHHX (oTorpaduja, Tako Aa ce
rojavya BUJbUBOCT 3€JICHOT curHaia (T1-r2), moka3aHo je BeroBo jOIl HIUPe MPUCYCTBO
y OKBHpY IIPBEHOT CHrHaja, moceOHo y hemujama ca wusyszetrHo jakom DsRED
dbyopecueHIjoM, mMTO je cyrepucano na gonazu no "mypewma' DsRED curnana,
3aBUCHO OJ] MHTEH3HMTETa, y 3eleHn KaHal. OBO je moTBpheHo cmamuBameM gain-a
(penmatuBHOr Mepuia aMIUM(pUKanuje curHaga (GoToHa KOJjU ce HETeKTYyjy) camo
1pBeHOr KaHana (11-42), ynMe je cMambeH M CUTHal JI0OHjeH y 3e1eHoM KaHaity. OBo ce
He Ou necusio na je y nuramy (ayopecrenurja GFP mapkepa mnm npyra, He3aBUCHA
ayrodnyopecuenuuja. Pa3zasajame iayopecieHyje oBa 1Ba Mapkepa je, nakie, Ouio

HeMoryhe, 0e3 0031pa Ha CMamkEHkE OTcera JIETeKIM]e EMHUCH]E.
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Crnuka 65. Ananmusa ¢uryopeclieHIje KJIOHOBa Ha KOH(OKATHOM MHKpockory. Ha cBakoj
dotorpaduju o3HaueH je gain 3a 3eJeHU KaHaI (3) U IPBEHU KaHA (1) ¥ CKaJla BEJIMYHHE.
®dororpaduje cy nceympoobdojeHe npema oarorapajyhem kanany, y 3emneno 3a GFP u npseno
3a DSRED kanai, a 3aTuM CrojeHe ca KaHajloM Oele CBETJIOCTH Y KOMITO3UTHY CIIHKY.
AyTtodayopeciieHidja KopeHa, crabjia u Jucta HeTpaHcopMucaHe KOHTPOJIE JlaTa je Ha
cmukama al, a2 u a3, pegom. Kopen kinoHoBa tpancdopmucannx ProGask koHcTpykToM -
kioH 21 (61) je umao jaay DSRED ¢nyopecniennyjy y henjama koje oKpyyjy KCHIEMCKe
eJleMeHTe M cIabujy y crioJballibiM napenxuMckuM hemmjama, GFP ayrodumyopecnenimjy
MopeksioM o1 henujckux 3uIoBa U 3eeHy (pryopecieHIrjy Koja je Ouia KoJoKaIrn30BaHa
ca DsRED curnanom (Ha ciauiy KyhkacTo rjie ce JBa KaHaa MpekJyamnajy), 10K je KJIoH 22
(62) umao camo GFP ayrodayopecriennjy. Y mucty kioHa 21 (63) jacHa dayopecrieHmmja
je Omma mpucyrHa camo y cromama. ProGasL ximoH 2 uMao je jaky IpBEeHY
dnyopecuenmjy y xopeny (Bl) u 3eneny ¢ayopecuennuyjy xojokanmuzoBany ca DsRED
curHaioM (kyto Ha ciuim). CHuMameM Z-Stack-a omabpaHor peroHa ¥ MOCMaTpameM
OPTOTOHATHUX MPOjeKIIMja Ty XOPH30HTAJIHE M BepTUKaIHE oce (B2-B3) moTBpheHa je
NOTITyHA KOJIOKAIW3alldja 3€JIEeHOT M IPBEHOr cuTHaja y hemmjama. MemameM HHBOA
OCBETJHEHOCTH TMpHKa3a 00a kaHaina (rl1-r2) mobujeH je jacCHUju MpHKa3 pacropesa 3eJIeHOr
CHrHana, Koju je Owo mpucyran y hemmjama ca Hajjadom DsRED ¢myopecrenmmjom.
MemameM gain-a caMmo IPBEHOT KaHalla, IOCTUTHYTO j& IPaCcTUYHO CMaEHhe CUTHAIA U Y
3erneHoM KaHaty (a1-12).

4.2.5 RT-PCR u qRT-PCR ananu3a excnpecuje GFP rena noa
KOHTPOJIOM HCIMTUBAHUX NPOMOTOPA

bynyhu na Huje O6mno moryhe BH3yeIM30BaTH aKTHBHOCT MPOMOTOpPa MPEKO
dayopecuennuje GFP mporenna y OusbHOM TKHBY, ypal)eHa je aHalid3a €KCIpecHje
GFP rena nma 6u ce yTBpAMIIO Ja JIA je TPOMOTOP (YHKIIMOHANIAH Y TpaHC(HopMaHTHMA

LUKOpPH]j€ U Y KOjO] MEPH.

Tectupane cy OMJbKe KOje Cy HOCHIIE HEKH OJ YETHPH KOHCTPYKTa 3a aHAIU3Y
npomotopa win GFP+ konTpomny, nperxoaHo nmoTBpleHe Ha MHTErpalyjy TpaHCIeHa
reHoMckuM PCR-om (mornassbe 4.2.3). IlpukymbeH je marepujan BehMHE KIIOHOBA,
CTapoCTH OJ1 JBa JO TET MECEIH, y BEreTaTUBHOM HJIM TeHepaTHBHOM cTanujymy. Kox
Ousbaka y CTaaujymMy po3eTe, TEeCTUPaHU CY KOPEH W JIUCT, JIOK Cy KOJ MPOIBETATNX
OWJbaka OJBOJEHO TECTHpPAaHH KOpEH, JIMCTOBH, IBETOBM U cTabino. Kommuetnu
pe3yiITaTH UCIUTUBAma eKCIpecuje Aatu ¢y y Tabenu 25. CBU TecTUpaHU KIOHOBH U
ckopo cBu pereHepaHTH cy ekcnpumupamn GFP. Camo jeman perenepant y dasum

po3sere, Tpancopmucan ProGasS83 koHcTpykToM, HUje ekcipumupao GFP Hu y mucTy
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HU y KopeHy. Onpehenn Opoj Omwbaka Huje excnpumupao GFP y HekoM onx oprana

(Tabema 25, mpuror 2), 10K je BehnHy KapakTepucaia eKCcrpecrja y CBUM OpTaHuMa.

Tabema 25. Tectupamwe GFP excrnpecuje. "+" o3HauaBa Opoj KJIIOHOBA WJIM pereHepaHara
ko1 Kojux je motBphena GFP ekcrnipecuja. [TorBphenum ce cMaTpajy OoHE pereHepaHTH KOju
Cy UMaJIi eKcIIpecHjy 0ap y jemrHoM o1 4 mocMarpaHa Jiefia OuJbKe - KOpeHy, JICTY, IBETY
wm crabimy. Komona "cBu / Heku opranu" roBOpH O TOME KOJIMKO OMJbaka je MMao
€KCIIPECHjy Y CBUM IIOCMATPaHUM OpraHMMa, a KOJIMKOM Opojy je HelocTajaia eKcrpecuja
y HEKOM Oprasy.

TEeCTUPAHUX + TECTUPAHUX + poseTa/ cBM/ HEKH

KJIOHOBA KJIOHOBA peresepanara peresepanara nuBeTaJjJga opraHmu
GFP+ 5 5 9 9 0/9 3/6
ProGasL 15 15 36 36 11/29 34/2
ProGasS29 3 3 4 4 0/4 212
ProGasS83 20 20 48 47 23/25 43/5
ProP450 4 4 7 7 3/4 4/3

YKYIIHO 47 47 104 103 37171 86/18

HuBo excripecuje, mocpeHO OKapaKTepHUcaH MPeKo jaunHe Tpake Ha rexy (50 ng
cDNA 1o peaknuju), paziaukoBao ce Mel)y KIOHOBMMa HCTE CTapocTd, ma u Mmehy
pereHepaHTHMa UCTOT KJIoHa (cnuka 660). 'eHepanHo Hajcnabujy eKCIIpecHjy UMaiu cy
KIIOHOBH TpaHCPOPMHUCAHH KOHTPOJTHUM KOHCTpykToM GFP+ (cnmuka 66a), mro je
Cyrepucajo Ja oBaj BEKTOp HHje HAjIOTOAHMJU 3a TpaHC(HOpMAIUjy LIUKOPHUjEe Yy CBPXY
Busyenuzamje GFP duyopecuennuje. Excnpecuja koja HeqocTaje y jeJHOM OpraHy
(HIIp. JUCTY) JEJHOT PEreHepaHTa, JOK je€ KOJA JIpYyror NpHCyTHa y CBUM OpraHHMa,
npukazaHa je Ha ciauiu 66B. Kox majku Ousbaka W KIOHOBa TPaHCHOPMHUCAHUM
BekTopuMa 6e3 GFP rena, Huje neTekToBaHa eKCIpecHja, INTO j€ TOoKa3alo

crienupUIHOCT Be3uBama npajmepa 3a GFP cekBenmty (cimka 66r).

Jla Ou jaumHa aKTMBHOCTH NPOMOTOpA, Mpeko HuBoa ekcrpecuje GFP rena,
Owna mpenn3HUje OKapakTepucana, oapehen je Opoj kommja GFP tpanckpunra qRT-
PCR-om. OnmabpaH je 1o jemaH pereHepaHT IMOPEKJIOM OJf HEKOJIMKO pPa3IMIUTHX
KJIOHOBA 32 CBaKMU KOHCTPYKT, y (pa3u 1[BeTama U CTapocTH 2,5 Mecena. 3a KOHCTPYKTE
ca mHoro nobujenux kioHoBa (ProGasL u ProGasS83) omabGpane cy Oumibke ca

€KCIPECHjOM y CBUM OpraHHMa, /1a O y OKBUPY BUX Ouo yrnopehen Opoj konwuja.
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Cnuka 66. Excripecuja GFP rena - mocebnu ciyuajesu. (a) - GFP+ kioHOBU ca HUCKUM
HHBOOM eKkcrpecuje, (0) - IpuMep pasziuke y eKCIpecHju KOJ JBa PereHepaHTa MCTOr
kJIoHa TpaHcopmucanor ProGasS29 konctpykrom, riue perenepant 6 xioHa 1-101 uma
BpJIO ClTa0y eKCIpecHjy, JOK pereHepaHT 7 HMCTOT KIOHA MMa Cpedmy 0 1o0py, (B) -
npUMep pas3liuKe y MECTYy eKCIIpecuje KOJ JBa pereHepanta ucror kioHa (29-103), rme
pereHepanT 2 HeMa €KCIPECH]y Y JIUCTY, AOK PEereHepaHT 4 uMa y cBa YeTHPH OpraHa, K -
KOpEH, JI - JIHCT, Il - IBEeT, ¢ - crabno, (r) - Majka OWsbka M KIOH TpaHchopMmHCcaH
koHCTpyKTOM 0Oe3 GFP-a memajy ekcmpecujy. "+" - Bekropcka JIHK kao mosuTrBHA
KOHTpona. CBe mnpukazaHe OWJbKe cy Omiie MCTe CTapocTH - 2,5 Mecely, y CTalujymy
I[[BETAMbA.

Excnpecuja GFP mapkepa y knonoBuma GFP+ xoHTposie je 6uia 3aHeMapJbUBO
maina (qRT-PCR pesynraTi HUCY TpHUKa3aHH), IITO j€ OJroBapaio npuMeheHoM HUCKOM
HUBOY ekcnpecuje npu RT-PCR-y. Excripecuja Huje mocrojana y Mb Ousbkama, Kao HA

y 6msbKkama TpanchopmucanuM BektopoM 6e3 GFP rena, kao u y cinyqajy RT-PCR-a.

bpoj xormja GFP TpaHckpunTa Ko CBHX TECTHpaHHWX KJIOHOBa yKa3WBAoO je 1a
je ProGasS29 najcnabuju mpomorop (cnuka 67), ca mpocedro 6 297 + 3 602 komwyja,
10K je Hajjaun 6uo ProP450 npomotop ca npoceunux 164 983 + 30 329 konuja. pyra
JIBa TIPOMOTOpa Cy 1o Opojy Komuja Omia wHTepMeanjepHa, ProGaslk ca 120 192 + 31
740 u ProGasS83 ca 82 153 + 40 495 xommje. Hajpehu O6poj xomuja HaljeH je y KOpeHy
kioHa 39-110 5) (ProGasS83) u m3nocumo je 482 331 konwuja. JaumHa mpomoTopa
onpeheHa Ha O0Baj HayMH TNOAyJapaja ce ca pe3ylraTuMa J0oOUjeHHuM Yy

arpoundunrpanuju, mocMarpamweM GFP dayopecriennuje (ciuka 45).
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Kon perenepanara kiionosa 4-101 1) u 42-102 1) nerekroBaHe Cy 3aHEMaPJHUBO
Mayie BpeaHocTH Opoja TpaHckpumnata (cinuka 67), mTo je OJroBapajio HUCKOM HUBOY
excrpecuje npumehenom y RT-PCR-y. Kox oBuUX KJI0HOBa, MaKO MHTETPUCAH y OMJBHU
renom, GFP ce Beoma cnabo excrnpuMupao, BEpOBaTHO 300T yTHIIIaBamba TPAHCTEHA.
OBa mpeTrnocTaBka mojapkana je pesynratuma guryopecienije DsRED-a (mpusor 1),
rae je ¢hayopecieHIja Omia mpucyTHa caMo KOJ U3BOPHHX KJIOHOBAa-KOPEHOBA, a HE U

KOJI pereHepucanux Onsbaka Koje cy Tectupane Ha ekcrpecujy GFP mapkepa.

Excnpecuja y xnoHoBuma ProGasL, ProGasS29, ProGasS83 u ProP450 je
3aTHM HOpMaJIM30BaHA IpeMa eKCIPECHju Y KOpeHy, rae je koxa Behune kinoHoBa Omia
HajBUIIA, paau nopehema excnpecuje y pa3InyuTUM opranuMa Oomspke (ciuka 67). 3a
kJoHOBe TpaHcopmucane ProGasS83 koucrtpykrom, GFP mapkep ce cratmctuuku
3HAa4YajHO HajBUIIIEC EKCIPUMHPAO y KOpeHy cBa Tpu kioHa. Kon kimonoBa ProGasS29 u
ProP450, no jeman o 1Ba KJIOHAa Cy MMalla HajBUINY €KCIIPECH]y Y KOPEHY, JIOK KOJI
ProGasL kioHoBa HHUje MmocTojaja jacHa CHenu(UYHOCT MpeMa OpraHy U cBa YETUPHU

KJIOHA Cy ce pa3iukoBaia mel)ycobHo.
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Cmuka 67. Excrnpecnja GFP mapkepa mom KOHTPOJIOM HCIMTHBAHUX MPOMOTOPa KOJ
paznuuuTux KioHOBa, oapehena RT-PCR-om (renoBu) u qRT-PCR-om (rpaduim). QRT-
PCR pesynrati cy HOpMaJTM30BaHM TpeMa HUBOY EKCIIPECHje y KOPEHY CBAaKOT KIIOHA.
Paznuuura cnoBa mpukasyjy cTaTUCTHUKM 3Ha4yajHe pasnuke (P < 0,05) y okBupy ucror
kJoHa. Y kioHoBuMa 4-101 1) n 42-102 1) nerexkToBaHe Cy 3aHEMapJbUBO MaJle BPETHOCTH.
AriconyTHe BpeIHOCTH Op0ja KOTHja TPaHCKPHIITA Cy JIaTe y CTyOrMhrMa 3a KOpeH.
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4.3 Yrumasame GAS rena

VYV umipy KapakTepuzanuje (yHKIMje I'eHa TIepMakpeH A CHHTasze, MpPeKo
BUXOBOI YTHIIAaBaWka y OMJbKaMa LUKOPHje, KOHCTPYHCAHU CY BEKTOPH 33 €KCIPECH]y
amiRNA crnenuduunux 3a GAS long u GAS short rene, u nukopuja je TpanchopmucanHa
TUM KOHCTpYKTHMA paau uHaykoBama PHK muTepdepenue, yrumasama HCIUTUBAHUX
reHa M aHalIu3upama (EHOTHIICKMX M (U3MOJOUIKMX edeKkaTa CMamema TI'eHCKe

eKcIpecHje.

4.3.1 KoHcTpyKIHja BEKTOpa 3a YTHIIABam€e reHa

* nu3ajH npajMepa Ha WMD3 cajty
npexia- * 4 npexianajyhe peakmumje 3a 3ameny amiRNA cekBeHiie

“gngh" » PCR = enekrpodopesa = npeuninhapame ca reia

* PCR mponyxkr ca attB mectuma + pPDONR207 Bektop + BP clonase mix

Ga|t_:,e|gvay * — amiRNA uncept y pPDONR207 BekTOpy

* xemujcku komreTeHTHe henuje + BP peakuuja =» omopasak

ymito-  ° CCVICKIMja HA reHTaMuIMHY npeko Hohu = colony PCR =
kagame  CIEKTpodopesa = Miniprep mo3UTUBHUX KOJOHH]jA U TIIMLEPOTHH MITOK

* CEeKBEHI[Mpame MHCEPTA U3 TIa3MKIa 100ujeHrx miniprep-om
norepaa ° 01a0Mp HajOOJBUX KIOHOBA

N
» pDONR207 Bextop ca unceprom + destination sekropu + LR clonase mix
» — amiRNA uncepr y destination Bekropy

* XxeMHjcKkHu komrieTeHTHe henmje + LR peakinja =» onopasak

* CeJIeKIIMja Ha CIIEKTHHOMUIIMHY Tipeko Hohu =» colony PCR =
cnekrpodopesa =» MINiprep mo3NTHBHUX KOTOHHU]A M LTMICPOITHH IITOK )

|« C58C1-3a arpouHQUITpaInjy

* A4M70GUS — 3a TpanchopMaIujy HuKopuje

* TparchopMaIja eNeKTPOIOpaIHjoM =2 OIOPaBaK

| * ceJeKIMja Ha CTIEKTUHOMHULIMHY peko Hohu = colony PCR

* HR Tpanchopmanmja
* JIeTeKIHja TpaHC(POpMaHaTa U IIPOMEHA Y €KCIIPECHjH T'eHa U CaapiKajy
jenumema

Cruka 68. [llema excriepuMenTa aMIiuTMuKaIpje u Kiionupama amiRNA KoHCcTpyKara.
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Tok exciepuMeHTa KOHCTPYKIIM]j€ BeKTopa 3a yruiaBame GAS rena npukazana

je Ha ciuim 68.

3apan koHctpyknuje amiRNA Bekropa, onadpane cy cekBeniie MRNA GAS rena
ukopuje - CiGASlo (Cichorium intybus germacrene A synthase long form mRNA,
complete cds; alternatively spliced, AF497999) u CiGASsh (Cichorium intybus
germacrene A synthase short form mRNA, complete cds; alternatively spliced,
AF498000).

3a guzaju amiRNA koHcTpykara ogaOpaH je METOJ CHHTE3€ Ca TEMILIC)T
BekTopa PRS300, 3amenom opuruHanHe cekBeHie ox 21 bp - miR319a (ciuka 69),
cekBeHile 3a mocrtojehy dynkimonanny wmukpo PHK Arabidopsis-a, cekBeHiom
cneunduyHom 3a yrumaname GAS rena. 3amena ce obaBiba mnpekianajyhum PCR
peaknujama (moriasibe 3.9.2), ynMe ce 1oOmja Kacera Koja CaaApKH KeJbeHY CEKBEHITY
y Sense u anti-sense opujeHTanuju, yMeTHyTy yHyTap kumume amiRNA koHcTpykara,
KOja 10 eKcIpecHju y Ousblin 3ay3uma KoHpopmanujy ykocuuie (eur. hairpin), a koja

MNpeacTaBjba OKUAAY yTUIIIaBakba I'CHA.

Kpnl
Xhol
Sall
Clal
Hindlll
EcoRlI
Pstl

miR318a*
MIR319a precursor
miR318a

pRS300
Ath-MIR319a in pBSK
total size: 3368bp

BamHI
Spel
Xbal
Notl
Sacl

Cmuka 69. Temmiejr mnasmua PRS300 3a cuntesy amiRNA KOHCTPYKTa, KOJH CaapiKH
miR319a, y sense u anti-sense (*) opujenranuju. [Ipeyzero u3z Schwab u cap. (2010).
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3a onmabup cneunpuune amiRNA cekBeHIle U AM3ajHUpaE MpajMepa 3a HbEeHY

amruudukaiyjy, kopuuihen je uatepuet cajt WMD3 - Web MicroRNA Designer.

VY 6a3u oBor cajta noctoju 6a3a cekBeHuu nukopuje (Cichorium intybus PUT
vl7la (PGDB)), anu y m0j HHCy mocTojaiie anoTupaHe cekBeHiie GAS TpaHckpumara.
3ato je mpBo ypahena BLAST mperpara cexBeHiu y 6a3u, mopehemem ca FASTA
cekBeHilama jgatum y GenBank, nga Ou ce wuaeHTUHUKOBAJIE CEKBCHIE KOje
npezacrasibajy GAS long u short tpanckpunre y oBoj 6a3u. Ha OCHOBY CIMYHOCTH
CEKBEHIM, YCTaHOBJbeHO je ma PUT-171a-Cichorium_intybus-7634 oxrosapa GAS long
tpanckpunty, a PUT-171a-Cichorium_intybus-27635 oxrosapa GAS  short

TPAHCKPHUIITY.

Jasbe je npuctymbeHo nusajuupamy amiRNA npema xke/beHUM CeKBeHLama. Y
Designer neny MHTEpHET cajTa, Kao LUJbaHa cekBeHIa ybaueHa je FASTA cexBeHia
MRNA, a xao go3BosbeHu Off-target, yoOauena je PUT cekBeHma panHwuje
uaentuduxonana na oxarosapa 1oj PHK. bynyhu na mely oBum cexBeHniama mnoctoje
Mambe pas3liiKe, BEPOBATHO Kao IOCIEAMLA PA3TUYUTOr TEHOTHIA CEKBEHLUPAHUX
y30paka, /b je Ono ga omabpana amiRNA wma moTeHIMjaa Ja yTHIIaBa BHIIE
eBEHTYyaJHUX (opMH TpaHCKpumara, 6asupajyhu ce Ha /ey CEeKBEeHIIE Iie HE MOCToje

pasiuKe.

Onabup Hajoosbe amiRNA ox monyhenux pesynrarta (ciuka 70) 3aBUCHO je O

3a10BOJbCHA HCKOJIMKO YCJIIOBA:

e arconyTHa eHepruja xuOpumusanuje amiRNA u 1u/baHe CEKBEHIlE HE cMe Ja

6yze mama og -30 kcal-mol ™, Haj6osse -35 1o -40 keal-mol™

e 5a crneuudpuuHo Besdyje GAS tpanckpunt - long wmm short, a ma napyre

TPAHCKPHUIITE BE3yj€ ca MHOTO MambUM aQpUHUTETOM
e 1a cneruduuHo Bedyje PUT cekBeHIly Koja oAroBapa 1aToM IeHy.

Jpyra nBa ycioBa cy nojatHo npoBepaBana BLAST-om cekBenie ogabpane amiRNA y
HykieotuaHoj u EST konekumju mukopuje Ha cajty NCBI. V3 nmomoh oBux yciosa,
omabpane cy mo a8e amiRNA cekBeHIie, crieruduyne 3a cBaku o1 a8a GAS rena, nare y

Tabemnu 26.

132



WMD3 - Web MicroRNA Designet fos

Home Target Search Designer Oligo Hybridize Blast Downloads About Help

Transcript library: Cichorium_intybus_v17 1a.mRNA.PUT.fasta

gi|20386403|gb|AF498000.1| Cichorium intybus germacrene A synthase short form mRNA, complete cds;

Target genes: ) h
aetg alternatively spliced

Description: GAS short, our seq, acc off-target 27635
Min. number of included 1
targets:
Accepted off-targets: PUT-17 1a-Cichorium_intybus-27635
Annotated: 0
Download xls
Il TTATAAGCCTAACATACCCTT -39.28 gi|203864083|gb|AF498006 -30.28
Il TAATAGTTTGTCAAGCTGCGEC -42.25 gi|2@8386483|gb|AF4cseee -42.25
TTTTAGCTAGT TGCTTCTCAA -38.69 gi|2@386463|gb|aAF4988808 -38.69
TTCTTAATCTCAATTGTGCAG -38.38 gi|208386403|gb|AF498000 -38.38
TTACGATCAGTTTTCTCACTT -38.32 gi|2@8386403|gb|AF4980808 -38.32
TATATAAGCCTAACATACCCT -39.98 gi|2@8386403|gb|AF4980808 -39.98
TATATTCCGG -48.11 gi|208386403 |gb|AF498080 -40.11
CCTAACA -41.75 gi|203864083|gb|AF498806 -41.75
TGAATTTGCTCCA -43.29 gi|28386483|gb|AF4c8eee -43.29
TTCAATCTCTTGE G -48.57 gi|2@386405|gb|AF4080e0 -40.57
TGAGAAATACATCCTTGCCTC -43.89 gi|20386403 |gb|AF4980808 -43.89

\GATATGTCAAACCA -39.68 gi|20386483|gb|AF498000 -39.68

Cika 70. 3rnen crpanuiie ca pesynratuma nperpare Ha pumepy GAS short cexseiie.

3atuMm je muzajuupana amiRNA Gasupana Ha perrony xomonoruje GAS long u
short rena, npenBuljena ga yrumasa oba reHa uctoBpemeno. Jla ou ce uaeHTHGUKOBAO
PETHOH XOMOJIOTHj€ OBUX T'€Ha, HHXOBE CEKBEHIlE Cy ynopel)eHe M yCTaHOBIJbEH je
3aje/IHUYKH J1e0 CeKBeHIle y ayxunu ox 19 bp (cimuka 71). Bynyhu aa cekBenia Tpeba

na Oyne ayra 21 bp, omnydeHo je na ce mpoaysKu 3a 1Ba HYKJICOTHA y 3' paBIy.

TTTT|TTTY | TYTTYT | TEOTT | TTTY ¥

460 470 480
ATTTCARGTTTTCAGACACCATGETT S OAS long
CTTTCAAGTTTTCAGACACCTTGETC.<— GAS short

Cnuka 71. Pernon xomonoruje GAS rena nar y 5'—3' nmpasiry.

Jame Moaudukanuje cy HHTPOAYKOBAaHE MaHYeIHO, MpeMa caBeTUMa U3

Schwab u cap. (2010) u WMD3 cajra:

e cekBeHila amiRNA Tpeba ma moumme ca T - Hajuemhe 3acTymybeHO Yy

npupoxarM MIRNA
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e Ha mectuma y amiRNA 2-12 "e tpeba ma mocroje missmatch-esu y ogHocy Ha

[UJbAaHy CEKBEHILY

e Ha Mectuma 18-21 Tpeba aa moctoju missmatch na Ou ce cnpeunio eBeHTyaIHO

mupeme eeKTa yTrullaBama
e cHepruja xubpuamsaumje Tpeba xa 6yne mamely -35 u -40 kcal-mol ™.

[To oBuM kpuTepujymuma, ogabpana je cexkBenna GasL&Sm mara y Tabenu 26, duja je
cnenuduyaoct 3atum mpoBepeHa BLAST-om, ka0 u 3a ayromMarcku TeHEpUCaHE

CCKBCHIIC.

Kao anrepnaTnBa 0BOM IpuCTyNy, QU3ajHHpaHe cy U (Hy3MOHHCAHE CEKBEHIIE,
KOje Cy cacrojaje oj cekBeHIH 3a nojeaunaude amiRNA long u short, criojene y jenny.
BuxoBa cneunduuHocT je Takohe TectupaHa, a omabpaHa je CEKBEHIAa Koja je
caunmbeHa o7 GasLl u GasSl (tabena 26). Ilonoxkaj cBux omaOpanux amiRNA Ha

cexBeHriama GAS TpaHckpunaTa nprUKas3aH je Ha CIuu 72.

Tabena 26. CexBeHiie onadpanux amiRNA

ume - ckpaheno nume CEeKBEHI A
GAS long amiRNA 1 - GasL1 TATCTAAGATATCTTCACCGT
GAS long amiRNA 2 - GasL2 TAATCCATAGGTATATCTCCG
GAS short amiRNA 1 - GasS1 TAATAGTTTGTCAAGCTGCGC
GAS short amiRNA 2 - GasS2 TTCTTAATCTCAATTGTGCAG
GAS long&short manual -
TAGGTGTCTGAAAACTTGGAA
GasL&Sm
GAS long&short fused - TATCTAAGATATCTTCACCGT-
GasL&Sfuse TAATAGTTTGTCAAGCTGCGC
GAS long (30...1781) GAS short (35...1711)
GasL&Sm (456...476) GasS1 (317...336)
GasL1 (604...623) GasL&Sm (399...415)
GasL2 (928...947) GasS2 (525...544)

Cnuka 72. BesuBHa Mecta ogabpanux amiRNA Ha cekBeniiama GAS mRNA.
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[To n360py CekBeHIHM, NM3ajHUPAHU Cy MpajMEPH 332 HUXOBY aMILTH(PHUKAIN]Y
(radena 11), y moxyny Oligo WMD3 cajra, Ha ocHOBY cekBeniie amiRNA u Bekropa
pRS300. I[IpunukoM mIaHWpama IMpajMepa, ajlropuTaM Iporpama yoairyje MmoTpeOHe
MHUCMEYEBE J1a OM ce OCTBApHJIO ONTHMAIHO CaBHjambe KOHCTPYKTa OOJIMKA YKOCHHIIE.
[TpunukoM yHomIewa (y3MOHHUCAHE CEKBEHIIE, TH MHCMEYEBH Cy J0OMjEeHH camo 3a
IPBH JICO CEKBEHIIC, a 3a JIPYT'H Cy PYy4YHO I0JATH, 10 yriieay Ha nojeauHadne amiRNA
0J1 KOjuX je (hy3uOoHHCaHa cacTaB/beHA. YMeECTO npenopydeHux 4 u B mpajmepa (cnuka
73) koju obOyxBarajy untaB amiRNA npekypcop, nuzajuupanu cy AmiGatewayA u B
npajmepu, nomepenn y MCS neo cexsenue, u ca gogarum Gateway attB mectuma 3a

pekomOuHanujy (ciuka 11).

miR* miR

A g Vi | <Z

Cuika 73. Hairpin ctpykrypa amiRNA ca nprka3zaHiM MHCMEUEBUMA, BE3UBHUM MECTHMA
npajmepa (A, B, I-1V) u cexBeniiama koje ce 3amemyjy (MIR u MiR*), m3op: WMD3 cajr.

AmIRNA cy xoHcTpyucane kpo3 yetupu npeknamnajyhe Phusion PCR peakmyje,
kopumhemeM JITHK BekTopa pRS300 kao temrimiejTa u npajMepa cieu@UIHAX 32 JIaTy
amiRNA (mornassbe 3.9.2), a MpOAYKTH CBaKe peakiirje pa3aBOjeHH Ha arapo3HOM ey
u BusyenuszoBanu Ha UV TpancunymuHatopy (cnuka 74). Tpake oarosapajyhe
BennunHe cy wucedene, a JIHK wu3 mwux je mnpeunmiheHa u u3MepeHa joj je
KoHIleHTpanuja. OBUM peaknujama je opuruHanHa cekBeHia MIRNA Arabidopsis-a
3aMemhCHa JIM33aJHUPAHUM CeKBEeHIamMa 3a yrumaBamke GAS reHa, ca 3aapkKaHOM

OpHUTHHAIHOM hairpin ctpykrypom.
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GasL2 GasS2 GasL&Sm  GasL&Sfuse

650
500

507 bp 507 bp 507 bp 507 bp 507 bp 549 bp

Cmuka 74. Ilpexnamajyhe PCR peakimje 3a xonctpykimjy amiRNA. Crwmke a - T
0JIroBapajy peakimjama a) - d) u3 mornasspa 3.9.2.

[Tpeunnthenu npoayktu ca attB mectuma Ha KpajeBUMa peKOMOMHOBAHHU Cy ca
pDONR207 Bekropom y Gateway BP peaxnuju, unme cy moOujeHu entry KIOHOBHU ca

amiRNA uncepTtuma (ciuka 75).

pDONR207 forward primer
attP1

amiRNA_pDONR207

3819 bp At

7pDONR207 reverse primer

GmR

Cmuxa 75. Usrnen amiRNA uncepra y pPDONR207 BekTopy mociie pekoMOUHaImje.

Panu ymHOXaBama U celeKirje MpaBIIHO PEKOMOMHOBAHUX BEKTOPA, XEMHU]CKH
komrerenTHe hemuje E. coli XL-1 Blue tpanchopmucane cy memaBuHoM u3 BP
peakuuje. Hakon omopaBka, henmuje cy cenekroBaHe Ha reHTamuuuHy. Ilo yetupu
kosonuje on ceakor amiRNA koHctpykra Tectupano je colony PCR-om Ha npucycTBo

nHcepta ca PDONR207 mpajmepuma. Ilo aBe KoJoHHMje ca jakoM TpakOoM Ha Teily
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cnenuduyHe BenuunHe M 0Oe3 HecrneuuduuHe ammumdukanuje, omabpane cy 3a
HacTaBak ekcrepuMenTa. Te KOJIoOHH]je Cy cauyBaHe Kao IIMIEPOJT IIITOKOBH U U3 IHHX j¢

n3oioBana miasmMuaHa JJHK.

JHK mo3uTHBHHX KOJIOHHM]ja je CEKBCHIMPAaHA BUIICCTPYKUM peakiHjaMa, y3
nomoh mpajmepa u3 tabdena 11 u 20, na Om Ouya MOKPUBEHA Iiejla CEKBEHIIA, jep je
CCKBCHIUpAmhe OWMJIO OTSXKAHO IPUCYCTBOM CEKyHAAapHUX CTpykTypa amiRNA.
Alignment TeopujckuX CEKBEHLM n00MjeHMX pekomOuHanujom in Silico, u onux
nobujennx cekBeHuupameM nHcepata y PDONR207 BekTopy MOTBpAHO je YCHEITHOCT
KJIOHHMpama cekBeHile amiRNA, mHUXOBY OYCKHBAaHY MO3MIIM]Yy Y BEKTOPY W TadyHOCT
amiRNA cexseHile (ciuka 76). Y 3aBUCHOCTH O]l pe3yJiTaTa CEKBEHIIMPaba, H3a0paH je

IO jelaH KIOH Ca HajIpelu3HHjOM CEKBEHIIOM O] CBAKOT KOHCTPYKTa 3a HAacTaBaK

CKCIICPUMCHTA.
" ITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITTTTITT
| 650 700 710
amisS2 e T TCTTALATCTCALTTETGCL G SNSRI e
421F1 EZmisS2-1 F GATTCTTRAATCTCRAATTGTGCAGCTCTCTTTTG!
42151 Amis2-2 F GATTCTTRAATCTCRAATTGTGCAGCTCTCTTTTG!

Cmuka 76. leo mopehema cekBeHin m3mehy Teopujcke cekBeHile GasS2 (obernexeHo
[PHUM) M CEKBCHIIE JIBE TECTUPAHE KOJIOHH]E.

JIHK BekTopa omabpaHMx KIOHOBa peKOMOWHOBaHA je nabe y three-way
Gateway LR peakumju ca Bextopuma 242 pKGW, 365 pENTR u 373 pENTR , unme cy
NOOMjeHH TOTOBU EKCIIPECHOHM BEKTOPH 3a TpaHchopManujy Ouibaka, y Kojuma cy
amiRNA ¢y3uonncane ca 35S mpomoropom u TepmuHatopoM (criuka 77). Ilpoayktu
peaknuje cy TpaHchopMUCaHU Y XeMHUjcKu KomreTenTHe henuje E. coli u komonuje cy

CCJICKTOBAHC HAa CIICKTUHOMUIIUHY.

Hacrane xomnonuje cy tectupane colony PCR-om Ha mpucyctBo mHCepTa (ca
AmiGatewayA u B npajmepuma, Tabena 11), a 3aTuM mpoBepeHe Ha OJCYCTBO CEKBEHIIC
pPDONR207 Bektopa (ca pPDONR207 mpajmepuma, Tabena 12). Oarosapajyhe kononuje

Cy cauyBaHe Kao TJIMIIEPOJT ITOKOBU U U3 BHX je n3ojoBana miazmuana JJHK.
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LB

- attB3  _
TEPMHUHATO _
P atth

amiRNA_3wayGateway
12589 bp

Cnuka 77. V3rien roToBOT €KCIPECHOHOT BEKTOpa 3a TpaHchopMmanujy ouibaka. CcdB ren
je 3amemen kaceroMm 35S mpomotop - amiRNA - 35S tepmunarop. DSRED - rew 3a npsenn
(ryopecieHTHH TIPOTEeHH, U TeH 3a pe3ucTeHIrjy Ha kaHamuiH (KanR), npencraBipajy
Mapkepe 3a KoTpanchopMairjy 1 CeJIeKIjy Onbaka.

Panu ¢unanHe moTBpAe MHTErpUTETa KOHCTPYKATa, JU3aJHUPAHU CY NpajMepu
KOju aMITUHKY]y crojeBe 242 BekTopa u 35S mpoMoTOopa, MPOMOTOpa ¥ TEPMHHATOPA
(ca amiRNA cekBenuom usmel)y), u TepmuHatopa u 242 Bexrtopa (cnuka 78 u tabena
15), ypahen je PCR na mmasmumnoj JJHK, u noOujameM crneumpuyHux mpoaykara
oaroBapajyhe BenuuumHe, TOTBpheHa je MpaBWIIHA HHTETpalyja W OpHjeHTAIHja

IPOMOTOpa Y (UHAIIHOM BEKTOpY.

[ToTBphenu BekTopu cy mpebaueHu y oaroBapajyhe cojeBe arpobakrtepuja - A.
tumefaciens C58C1l 3a arpounduntpamujy, u A. rhizogenes A4M70GUS 3a
TpaHchopmanujy nukopuje. Arpodakrepuje cy TpaHchopMHUCAHE eIEeKTPOIOpaljoM,
CEJIeKTOBaHE Ha CIIEKTUHOMHIIMHY 1 TipoBepene colony PCR-om Ha mpucycTBo nHCepTa.

[To3uTnBHE KOJIOHU]E Cy cadyBaHe Y BUAY INIMLEPOJI ITOKA.
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- attB3  _
TEPMHUHATO
P atth

7
v amiRNA_3wayGateway
12589 bp

npajMepu 3a
MOTBPIY CIIOjeBa

Cnuka 78. Mecrta Be3uBama MpajMepa IU3ajHUPAHUX J1a MOTBPJE MPABUIHO KIIOHUPAE
amiRNA uHcepTa Cy 03HauYeHa CTperiiaMa.

4.3.2 TIpoBepa KOHCTPYKAaTa arpoUuHPUITPAIHjOM

DOyYHKIMOHATHOCT —eKCIpecHoHuX BekTopa 3a amiRNA  mpoBepeHa je
arpouHdunTparmjom Ha 3eneHo] camatu. @nyopecuenmnuja DsRED  wmapxkepa
JeTeKTOBaHa je HakoH 5 u 11 paHa mo uHOMITpanMju, KOJ CBUX KOHCTPYHCAHUX
BeKkTOpa, noTBphyjyhn uHTerpurer BekTopa M epukacHocT Mapkepa. Excmpecuja je
yO4€Ha MCKJbYYHMBO Y HHOWITPUPAHUM JI€JIOBUMA JIMCTA, JOK je Ha yBehaHOM mpukazy

dayopeciieHIja youeHa y IUTOIIa3MH U jenpy henuja enuaepmuca (ciauka 79).

Cnuka 79. @nyopecueniuja DsRED mapkepa y muctoBumMa unguntpupanum GaslLl (a) u
GasS1 (6) koncrpyktuMa. Ha yBehanum nenosuma smiia (B) 1 Halmm4vja Jucta (), youJbrUBa
je ¢uryopeciieHIja IUTOIUIa3Me U jesapa.
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4.3.2.1  Edekar nposazae TpaHchopMalyje arpouHPUITPaIujoM Ha
caapikaj rBajanonuaa u ekcrpecujy GAS rena canare

[Tomro je camara OusbKa CpoOAHA IMKOPUJU M CHUHTETHIIE HCTE THIIOBE
rBajaHoNIda, mpoBepeHa je moryhnoct BesuBamba amiRNA koncrpykara 3a LTC1l u
LTC2, nse Bapujante MRNA 3a repmakpen A cuntasy canare (GenBank AF489964.1 u
AF489965.1). Ilperparom EST Ga3e cekBenim canare y Target search nemy WMD3
cajra, u ynopehuBamem ca cBakoM o mect au3ajuupanux amiRNA, nmponahene cy EST
CeKBEHIIE Koje ce Be3yjy 3a mer ox mect amiRNA koncrpykara (cimka 80), ca
MakCHUMaiHO Tpu MucMeda (GasS1 KOHCTPYKT ce HHje BE3UBAO HU 32 jeHY CEKBEHILY ca
Mame of et Mmucmeuesa). Ox tora cy GasLl1, GasL2 u GasL&Sm KoHCTpYKTH HMaiH
no jenHy EST cekBeHlly Kojy cy Be3UBalM EHEPreTCKM IOBOJbHO (eHepruja
Xubpuan3aIwmje je ouna mama of -35 kcal-mol'l). BLAST-oBamem tux EST cekBeniu y
NCBI 6a3u HykI€0THAa, YTBpHEHO je 1a MOCTOjH BUCOKA MOAYAAPHOCT Ca CeKBEHIIamMa
LTC1 u LTC2 mRNA (cnuka 80) 3a cBaky ox nponaljenux EST cexBenmu. Ha ocHOBY
OBOTa je 3aKJbydeHO Ja moctoju MoryhHoct ma Gapem Tpu amiRNA HampaBsbeHe 3a
yTuniaBawe resa unumkopuje, GasLl, GasL?2 u GasL&Sm, yrumasajy u LTC rene
camare. bynyhn ma mocroje pasnuke y cekenmnama usonoBanux LTC rema, MRNA u
EST cexkBeHmu, a He TIOCTOjeé CEKBEHIlE TeHOTMNA cajare KopumtheHor y

arpouHQUITpaLuju, ouekuBaHa eukacHocT yrumasamwa LTC rena moxe Ja Bapupa.

[ler nana HakoH WHQWITpalUMje, JHUCTOBU HHDUITPUPAHH KOHCTPYKTHMA
GasL1, GasL2, GasS2 u GasL&Sm cy tectupanu UPLC-MS u gRT-PCR texnukama Ha

IIPOMEHE Yy Ca/ipikajy JeNbEeha U eKCIIPECH)U TeHa.

['BajaHONMIM Cy JETEKTOBAaHM Yy HHUCKO] KOHILIEHTpAIMjU y JIUCTOBUMA 3elieHe
canare (cnuka 81). JIakTyuMH M JaKTYOUKPUH Cy OWIIM MPUCYTHH y MEPJHHUBO]
KOHIICHTpAIlMj1, 0K Cy Apyra JBa jeAHmEHha Y BEOMa HHUCKO] KOHIIEHTPAIU]U, Y€CTO
ucnoA rpanuue nerekuuje ypehaja. Mnpunrpauuja DSRED+ xoHTpoiaHHM BEKTOpOM,
6e3 amiRNA koHcTpyKTa, JOBeNa je 0 mopacra MoCMaTpaHuX jelumbeha Y 0JHOCY Ha
HeuHGuITpUpany KoHTpoiry (ciuka 81). Hu y jenqHoMm o y3opaka MHOUIATPUPAHUX
KOHCTPYKTUMA 3a YTHUIIaBal€ HHUje YOUCHO CMamemhe KOHIECHTpAIHjE jeIUbEHma Y

OJTHOCY Ha HEMHOWITpUpaAHY KOHTPOJIY, QJId j€ YO4YeH CTAaTHUCTUYKH 3HAdajaH maj
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JUXUAPONAKTYIIMHA, JAKTYIIMHA U JIAKTYIIUKPUHA Y OAHOCY Ha Y30pKe MH(WITpHpaHE

KOHTPOJIHUM BCKTOPOM.

a :P'JT—J.E'.l‘a—Z,.act:uc'.a_-.a&t:1‘;.3—'_E:?-34[| PlantGDE-assenbled Unique Transcript-fragment

\Target region: ATGGTGAAGATCTCTTAGATG

Possible candidate. Mismatch at position 10 andfor 11

\Hybridization energy: -32.53kcal/mol (32.19 %)

ived from Lactuca sativa

E'I‘arger_ gene 5'->3'/618-638 ATGGTGAAGATCTCTTAGATG
camiRNA (rev. complement) ACGGTGAAGATATCTTAGATA
T OAEEETEEREL AAARNAANY
0 613 1511
1

-
Sequences producing significant alignments:
Accession Description Max score  Total score  Query coverage _E value Max ident  Links |
A Lactuca sativa germacrene & synthase LTC1 mRNA, comple 257 857 B8% a0 T5% U]
Lactuca sativa germacrens A& synthase LTC2 mRNA, comple 818 818 §9% 0.0 73% m

Cmuka 80. Ilpumep jemne EST cekBeHie 3a kojy ce moTeHmjaaHo Be3yje GasLl
KOHCTPYKT, ca IOBOJbHOM €HeprujoM xubpuauzanuje (a). YnopehuBamem Te CeKBEHIE ca
MRNA cekseniama canare (0), ycraHoBibeHa je Bucoka cimdgnoctT ca LTC1 mRNA (75%
UJIHTUYHUX HyKJeotuaa ca 88% mokpuBeHoctH cekseHile) U LTC2 mRNA canare (73%
UJICHTUYHUX HYKJI1eoTH 1a ca 89% MOKPUBEHOCTH CEKBEHIIE).

W3 uctux MHQUITpUpaHUX y30paka, aHaiau3upana je excrnpecuja LTCL u LTC2
reHa. 3a CBakM KOHCTPYKT MEpeHa je eKcllpecuja y Tpu HMHQUIATpHpaHa JHCTa
paznmuuuTHX OWsbaka, W TIOCTOjala je BeNMKa BapujadWiHOCT y Opojy Komuja
TpaHckpurmara (Tabena 27). Ha ocHOBY yBHIa y MOjeIMHAYHE BPEIHOCTH Opoja Komuja
TpaHCKpHIara, Moryhe je a HUje y CBUM JIMCTOBUMA JOILIO /10 YTUIIaBama reHa, Beh
caMO y HEKUM. Y30pLM TJe je JAEeTeKTOBAHO IPAacTHYHO CMameme Opoja Kommja y

OJIHOCY Ha KOHTpOJIE Cy 00€JeKEeHU IIPBEHUM y Tabelu.
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Cmuka 81. Cazmpkaj TBajaHONIMIAa y HEUHQWITPUpAHUM JIMCTOBMMaA canare (HD),
avcToBUMa HHOQUITpUpaHUM KoHTposHUM DSRED+ BekropoM U KOHCTpyKTHMMa 3a
yTHUIlaBame reHa. [Ipuka3ane BpeJHOCTH MPECTaBIbajy CPeAby BPEAHOCT U CTaHIAPIHY
IpeliKy Mepema Tpu uHpuITpupane ousbke. [lopeheme cpenmpux BpeIHOCTH je BPIIEHO Y
OKBHUPY JEIHOT jequmema, y ogHocy Ha DSRED+ konTpomy. "*" o3HauaBa BpemHOCTH
CTaTHCTUYKH 3HAYajHO pasnuuute y oqHocy Ha DSRED+ kontpomy (p < 0,05).

Tabena 27. ITlojenmuaune BpemHOcTH Opoja konwmja TpaHckpumara LTC rena y Tpu
paznuuute 6usbke (1-3). LipBenum cy obeneskeHe BpeqHOCTH T/ je Moryhe 1a je oo 10

yTHUIlIaBamba I'CHa.

LTC1-1 LTCl1l-2 LTC1-3 LTC2-1 LTC2-2 LTC2-3
HEMHQUITPUPAHA 65073 4600 349,66 4102,07 30874 395,59
KOHTpOJIa
DsSRED+ 4291,29 13491,19 - 845,75  5720,29 25160,51
GasL1 533554 90844,01 786,31 6604,15 131614,3 148258
GasL2 41838,13 1573 44965 25920,32 611,85  4218,88
GasS2 23398,86 35,87 11,24 2439548 83,19 4,61
GasL&Sm 18,11 10,45 566,41 81,67 8597 246,16
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4.3.3 Tpaunchopmanuja unkopuje A. rhizogenes cojeBuma Koju
HOCEe KOHCTPYKTe 32 YTHIIABAaW€ reHa

3a TpanchopMaIijy IUKOpUje KOHCTPYKTHMA 3a yTUIIaBamke T'eHa, n3abpaH je
A4AM70GUS coj, 30or Oosbe yuectanmoctu TpaHchopMmanuje. On KOHCTPYHCAHHX
amiRNA Bekrtopa, uzabpana cy Tpu 3a TpaHchopmanujy mukopuje - GasLl, GasSl u
GasL&Sm. MuokynucaHo je 1o JBa JIUCTa O] IO meT Ousbaka ctapux 5-10 Hemerba 3a
CBaKu KOHCTPYKT nocedno. [locne 10 nana ox tpanchopmanuje hopmMupanu cy ce IpBu
KOPEHOBH, KOjU Cy OJICCIIaHd W TajeHH OjBOjeHO. HakoH Mecen naHa, y KyJITypu
KOpPEHOBA JIOILIO je J0 CIIOHTaHEe PereHepallrje Mynojbaka, Koju Cy Ma)JbUBO OJIBajaHH,
rajeHd 3ace0HO M HAKOH Mecell JlaHa TEeCTHPAaHW Ha MPUCYCTBO TpaHCreHa (cimka 82,
tabena 28). On ykymHOr Opoja TeCTUpaHHX KJIOHOBA, KoJ oko 63% je morBpheHo
npucycTBO TpaHcreHa. Koa ojpeleHMX KIIOHOBa youeHe Cy pasliuKe y IMPHUCYCTBY
TpPaHCI€HA y pereHepaHTuMa (ciimka 82), U M3 THX pas3jiora TECTHPAHO je N0 IIeCT
pa3nuuuTHX OMJbaKa cBaKor KiIoHA. TpaHchopMuCaHH pereHepaHTH Cy Jajbe TajeHH J0
HNOTIYHOT (opMHUpama CBUX BEreTaTUBHHX opraHa. KopeH THUX pereHepaHara je
M30JI0BaH M Jajbe CYOKYNTYpHCaH, a OCTaTaK OMJbKE Y30PKOBaH 32 MEPEH-E CKCIIPECH]e
reHa W cajpXkaja CeKyHJapHuUX MeTabonurta. JloOWjeHM pereHepaHTH ce 10
MOp(}OJIOTHjH HHUCY 3HAa4YajHO Pa3IMKOBAINM OJ OCTAJIMX TpaHC(OpMHUCAHUX Ousbaka

UKOpH]e.

1-5 1-7 2-5 259  2-12 2-10 3-2 3-4 3-8
o T S
300

Cnuka 82. IIpoBepa Tpancrene npupozae (unrerpamuja DSRED rena) nenma kioHoBa Ha
npumepy TpaHcpopmucannx GasLl koncrpykToM. [opmu pem OpojeBa TpencTaBiba
O3HaKe KJIOHOBa, a JOHU O3HAaKe pereHepaHara Tux kioHoBa (1 mo 3). Ilpucyrau cy
KJIOHOBH  Ca  MEIIOBUTO  TpaHCHOpMHCAaHUM  pereHepantiMa  (KioH  1-5),
HETpaHC(OPMUCAHU KIIOHOBH Ca IO jEeAHUM pereHepaHToM (KJIoHOBH 2-5 u 2-12) u
TpaHc(hOpPMHUCAaHH KJIOHOBH Ca jeJIHIM WITH BUIIIE pereHepanara (kionosu 1-7, 2-9, 2-10, 3-
2, 3-4 u 3-8). "+" je Bekropcka JJHK kao mo3utuBHA KOHTpOIIA.
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TabGema 28. 30upHM mpuKa3 ePUKACHOCTH TpaHchoOpMaIHje IMKOpHje COjeBMMa ca
BEKTOpHMA 32 yTHIIaBamke rena. "+'" o3HauaBa Opoj KJIIOHOBA WM pereHepaHara Ko KOjux
je morBphena Tpancopmanmja.

HHULMjAJTHAX NpexuBeTnX TECTHPAHUX + +
KJIOHOBA KJIOHOBA KJIOHOBA KJOHOBA pereHepaHaTa
GasL1 90 37 27 15 46
GasS1 64 37 28 20 72
GasL&Sm 23 8 5 3 7
YKYITHO 177 82 60 38 125

3a KJIOHOBe KOJ KOjux je morBpheHa Tpanchopmaiuja, oapeheHa je cpenma
BPEIHOCT MHTCH3HUTETa (hIyopecleHIrje KopucTehu 10/1eJbeHe HyMEPUIKE BPEIHOCTH
(cmuka 83, 6asmpano Ha mpwiIory 3). 3a CBakU KIOH, MopeheHu cy WHTCH3UTCTH
¢uryopecuieHnmje kopena npumapHe HR Kyntype W KynaType KOpeHa pereHepaHara
notekiux ox we. [lopehene cy kynrype crapoctu 1, u 1,5 mecenu. Kyntype kopeHoBa

Majku Ouspaka Hucy nocenoBasie DSRED ¢uryopectiennmjy, mTo je 010 O4eKuBaHo.
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Cnuka 83. Unrensuter DSRED duyopecuenije HR kinoHoBa (o6enexennx OpojeBuma)
Tpancdopmucanux koHcTpykTrMa GasL1, GasS1 n GasL&Sm koHcTpykTHMa.

Toxom mpahema (ayopectieHnnje kKopeHa npumapHux HR kynTypa u KynaTypa

KOpEeHa BHUXOBUX pereHepanara, npumehere cy cieaehe npaBuwiHocTH (Tipriior 3):

e Kopenosu npumapuux HR kynrypa cy umanu jauy (iayopecieHunjy o KopeHa
IBUXOBUX pereHepaHaTa mHpu uctoj crapoctu Kyinrype. Kox 55% xinoHoBa
perucTpoBana je jada (uryopecieHifja mpuMapHUX KyaTypa, Aok je kox 40%

KJIOHOBa (hIyopeciieHIrja Ouiia jaua KoJi pereHepaHaTta.
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e PasznuuuTH pereHepaHTH KCTE CTApOCTH, a IOPEKIOM OJ HCTOTr KIIOHA,
paznukoBain ¢y ce MehycoOHO y HHBOY GiyopecleHidje, ITo je OmiIo

yOwBbHBO K01 55,56% KilOHOBA.

e UuTensurer ¢uyopecieHIMje je pacTao ca Ty>KHHOM Tajema KYyJIType, MEpEeHO
tokoM 0,5, 1,5, 2,5, 3,5 u 5 mecenu. Ctapuju KOPEHOBH HCTOT PEreHEpaHTa

uMaiu cy jauy ¢uyopecuenuujy on miuahux kog 60% perenepanara.

e Kon memro Beher Opoja perenepanara (52,38%), HuUBO duryopecieHiuje je
orajao ca OpojeM macaxa, OJIHOCHO ca yKYITHOM cTapolnhy KyjiType o1 JaTyma

oJiBajama ca ouibke, Mok je ko 40,48% ocrao ucru.

e V 727% cnyuajeBa, (ayopecueHuyja je Ouia NpUCyTHAa camMO Y IPBUM
naca)kuMa W3BOPHOT KJIOHAa WM PEreHepaHTa, JIOK ce y KaCHHjUM IOTITYHO

u3ryomna.

e 5,26% kioHOBa HUje QIIyopecupano HHU y JeHOM Macaxy of TpaHchopMmalyje.

4.3.4 TlorBpaa yrumaBama GAS rena MmepemeM HUBOA eKcIpecHje
reHa

Pagu yrBphuBama edekra yTuIIaBama I'eHa KOJ KJIOHOBAa TPaHC(HOPMHUCAHUX
amiRNA konctpykTiMa, nopelena je excrpecuja GAS long u GAS short rena u3mely
HeTpaHchopMmucaHux Majku Owsbaka (MbB) opaOpanux pereHepaHaTa HEKOJIHKO

pa3IMYUTUX TPAaHCPOPMHUCAHUX KJIOHOBA KOJU CY MPOUCTEKIN 011 BhuX (ciuke 84 u 85).

['enepanno rinemano, GAS short je mmao BHIY €KCIIPECH]y 3a OKO jeaaH pej
BeIMYMHE KOJ BehuHe Majku OMibaka, U y KOPEHY U Y HAJ3€MHOM Jiely OHJbKE Yy
onnocy Ha GAS long. Takohe, oba rena cy ce BUIE eKCIIpUMHUpalia Y KOPEHY HETro y

U3JJaHKY KOJI CKOPO CBUX HeTpaHcpopMucaHUX Ousbaka (ciuke 84 u 85).

YTumanawme reHa npuMmeheHo je 6ap Koa jeqHOr TpaHC(HOPMHUCAHOT KIIOHA-
pEereHepaHTa y CBakoj rpylu Majke OMJbKE M FIeHUX KJIOHOBA, a CBH KJIIOHOBHU CYy UMaJH
CMameHhE EKCIIpecuje Oap jeHOT Ol OBa JBa I'eHa, y KOPECHY WM y HAJ3EMHOM JIeIy.

KoHkpeTHO cTame eKcrpecHje 3aBUCHIIO je OJ] IOCMaTpaHor KJIOHa, OpraHa M reHa, a
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CTAaTHCTUYKU 3HAYAJHO CMAKCHE CKCIpecHje 00a reHa HCTOBPEMEHO y 00a mocMarpaHa
nena OusbKe 100MjeHo je Ko 2 KioHa-pereHepanTa Tpancdopmucana ca GasLl (3-2 2)
u 5-1 2)) u 4 kinona tpanchopmucana ca GasSl (26-14 2), 26-2 1), 27-18 4) u 27-9 4))
(cmuke 84 u 85). HuBO cMamema eKCIpecHje y OJHOCY Ha HETpaHCPOPMHUCAHY OUIBKY
pa3iukoBao ce Mel)y KIIoHOBHMa, a ehekar yTulaBama je 6uo Bumie npumerad Ha GAS
short reny. 3a GAS long ren MmakcumaiHoO cMameme je oo 30 myTa y OHOCY Ha MajKy
Oombky (26-14 2) y usmanky), a0k je 3a GAS short ren to 6mno 70 myra (5-1 2) y
kopeny). Youeno je na amiRNA xouctpyktu - GasLl u GasSl, nucy crnenuduuHo

yrumaanu GAS long wiu GAS short ren, Beh cy, kao u GasL&Sm, yrumiaBanu oda

HCTOBPCMCHO.
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Cmuka 84. PenarmBHa excripecrja GAS reHa y KopeHy TpaHCHOPMHUCAaHUX U
HeTpaHchopmucanux ousbaka. Mb - Majka Ousbka, HeTpaHcopmucaHa OUIbKa OJ1 Koje Ccy
no0ujenn TpanchopMICaHu KJIOHOBH. EKcripecHja je penaTHBH30BaHa 3a CBAKH PETeHEPaHT
oarosapajyher kioHa npema meroroj Mb, a ca "*" cy o3HaueHe BpeIHOCTH CTATUCTHUKU
3Ha4yajHo pazmuuute on Mb (p < 0,05). IIpuka3zane BpemTHOCTH TPEICTABIbA]Y CPEIEbY
BPEIHOCT U TPEIIKY TPH Mepema. AICOIyTHE BPEIHOCTH, Tpe peaTuBH3aluje, Cy aare y
cryouhuma 3a cBaky Mb. Lpuu ctyouhu o3nauaBajy BpenHocth Mb Ousbaka, 3eieHu
npencTaBbajy Mame a npBeHu Behe BpemHoctu ox Mb. GasLl, GasS1 u GasL&Sm
KJIOHOBH Cy TpaHc(opmucanu oaroapajyhum amiRNA KoHCTpyKTOM.
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VY xopeny Ousbaka (cnmka 84), CBM KJIOHOBU Cy UMM 3HAYajHO CMAambCH:E
excnpecuje GAS short rena y ogHocy Ha Majke Oubke, 10K cmameme GAS long rena
HUCY UMM KJIOHOBM YMje Cy MajKe OMJbKE MMajie Mamby eKCIpecHjy on octanmux Mb
(ucmon 1,90-10* Komwuja). Y Haa3eMHOM jeny (ciuka 85), y CBUM KIIOHOBHUMA je Ouia
CMameHa eKCcIpecHja GapeM jeHOT OJ1 JiBa TeHa - I Huje 3HauajHo cMameH GAS long,
cMmameH je GAS short u 00puyTO. YV u3aaHKy je nmpuMeheHo, y Cilydajy HeKHX KJIOHOBA,
na je GasL1 konctpykT yruiraBao 6osse GAS short ren, a GasS1 kouctpykr GAS long
red. Tpu o YeTHUpH KJIOHA Majke OMJbKE 5 MManu Cy yTuinaH uck/byunBo GAS short

I'€H, U Y U3JIaHKY U Yy KOPEHY.
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Cmuka 85. PenaruBHa ekcnpecuja GAS rTeHa y W3JaHKy TpaHCPOPMHCAHUX U
Hetpancopmucanux ombaka (Mb). Excripecuja je permatuBu3zoBaHa 3a CBaKM PETEHEPAHT
oarosapajyher kioHa npema meroroj Mb, a ca "*" cy o3HaueHe BpeIHOCTH CTATUCTHUKU
3HayajHo pazmmanute ox Mb (p < 0.05). [Ipuka3ane BpemHOCTH TPENICTaBIbAjy CPEIHY
BPEIHOCT U TPEIIKY TPH Mepema. AICOIyTHE BPEIHOCTH, Mpe peaTuBH3alHje, Cy aare y
cryouhuma 3a cBaky Mb. Lpuu ctyouhu o3nauaBajy BpenHocth Mb Ousbaka, 3eieHu
npe/cTaBbajy Mame a IpBeHH Behe BpemHoctu on Mb. GasLl, GasS1 u GasL&Sm
KJIOHOBH Cy TpaHc(opmucanu oaroapajyhum amiRNA KoHCTpyKTOM.
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4.3.5 Edexar yrumaBamwa GAS rena Ha cajgpikaj ceKyHAapHHUX
MeTado/1uTa

Y uuiby wHCIUTHBama yTHIAja yTumaBamba GAS reHa Ha TpOAYKIH]jY
MeTaboJIMTa HU3BOJHO y IMyTy OMocuHTE3e, rnmopeheH je caapikaj Tpu CECKBHTEPIICHCKA
JaKkToHa y (OpMH OKcayarta: 8-1e0KCUIaKTyIMH-15-0KkcanaTa, TakTynnH-15-0kcanara u
JaKTYNUKpUH-15-okcanata, wu3Mmel)ly HerpancpopmucaHux Majku OuWsbaka W
onrosapajyhux tpanchopMucaHUX KIOHOBA. AHAIM3E cajpkaja OKcajlaTa I'BajaHONIUIA
o0aBJbEHE Cy U3 MCTUX Yy30paka Kao 3a mnopeheme ekcrpecuje reHa. buio je ouekuBaHo
na cmameme ekcnpecuje GAS goBene 40 cMamema MPOAYKIH]je HaBEACHUX
CECKBUTEPIICHCKHX JIAKTOHA y TpaHcpopMmaHTuMa. OBa TpU CECKBHUTEPIICHCKA JIAKTOHA
Cy uaeHTu(hUKOBaHa Ha OCHOBY crienupuvHe pparMeHrTanyje y HeratusHoMm PrilS momy
(mornaesbe 3.21). KapakrepucTh4yHa peTEHIMOHA BpEeMEHa M MaceHH TIpelia3u ca

no3uijama (pparMeHTalirja 3a CBako oJl TpU jeNbeha Cy JIaTu Ha caukama 86-89.

8-neokcunakTyuH- 1 5-okcanat
RT: 4,44 min

JMaKTyIHH- 1 5-okcanaT
RT: 2,80 min

600000 JaKTYTHKPHH- 1 5-okcanaT

RT: 5,39 min
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Ciuxa 86. JleTrekToBaHa jeinmbemba ca peTeHIMOHUM BpemeHnnMa (RT).
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Cnuka 87. KapakTeprCTUYHH MaceHH TMpenia3d 3a 8-JICOKCHIIAKTYIMH-15-okcamar cy
3315259 (-72 = C,03, ryburak okcanoun rpyme), 331—215 (-116 = ryburak okcanous
rpyrne u yriben-muokcuna) u 331—187 (-144 = ryburak okcanown rpyne, CoHs 1 yriben-
mrokcuna). [lozumumje gpparmenranyja cy Ha3HauCHE IEMATCKU Ha CIIULIN.
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Crnuka 88. KapakreprcTHYHN MaceHH Tpenasy 3a JaKTyIH-15-okcanar cy 347—275 (-72
= C,0s3, rybutak okcanous rpyme), 347—257 (-90 = ryOuTak OKcajoui rpyne u BoJE) U
3475213 (-134 ryOWTaK OKCaJloWJ TpyIe, BOAEC W YIJbeH-AUOKcuaa). [lozuimje
(dparmeHTaImja cy Ha3HauUeHe ILIEeMaTCKU Ha CIUIIU.
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Crnuka 89. KapakrepucTHyHH MaceHH Ipenasy 3a JaKTYMUKpHH-15-okcanar cy 481—275
(-206 = ryburak okcaigoma U XuapokcudenunamneTun rpyne), 481—257 (-224 = ryourak
OKCaJIOWJI TpyTie U Xuapokcudenmnanerara), 481—242 (-239 = ryOuTtak OKCaJIOWI TPyTIE,
xunpokcudenmnamnerara 1 Metun rpymne) u 481—213 (-268 = ryduTak okcaloun rpyre,
XuApokcudeHmwaneTara u yribeH-aquokcuaa). Ilosumnmje (parmenTammja cy Ha3HA4YCHE
[IEMaTCKU Ha CITULIU.
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['eHepanHo TiemaHO, cajpikaj CBa TPH jedubema je Ouo Behuw 3a jeman pen
BEJIMYMHE y HAJ3EMHOM JIey Y OJHOCY Ha KOpeH Omsbaka. OJ cBa TpU HMCIHUTHBAHA
jennmema, 8-1COKCHIAKTYIIMH-OKCAIaT jé UMa0 HAjHMXKHU CHTHAJN, Y KOPEHY KJIOHOBa

YECTO MCIIOJ] TpaHulle AeTeknuje ypehaja (ciauka 90).

Y okBHpY CBake rpyle Majke OWJbKE M HCHUX KJIOHOBA, 0apeM jelaH KIIOH-
pEreHepaHT je MMao CMamkemke caapkaja okcanara (cmuke 90 u 91), a CBU KJIIOHOBH Cy
UM CMamkbeHhe HIUBOA 0ap jeHOT O] OBa TPU jCIUIEHA, Y KOPEHY WIH Y WU3JIaHKY.
Canpxaj jenumema 3aBHCHO j€ OJI IMOCMATPAaHOT KIOHA, OpraHa W jeIHmbCHha, ald
CTAaTHCTUYKU 3HAYajHO CMAameme cajapikaja cBa TpH MeTabonuTa y oba Jena Ousbke
nobujeHo je kona 5 kimoHoBa TpaHchopmucanux ca GasLl u 5 kionoBa ca GasSl
KoHCTpykTOM (cimke 90 m 91), ox dera je 5 KIIOHOBa Takohe MMajao W CMameHY
eKcrpecujy 00a reHa y KopeHy u u3nanky (3-2 2), 5-1 2) ox GasL1 kinonoBa, u 26-14
2), 27-18 4) u 27-9 4) on GasSl kioHoBa). HuBO cMamema KOJIHYHMHE jEAUIHCHA
pa3nukoBao ce Mmely kioHoBuMa U Mely jenumemnMa, a eexkaT yTHIlaBama je Ouo
BUJBMBHjU Y HAJ[3EMHOM JIeTy OuJbKe. 8-I€OKCHIAKTynnH-15-0KkcanaT je 6uo cMameH
MakcumMaiHO 60 myTa y ogHOCY Ha Majky OuibKy (27-9 4) uznmanak), anu moryhe u
BUIlIe, KOJ KJIOHOBAa 4YMje Cy BpPEAHOCTH Owmile HCHOJ TpaHMle AeTekuuje ypehaja.
JlakTyrun-15-okcanar je 6uo 200 nyta Mawmu y ogHocy Ha Mb y nznanky kinoHosa 27-
18 4) u 27-9 4), nok je nakTynuKpuH-15-okcanar OMO MakCUMajlHO cMameH 18 myta

(27-18 4) uznanax).

VYV kopeny O6uspaka (ciauka 90), camo 1Ba KJIOHA HUCY UMajla CMalbemhe HU JeTHOT
0]l TPU jelumema - 26-13 4) u 29-7 4), nok cy mHoru ipyru, noce6bno GasL1 xkioHoBH,
UMad CBa TPU jeAUICHA WIM HEKO Off BHX, Y Mam0j KOIWYMHH y mopehemy ca
Majkama Omspkama. Y Haa3eMHOM ey (cimka 91) cMameme je OMIo joIl 3HaYajHHje -
CBHU KJIOHOBH CY UMaJIl CMambEH Ca/IpKaj 8-ICOKCUIAKTYIIMH-OKCcanarTa, je1an KioH (29-
9 2)) HUje MOKa3MBa0 CMamCHE JIAKTYIIMH-OKcaaaTa U Ba KioHa (5-15 4) u 26-12 1))
HUCY MMaJla CMambehe TAaKTYMHKPHH-0KcanaTa. Kox cBUX KJIOHOBA KOjU Y JeTHOM JIeTy
OuJbKe, Ha IPUMEP KOPEHY, HUCY UMAJId CMambEeH Caapikaj HEKOT OJ1 JeIUbEemha, NMau

cy, MehyTum, cMameme UCTOT JeIMbEeha Y HA3EMHOM ISy, B OOPHYTO.
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Cmuka 90. PenaTuBHM cazpkaj OKcajaTa CECKBUTEPIIEHCKMX JIAKTOHA Yy KOPEHY
TpaHchopMucaHUX U HeTpaHcopmucanux Omibaka (MbB). Canpxkaj jenumema je
peaTHBU30BAH 32 CBAKU PEreHepaHT oAroBapajyher kioHa npema merooj Mb, a ca "*" cy
O3Ha4YeHEe BPEeTHOCTH 3HauyajHo paznmunte og Mb (p < 0,05). "Hn" - HHUje IeTeKTOBaHO,
BpPEIHOCTH KOje Cy Owiie HWXKe Of TpaHulle nerekinuje ypehaja. Ilpukazane BpemHocTH
NpEJICTaBIbajy CpPelby BPEIHOCT W TPEIIKYy TPU Mepera. AICOIyTHE BPEAHOCTH, Ipe
penatuBu3anyje, cy nare y cryouhuma 3a cBaky Mb. llpau cryOuhu o3HauaBajy
BpenHoct Mb Omibaka, 3eJeHH NpeAcTaBibajy Mame a LpBeHH Behe BpenHoctu ox Mb.
GasL1, GasS1 u GasL&Sm wioHOBH cy TpaHchopmucanu oiroBapajyhum amiRNA

KOHCTPYKTOM.
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Cmuka 91. PenmaTuBHU cajpikaj OKcajlaTa CECKBUTEPIEHCKUX JIAKTOHA Y U3IAHKY
TpaHchopMucaHUX M HeTpaHcopmucanux Owbaka (MbB). Canpxkaj jenumema je
peNaTHBU30BAH 32 CBAKU pEreHepaHT oAroBapajyher kioHa npema merooj Mb, a ca "*" cy
O3Ha4YeHEe BpPEeTHOCTH 3HauyajHo paznmunte og Mb (p < 0,05). "Hn" - HHUje IeTeKTOBaHO,
BPETHOCTH KOje Cy Owiie HWXKe Of TpaHuie neTteknuje ypehaja. Ilpukazane BpemHocTu
NpEJICTaBIbajy CpPelby BPEIHOCT W TPEIIKYy TPU Mepera. AICOIyTHE BPEAHOCTH, Npe
penatuBu3anyje, cy nare y cryoumhuma 3a cBaky MbB. llpuu cryOuhu o3HauaBajy
BpenHoct Mb Omibaka, 3e7€HH NpeAcTaBibajy Mame a IpBeHu Behe BpenHoctu ox Mb.
GasL1, GasS1 u GasL&Sm xioHOBH cy TpaHchopmucanu oiroBapajyhum amiRNA
KOHCTPYKTOM.
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['menaHo y HEeNOKyIHOj OUJIBIHN, aKO j€ TIOCTOjaJI0 CMAKEHE CapIKaja jeIUbeHA,
OapeM jemaH on JBa reHa je OMo yrumad y Toj omwbnu. [Ipema ToMe, YMHUIIO ce Ja ce
JIBa T€HA JIONYHY]y 1Mo (YHKIH]H, ¥ J1a je TOBOJHHO J1a jeJIaH O]l 1Ba TeHa Oyje cMameHe
eKcrpecuje, 1a OM ce TO OApa3wiio Ha CMameH cajpkaj jeaumema. byayhu na je
npuMmeheHo 1a mocToju moayaapHOCT u3Mely KonuurHe jeumbeha U eKCIpecHje rexHa,
onpehen je koedpunujeHt kopenamuje usmely ekcrnpecuje GAS rena u caapxaja
MeTtabonuTa (Tadema 29). JIa reHa cy melh)ycoOHO BHCOKO Kopenucalia y KopeHy (r =
0,81), u HemTo cnabuje y HamzemHoM zeny (r = 0,53), mro je mMOTBpAWIO Ja Cy
KOHCTPYKTH Heclenu(pUIHO yTHIIaBaau 00a reHa. CBa TpH jequmbema Mel)ycoOHO cy
UMaJia CTaTUCTUYKH 3HA4YajHy KOpealnjy y KopeHy u 'y u3nanky (ox r = 0,44 no 0,84),
HITO yKa3yje Ja Cy y IUTamy CPOJIHA JeIUbEha, Uhja je cuHTe3a 3aBucHa oa GAS rena
ca moueTka OmocuHrerckor myra. Kaga je y nuramy kopenanuja usmely GAS rena u
MOjeIMHAYHUX OKCalara, y HaJ3eMHOM Jelly OHJbKE IIOCTOjaia j€ CTATUCTHYKH
3HauajHa Kopenanuja oba rera ca cBuM jeaumemuma (ox I = 0,39 mo 0,57), nok je y
kopery GAS long kopenucao ca makrynuH-okcanatom (r = 0,53), a GAS short ca 8-

JIEOKCUIIAKTYIIMH-0KCAJIaTOM M JaKTyLHH-oKkcanaToM (I = 0,47 u 0,46).

Ta6ena 29. Koedunujertn kopenanuje n3mehy nojenuaaunnx GAS rena n okcamara. "*"
O3Ha4yaBa CTaTUCTHYKH 3HadajHy kopenanujy (p < 0,05).

GAS GAS 8-neoxcu- JAKTYIMH-  JIAKTYITUKPHH-
KOpeH
long short  jakTyuuH-OKcaiat oKcanar oKcajar
GAS long 1,00 0,81* 0,35 0,53* 0,23
GAS short 0,81* 1,00 0,47* 0,46* 0,33
BACORCHIARTYIUI™ 95 47 1,00 0,75* 0,73
oKcaiat
JIAKTYIHUH-OKCaJIaT 0,53* 0,46* 0,75* 1,00 0,44*
JaKTynmukpuH-okcanar 0,23 0,33 0,73* 0,44* 1,00
GAS GAS 8-neoxcu- JAKTYIMH-  JIAKTYITUKPHH-
U31aHaK
long short  makrtyrmH-oKcanmar okcasar oKcanar
GAS long 1,00 0,53* 0,53* 0,57* 0,39*
GAS short 0,53* 1,00 0,57* 0,57* 0,56*
SACORCTARTYIVE: g g g7 1,00 0,84* 0,72*
OKcayaT
JIAKTYIHH-OKCaJIaT 0,57 0,57* 0,84* 1,00 0,62*
naktynukpuH-okcanar  0,39*  0,56* 0,72* 0,62* 1,00
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5. IUCKYCHIA

5.1 MoryhHocTu nponaranuje MuKopuje y in vitro ycaopuma

[{ukopwuja je jeana ox OM/baka HajIAKIINX 3a MAHMITYJIAH]y IN VItro 1 jeman ox
[JIABHUX MOJIe] opranu3ama pasBojue ouosnoruje (Caffaro u cap., 1982; Grazia u cap.,
1985; Profumo u cap., 1985; Demeulemeester u cap., 1995; Varotto u cap., 1997;

Demeulemeester u De Proft, 2000; Bais u Ravishankar, 2001).

[{ukopwuja ce in Vitro Jako yMHOKaBa PEKO SKCIUIaHTaTa KOPEHOBA U M3/1aHaKa,
yecto 0e3 poxarka XopMmoHa, unu kopumtheweM IAA u BAP y pasznuuutum
koHueHrpanujama (Bais u Ravishankar, 2001). Perenepantu ce m0jaB/byjy Ha
oJicedIMa KOPEHOBA CIIOHTAHO WJIM WHIYKOBAHO PA3IMYUTHM PETyJaTOPUMa pacTemha
(Bais u Ravishankar, 2001), a pereneparija mymnoJbaka je Omia moryha ¥ U3 JIMCHHX
onceuaka gomaBameM |AA u kuHermHa (Rehman wu cap., 2003). IIpoxcumamzu
eKCIUIAaHTaTH KOPeHOBa 0OMYHO MMajy Behu pereHepaTHBHH MOTEHIM]jAT OJ] JUCTATHUX
JIeJioBa, KojuMa je Ouio moTpeOHO M0/JaTH KMHETHH Ja Ou pereHepucaiu MynoJbke
(Profumo u cap., 1985). Ilukopuja ce U y HalleM CHCTEMy IOKa3aja IMOTOJHOM 3a
rajeme IN VIitro TexHukama. YMHOXaBame je Ouiao Moryhe mpeko eKcriaHTara
KOpPEHOBAa M BEreTaTUBHHMX H3JlaHaKa, Oe3 JojaTka OWJbHUX XOpMoHa (cimka 20).
Perenepamnja mymospaka Ha ojceylliMa KOpEHOBa je Omia CIIOHTaHa, HajIpe Ha
MPOKCUMAJTHUM JiefloBUMa KopeHa (crmuka 20), 6e3 morpede 3a J0JaBamkeM XOPMOHA.

KynType kopeHoBa IuKoOpHje Cy Ayro 3aapkaBajie MOTEHIIMjall 32 pacT U pereHepaujy.

C. intybus je jenna ox peTkux Ouibaka criocoOHa na Gpopmupa BETOBE M CEMEHA
y in vitro ycmosuma (Bais u Ravishankar, 2001). Y mnpupoau, numkopwuja, Kao
JIBOTO/IMIII-A OMJbKA, IIBETA y YCIOBUMA JIYTOT JIaHa HAKOH 7-9 Hezesba BEpHATU3AIIH]e
(Limami u cap., 1998; Bais u Ravishankar, 2001). V kyatypu in Vitro, pereHepantu
IIUKOpHje MOry Ja IBeTajy 0e3 BepHaju3alMje, BepoBaTHO 300r edekaTa KyiaType
TKMBa, Oyayhu Ja je 1BeTame MpHUCYyTHO caMo y Ro renepauuju, He 'y R renepauuju
(Sun u cap., 1991). Mehyrum, criontano mnBerame in Vitro Huje yBek 6mao npumeheno
KOJI ITUKOpHje, U Y HEKUM CITy4ajeBHMa je 3aXTeBallo qoaaBame myrpecunHa mid AgNO3

(Bais u cap., 2000b). Heke Ousbke nmukopuje, 100MjeHe U3 ceMeHa UM pereHeprucane us3
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KYJIType KOpEeHa, IBeTaje Cy CIIOHTAaHO HaKOH 2-3 Mecela rajema, 0K je BehuHa
criopuje mpenasuia y TeHepatuBHy (asy, 3aXTeBajyhul OKO IMIeCT MECeI MacaKupama
n3nanaka (mormaBibe 4.1). llBetame je kox cBuUX OWJbaka OWIJIO CIIOHTaHO, Oe3
BEpHaIM3alMje M JI0JIaTKa peryiatopa pacrema. [Iponserane Ousbke, mehyTum, HHje
om0 Moryhe epukacHO yMHOXaBaTH MPEKO KYJIType M3aaHaka, Oynyhu na npemackom
y a3y nBerama JOCTUKY HUHATHY AU(EpPEHIUjallH]y U YTIaBHOM I'y0e pereHepaTUBHU

MOTEHITH]aJl.

5.2 MoanoxuocT nukopuje Tpanchopmanuju cojeeuma A.
rhizogenes u ¢geHoTunCKe 0NINKE pereHepaHaTa

C. intybus je mo cama TpanchopmucaHa pa3THUUTAM cojeBuMa A. rhizogenes y
cBpXy modujama HR xyatypa (Sun u cap., 1991; Kamada u cap., 1992; Limami u cap.,
1998; Bais u cap., 2000a; Bais u Ravishankar, 2001; Malarz u cap., 2002). ITo3uaro je
Jla YCIICTHOCT TpaHCcopMaIije 3aBUCH O] OMJbHE BPCTE M coja OakTepuja, Ima Tako Coj
MSU440 uuje 6mo moroman 3a Tpanchopmamujy HHUKOpHje, Najyhu HH3aK MpoIeHaT
TpaHcopmucaHNX KopeHoBa (cimka 24). OBUM COjeM YCIENIHO Cy TpaHchopMucaHH
Medicago truncatula u Arabidopsis, ca 20-30% edukacuoctu (Limpens u cap., 2004).
Coj AAM70GUS, ca apyre crpaHe, mao je 3amoBoJbaBajyhm Opoj TpaHchopMmaHaTa
(12,76% on mpBobutHO M30M0BaHUX HR KI0HOBA), uMjy je TpaHCTeHYy MPUPOAY OUIIO
moryhe motBpauti kako PCR Texnukama, tTako u GUS 0ojemem, 3axBasbyjyhu UidA
reHy uHTerpucaHoM y Ri mnasmuna 6akrepuja (ciuka 22). Cojem A4AM70GUS ycmemnao
cy tpancdopmucane ouibke Brassica oleracea ca yuecranomhy usmely 1,3% 10 9,3%
(Sretenovic-Rajici¢ u cap., 2006), Chenopodium murale ca yuecranomhy on HajBuiie
11,1% (Miti¢ w cap., 2012).

Ha tpanchopmucanuM KOpeHOBMMa YyoO4Ye€Ha J€ CIIOHTaHa pereHeparmja
u3aHaka, mTo je OMIo odekuBaHo, Oyayhm na je mokasano 3a C. intybus ma mosxke
cnoHTaHo naa perenepuie y HR kynrypu (Sun u cap., 1991), u na je oBaj coj mpu
TpaHcopMaluju Apyrux Ousbaka Takohe MHIYyKOoBao pa3Buhe KOpeHOBa KOJ KOJUX Ce
jaBJpajia crioHTaHa pereHepanuja (Momcilovié u cap., 1997; Sretenovié-Rajici¢ n cap.,
2006; Vinterhalter u cap., 2006; Suboti¢ u cap., 2009). I{ukopuja Tpanchopmucana

cponuum A4 cojem (A4RSII) criOHTaHO je pereHepucaia W3JAaHKe HAKOH MECeIl JlaHa
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(Sun u cap., 1991), kao u y Hamiem cucremy. [Ipyru ayropu cy, MehyTum, mokasaim Ja
j€ 3a yCIenHy pereHepannjy u3jaaHaka norpedHo goxatu BAP y xpaHspuBYy momiiory
(Kamada u cap., 1992) unu pasanuute KoMOMHaLKje peryaaTopa pacrema (Inoguchi u
cap., 1995; Bais u cap., 2001b).

Tpaucdopmanuja ca A. rhizogenes oouuHo nHAYKYje GopMUpame pereHepaHara
cnenuduynor hairy-root d¢enoruma (Christey, 2001; Casanova u cap., 2005), amu
KJIOHOBHU JTOOWjEHU y HAIllEeM CUCTEMY, OCUM BPJIO TpaHaThX, Op3opacTyhux KopeHoBa
M0jaBe pPaHMjET IBETama KOJl pEreHepaHara y OJHOCY Ha KOHTPOJIY, HHUCY UMAaId
uzpaxkene apyre cumnrome HR ¢enoruna (cnuka 21). busbke 1mukopuje HOpMaaHOT
¢denotuna nmopeksiom ox HR xopernora cy nobwin u Kamada u cap. (1992), 3a paznuky
ox Sun u cap. (1991) koju cy nobuiu OMIbKE U3PaKEHOT TpaHCPOPMHUCAHOT PEHOTHUTIA -

jako TpaHaTe, CTEpUITHE, U3YBHUjaHUX JINCTOBA.

[Tosnaro je nma ce kopeHoBu Hactaimu A. rhizogenes tpanchopmarjama
kapaktepuiny op3um pactom (Giri u Narasu, 2000; Christey, 2001). V Hamiem cucremy
ce TOKa3ajJo Ja KJIOHOBM 3a/p)kKaBajy MOTEHLHMjal 3a Op3W pacT U MPUIHKOM
perenepanuje (ciuka 25), HapouuTo y po3eractoj popmu. [loTeHiujan 3a perenepanujy
u3nanaka, mehyrum, 6uo je 0OpHYTO MPOMOPIIMOHANIAaH OP3UHU pacTeHha KOPEHA, TE CY
Tako HeTpaHcpopMucaHe OMIbKE, YMjU KOPEHOBU HAjCIIOpHje pacTy, nane HajBehu O6poj
U3J1aHaKa, oK je KJIoH 13 koju HajOpke pacTe 1ao HajMamwu Opoj u3aHaka (ciauka 26).
OBakaB HWHBEp3aH OJHOC pacTa KOpeHa W pereHepanuje je W paHuje 3abenexeH
(Moriuchi u cap., 2004), a BepoBaTHO je mociemuia ekcrnpecuje Rol rena y
TpaHC(OPMHUCAHUM KIIOHOBUMA, KOjJU YCIIOpaBajy pereHepanujy, ajid IOCHeuyjy
pacreme. Vinterhalter u cap. (2011) cy, Ha mnpumep, MOKa3zadM Ja je CIIOHTaHA
pererepanja u3 HR xom Bpcre Gentiana punctata Beoma pemak jgorahaj, u ma
perenepucanu TpaHchopMmaHTH He caapke ROl reHe y reHoMmy, BepoBaTHO 300T
nenenuje, nako cy ux npooutHe HR kynrype caapkane. IIpunukom pereneparuje
MOXe JMOhHM W JI0 YTHIIaBamka TPAHCTeHA, Kao TOCIEINIIa MHTErPaIlije BUIICCTPYKUX
KOTHja TeHa y NIUPEKTHHM W OOpPHYTHM MOHOBIIMMA, a TIOHEKaJ [0 YTHIIaBamka
TPaHCT€Ha JI0JIa3U U y TpaHC(HOPMHUCAHUM JIMHU]jaMa ca JeJHOM HHTEIPUCAHOM KOIIHjOM
(Dominguez u cap., 2002). Excnpecuja Rol rena renepanHo ¢aBopusyje pacTeme

KOpeHa y OJIHOCY Ha H3JIaHKe, BEPOBAaTHO TPEKO IMOMepama PaBHOTEKE ayKCHHA H
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UTOKWHUHA, YHjH OJHOC M y KYyIATYpHU HETpaHC(POpMHCAHUX OuIbaka MpeaCcTaBba
CTHUMYJIyC 32 pa3BHjarb¢ KOpeHa WM W3JaHaka ojf HeaudepeHuupanux hemuja, mpu
YeMy BHIIM HHBO IIUTOKHMHUHA YTJIABHOM JIOBOJAM 110 (pOpMHUpama M3/1aHaKa, a ayKCuHa

10 obpasoBama KoperoBa (Pretto u Santarém, 2000).

Tpancdopmucane OHIbKE Cy, Ka0 U HeTpaHchopMmucaHe, 1BeTane in Vitro 6e3
nperxonHe BepHanmm3anuje (cnuka 21). [Ipumeheno je ma cy Tpanchopmucane Oubke
Opyxe mpernaswie y reHepatuBHy ¢aszy oj HeTpaHchopMUCaHUX OuIbaka, a JOOWjeHU
KJIOHOBHU Cy ce Mel)ycoOHO pa3inKoBaiud y Op3uHHU I[BeTama. L[BeToBU cy ce HajpaHuje
MojaBWJIM Ha OuJbKaMa KJIOHOBa 36 u 35, KOju Cy ce OMJIMKOBaIlM MambOM Op3UHOM
pactema y omHocy Ha kjoH 13, anu Behom ydecranomhy pereHepanuje M3JaHaka y
KyJITypu KopeHoBa. [loka3aHo je y HEKOJIMKO CiydajeBa Aa Tpancopmalja MuKopHje
ca A. rhizogenes moBoau 10 1BeTama y MPBOj TOAWHH, O€3 BepHAIM3AIM]je, ald IPH
ayrom gany (Sun u cap., 1991; Kamada wu cap., 1992; Limami u cap., 1998).
Tpancdopmucana IMKOpHja UIIAK HUjE YBEK CIIOHTAHO IIBEeTaja IN VItro, ma je y HeKum

cirydajeBuMa OmIto moTpedHo moaaBame nyrpeciuna uin AGNO; (Bais u cap., 2001b).

5.3 Korpanchpopmannja nukopuje u DsSRED kao penoprep
KoTpaHchopmanmje

[TomTo je ycraHOBIBEHO J1a ce nmukopHja epukacHo Tpanchopmume A4M70GUS
CojeM M Ja C€ CHOHTaHOM pereHepanujoM A00ujajy OWJbKE CKOpPO HOPMAaJTHOT
¢enoTHuna, oBaj coj je MCKOpHUIIheH M 3a YHOC CTpaHUX I'eHa ca OMHapHOI BEKTOpa
nyteM KoTpaHcopmanuje. [Ipunukom koTpancdopmaryje (ciuka 7), moxke nohu 1o
tpauchepa onkorena ca T-JIHK pRiA4 mna3muna, Tpancdepa crpanux reda ca T-JTHK
OmHapHOT I1a3MuIa, Wi uctoBpeMeHnor tpancdepa ode T-/IHK y 6uspky. Yuectanoct
oBux jorahaja 3aBucH, u3Mel)y ocramor, o] ceJeklHje Koja ce NpuMemyje Ha
noreHnujanHe tpancpopmanre. T-/IHK Ha k0joj ce Hanasu reH mpema KoMe ce BpIIH
cenekiuja Ouhe npucyrHa ca Behom ydecranouthy y tpancopmantuma o T-J[HK koja
ce ue cenekryje (Tzfira u Citovsky, 2008). Tpanchopmarijom u3gaHaka OaHaHe, Ha
npumep, y3 mnomoh A4 coja A. rhizogenes u JIMPEKTHOM peEreHEepaljoM
TpaHC(OPMHUCAHMX M3/aHAaKa CEJIEKTOBAHWX Ha XUTPOMUIMHY (FeH Ha OWHapHOM

BEKTOpY), nobujeHo je 43% xinoHoBa koju cy Hocuwian camo T-JIHK ca Ounapnor
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ia3muna, He u ca Ri Bekropa, motBphyjyhu HezaBucHy muTerpanujy osux T-JJHK
(Venkatachalam u cap., 2011). V cnyuajeBuma kajna je ceiekiuja TpaHchopmaHara
obaB/beHa Ha OCHOBY Opsor pacra HR kynrypa Ha wmemmjymy 0€3 XOpMOHa,
3axBasbyjyhu excnpecuju Rol rena, 30% Ttpanchopmanara LOtus japonicus je HOCHIIO
camo T-/IHK ca Ri mnasmuna, He u ca Ounapuor Bektopa (Stiller u cap., 1997). Ilpu
tpanchopmarmju  mukopuje  A4M70GUS  cojem ca OuHapHUM  BEKTOpHUMA,
tpancdopmanuja Ri miazmunom je nerekropana npexo HR denotuma u nHTErpammje
ROIA rena (ciuke 51 u 52), 10k je koTpaHcdopmaiidja OMHApHOT BekTopa mpaheHa
npeko uHterpauuje DSRED rena (cnuke 52 u 82). Excnpecuja TpaHcreHa ca OuHapHOT
BekTopa npahena je mpexko DSRED ¢uyopecuennuje (cnuke 56 u 83). AHTHOMOTCKA
cesieKIfja KoTpaHc(hopMHCaHUX KOPEHOBa HMje KOpuIIheHa, jep je MOKa3aHo J1a HUje
e(UKacHa y CeJCKIUjU MO3auvYHO TPAHCPOPMHUCAHHX KOPEHOBA, KOJH CY OYCKHUBAHU

npu kotpanchopmanuju (Limpens u cap., 2004).

Oxko 67% Ttectupanux HR kimoHoBa nukopuje (koju cy A00po paciu U JaBalid
perenepante), umaio je unrerpanujy T-/IHK ca Ounapnor miasmuna (tabene 23 u 28).
Bucok nponenar korpancepa (70%) T-IHK ca OunapHor BekTopa IMOKa3aH je U 3a
npyre cojeBe A. rhizogenes, ykibyayjyhu 1 MSU440 coj npu tpancopmanuju Oubaka
L. japonicus (Stiller u cap., 1997). Benuku 6poj KJIOHOBa MOKAa3MBa0O je€ U €KCIIPECH]Y
TpaHCreHa ca OWHApHOT TUTa3MHUJA, IITO j€ JETEKTOBAHO MpPEeKo (iryopecieHiuje
DsRED wmapkepa (cnuke 56 u 83). Ywuecranmoct excrnpecuje DsRED-a y okBupy
KOJIEKIIMj€ KJIOHOBA TPaHC(HOPMHUCAHUX J€THUM KOHCTPYKTOM, KpeTtana ce o 63,16% 3a
ProGasL kmonoe no 100% 3a kinonoBe TpaHcdopmucane ProP450, ProGasS29 u
GasL&Sm konctpyktuMma. Ydyecranoct ekcrpecuje DSRED-a mpu Tpanchopmanmju
MSU440 cojem, uznocuna je oko 30% 3a M. truncatula u 20% 3a Arabidopsis (Limpens
u cap., 2004). V cayuajy A4 coja, 50% mobujeHnx KOpeHOBa JCTEIWHE W Tapaaaj3a je

EKCIIPUMHUPAJIO TPAHCTEH ca OMHapHOT T1a3Muaa (Simpson u cap., 1986).

Tectupamem Bullle pereHepaHaTa HCTOT KJIOHA, YCTaHOBJbEHO j€ Ja HEKU
JMOOWjeHN PEreHEepaHTH HEeMajy WHTETPHUCAaH TPAaHCTEH ca OWMHApHOT BEKTOpa, JOK Ta
IpYyTH pereHepaHTH moceayjy (ciauke 53 u 82). YodeHo je Ja cy MpBU U3JAHIM Ha
KOPeHy W OHM KOJjU Cy ce TI0jaBJbUBaIM TIPU OCHOBU KOpEHa, YeCTo Ouim

HeTpaHchopmucaHu. To Moke OUTH TIOCTIeUIIa XUMEPUYHE CTPYKTYype npuMapHux HR
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KOPEHOBa, KOjH y CBOjOj OCHOBH 3aJpkKaBajy Heke HeTpaHchopmmcane hemmje koje
uMajy Behy CIOCOOHOCT pereHepanuje y OJHOCY Ha TpaHcpopMmMucaHe 3axBasbyjyhu
HeropemeheHoM oOJHOCY eHAOreHuX XopmoHa. JloOujame HeTpaHchopMUCaHUX
pereHepaHara oja TpaHCHOpPMHCAaHE KYJIType KOpeHa MOXe OWTH | mocieauia
TCHETHYKUX peapamKMaHa U JIeNelje TpaHcreHa TokoMm perenepauuje (Vinterhalter u
cap., 2011). BaxHo je Owmiio, AaKiie, TECTUPATH CBAKy pEreHEepUCcaHy OWIbKY, Ja O y
JaJbM EKCIIEPUMEHTHMa KOPHCTWJIM CaMoO JIMHHje KOPEHAa W W3J[aHaKa JOOWjeHE O]

OmJbKe KOJ KOje je MOTBpheHa HHTerpalrja TpaHCTeHa ca OMHAPHOT BEKTOPA.

Kouctpyucan LED cucrem (cnuka 18), kojum je BusyenuzoBana DsRED
dyopecneHnja, moka3ao ce (rekcHOWIaH W JOBOJHHO TPEIH3aH Yy Pa3INKOBAY
pasnTUUUTUX HUBOA (IyopecleHIje Mapkepa, 0e3 mpobiiema ayroduryopecieHI]e
(cmuka 54). dnyopecueHnyja je 4yecto Owia BUAJBMBA U TOJMM OKOM IpU 0enoj
CBETJIOCTH y KOPEHOBMMA W H3JaHIMMa ca Mame Xjopoduia (ciuka 58). Bummbupy
dyopecuienijy DsRED-a Ha 6esoj cBerinoctu aerekroBanu ¢y u Nishizawa u cap.
(2006), y m30esbeHMM COMATCKMM eMOpHOHMMA M ceMeHuMa coje. Kynrype kopeHa
LIUKOpHje YeCTO HUCY MMajie YHU(OPMHY (IIyOopeclEHIjy - HEeKU JEJIOBU KOpEeHa U
nenu OOYHM KOpeHOBU HHCY (uyopecuupanu (ciuka 57), ma je OMII0 IMOXKeJbHO
MOBPEMEHO MPOBEPaBATH (PIyOPECLEHIIN]Y CYKIIECUBHHUX Iaca)ka KOpeHa, /la ce He Ou
M3TyOWIIM KJIIOHOBU KOjU eKcipumupajy pernoptep. Hajjaua duyopecuennuja DsRED-a
JIETEKTOBaHA je y KOPTEKCY KOopeHa IuKopuje (cimka 57). BapujabunHy ekcrpecujy
DsRED wmapkepa moj KOHTPOJIOM YOMKBUTHMHCKOI IMPOMOTOpA, JETEKTOBAJIU Cy H
Limpens wu cap. (2004) y kopeHoBuma jerenuHe u Arabidopsis-a. Hajjaua
dayopecieHIMja y KOpeHy TpaHcpopMucaHe AeTeNrHe Owuia je mpucyTHa Takohe y
KOPTEKCY, a y HEKMM OOYHMM KOpPEHOBHMa j€ M30CTajla eKCIIpecuja Mapkepa, Aajyhu
Mo3andHe KopeHoBe (Limpens u cap., 2004). MHTeH3uTeT (uryopecueHImje KopeHa
TpaHcopMmucaHe LUKOpHje je Ouo BapujaOuiaH, Kako Mel)y pa3lIuyuTHM KJIOHOBHMA,
TaKO M y OKBHPY jEJJHOT KJIOHA TMOPEKJIOM W3 pa3IMYuTHX macaxka (mpwiosn 1 um 3).
Bynyhu na cy xopenoBu mpumapuux HR kynTypa y BehuHu ciiyyajeBa MMaiu jauy
duryopectieHIIMjy HEero KyJAType KOpeHa pereHepaHara MOTEKIUX OJ HUX (ITOTIaBba
4.2.3 u4.3.3), u na je pyopecreHnuja omnaaaiga ca OpojeM CYKIIECUBHUX TMacaxa, MOXe
ce pehu na ce ekcripecuja DsRED-a, a camum TuM U (piryopeciieHiiyja, cMambuBaia ca

MPOTOKOM BpeMeHa o] TpaHchopmaiuje, BEpOBATHO Kao TMOCIEIUIA YTHIIABamHa
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TpaHcreHa y HekuMm hemmjama. Jlpyru pasior moxe OWUTH CilydajHa CeleKIuja aelia
KOpEeHa ca MO3auYHOM EKCIPECHjOM MPHUIMKOM MacaKupama, 1a je y TOM CMUCITY OUJIo
Haj0oJbe TpoBepaBaTH (DIyOpecHEeHINjy HOBHUX KYJITypa HEHNOCPEIHO IOCIe Iacaka.
Mama dQmyopecueHnja KOpeHa pereHepaHara y ogHocy Ha m3BopHe HR kynrype
MOY/Ia CyrepHIlie U J]a Cy pereHepaHTH HacTalu J1eo0oM U nudepeHnujaurjom hemuja
MPUMApHOT EKCIUIaHTaTa KOpEeHa Yy KOjuMa ce TPAHCTeHU clabuje eKCIpuMupajy. Y
onpehernoM Opojy ciydajeBa, ayopeciieHnja je Omia nmpucyTHa caMo y KOPEHOBHMa
no4yeTHUxX nacaxa (mpwio3u 1 u 3), U Ty ce BepOBaTHO pagyl O MPOJIa3HO] EKCIPECUjU
TpaHCTeHa Wik OpP30M yTHIABamkhy WHTETpHCAaHUX reHa. [locTojanu cy u cirydajeBu riae
je ToKa3aHa MHTErpalrja TPAHCTCHA, aju HUje youeHa (DIyopecleHIdja HA Y jeTHOM
nacaxy (mpuio3u 1 u 3), mTO je BEpOBAaTHO MOCIEIHNIA HHTETPAIMje TPAHCTEHA y JIe0
TeHOMa KOjH C€ HE SKCIIPHUMHUpA. Y TUIIaBakhe TPAHCTEHA MPHIMKOM TpaHc(hopMaluje u
pereHeparyije TPaHCTCHHX OWJbaKa je PEIATUBHO 4YecTa I0jaBa, Koja jé BEPOBATHO
nocneania ypohene ondpane ouspaka ox naBazuBHuX JIHK n PHK cekBermm, kao mro
cy tpancnosonu, Bupycu u T-JIHK (Matzke u Matzke, 1998). Kama ce mpuiukom
TpaHchopMalMje HU Ha KOjU Ha4MH HE BPLIM CeJIeKLMja JIMHUja KOoje eKCIpUMHUPajy
TpaHcreHe, npeko 30% pereHepucaHux OuJbaka IUTPyca MOKa3yje YTHUILIABAKE CBUX
TpaHcreHa npucytHux Ha T-/IHK, nok cy mpu nBOCTpykoj cenekuuju, ynorpedbom
antubuorcke pesucreHurje u GUS Oojema, pereHepaHTH KOjU HE EKCIPUMHPA]y
TpaHcreHe y moTmyHocTu enumunucanu (Dominguez u cap., 2002). Bynyhu na je
DsRED ceneknuja HennBasuBHa, jeprunnja u jeanocraBauja ox GUS 6ojema, a ga je
CeJieKIIMja KaHAMHIMHOM YeCTO HENOy3JaHa NpH AUCKPUMUHAUUju XuMmepHux HR
kyarypa (Limpens u cap., 2004), cenekinuja Ha OCHOBY mpahema (IyopecieHTHUX

MapKepa je HampeaHuju Mmeto aetekije A. rhizogenes tpancdopmarmje.

V3eBmm y 003up ydectanaocT TpaHcopmalidje U eKCIpecHje TpaHCTeHa, Kao U
Jakohy yMHOXaBama U perenepaunuje tpancopmucanux kiaoHona, AAM70GUS coj ce
NOKa3ao TOrojaH 3a KoTpaHchopMmanujy nukopuje OuHapHHUM H Ri mmazmumom.
Tpanchep u unrerpanuja T-JIHK ca koHCTpyHcaHux OMHApHUX IJIa3MUAa JAelIaBald
Cy ce ca JOBOJAHOM yuecTajomhy, a KoJ pa3BHjeHHX KOPEHOBa c€ Y BEOMa BHCOKOM

npoueHTy exkcripumupa DsRED mapkep, mTo onakiaBa 1eTeKlnjy TpaHchopMaHara.
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5.4 Yrunaj rpancpopmanuje ca A. rhizogenes u penodase
HA NPOAYKIMjY CEKYHIAPHUX MeTa00JUTA IIUKOPHje

5.4.1 Ilpoaykuuja ceCKBUTEpPHEHCKHX JAKTOHA

Herpancdopmucane u Tpancopmucane Ouibke MUKopHje in Vitro mpoaykosaie
Cy cli000/IHE CECKBUTEPIICHCKE JIAKTOHE KOjU CY KapaKTEPUCTHYHU 32 KOPEH IIMKOPHje
rajene y npupoau (Rees u Harborne, 1985; Van Beek u cap., 1990; Kisiel u Zielinska,
2001) - makTyuuH, JTAaKTYMUKPHH, 8-ICOKCHWIAKTYIMH H 11,13-1uxuaponakryius
(cimke 27 u 29). KocTyHonua, 3ajeJHUYKU IPEKYPCOpP CECKBUTEPIIEHCKHUX JAKTOHA KOJT
[UKOpHje, HHUje JIETEKTOBaH, BEPOBATHO 300T HETOBE Op3e KOHBEp3Wje y Ipyra
jemumerma. HR kyntype omabpanux KiIoHOBa Takohe Cy MPOU3BOAMIIC OBA jeIUBCHA, Y
KOJIMYMHU MCTO] WJIM HIDKO] Y OJHOCY Ha KYJIType HETpaHC(POPMHCAHOT KOpPEeHa (ClIMKa
27). Umajyhu y By BUXOBO UHTEH3UBHH]E PACTEHE Y OJHOCY Ha KOHTpPOILY, Moryhe
je omabparu one HR knonoBe (y Hamem ciydajy kioH 13) kox kojux je moryhe
M30JI0BaTH BHILIECTPYKO Behe KONMMUYMHE OBHMX jeAMIbEH-a MO 3alPEeMHUHHU KYITYype Y
OJIHOCY Ha KOHTposty. OBUM je MoTBpheHO 1a KOpeH LUKopuje, yak 1 6e3 popMupaHor
U3JJaHKa MMa CIIOCOOHOCT 3a CHHTE3Y TIBajaHOJIMJA, Kao LITO jeé paHHje IMOKa3aHO

(Malarz u cap., 2002).

Kopen perenepucane O6uspbke IIUKOPH]E j€ TEHEPATHO caapkao Behy KOIHMYUHY
rBajaHOINAA y OJHOCY Ha KOPEH rajeH y TeuHoj Kyarypu (ciuka 27). Ta ocobuna je
noceOHO M3paKeHa KOJ| KOPEHOBa HeTpaHc(opMUCaHUX pereHepaHarta y (asu posere,
cyrepuillyhu umnak 3HauajaH yTHIaj HaJI3eMHOT Jiesia OuJjbKe Ha CUHTE3y I'BajaHonua. Y
OBHM KyJTypaMa IOMHHAHTaH je OMO ca/pikaj JTaKTYy[TUKPHHA, Ka0 U Y CIy4ajy KOpeHa
Owbaka y BereratuBHO] (a3u rajenux y crakinenuky (Malarz u cap., 2013). ¥V
JUCTOBMMA OMibaka y (ha3u posere cajpikaj rBajaHoONUa je OMO HEIITO MamH HEro y
KOpeHoBMMa, U ciauvyaH Mmely Ttpanchopmucanum u Wt Owusbkama. ['Bajanonuau
JAKTYIIMHCKOT THIA y CIO0OTHOM CTamy Cy NMPHUCYTHH Yy JIATEKCY KOpPEHa M W3JaHKa
IIUKOpHje rajeHe y MOoJby TOKOM LIEJIOT Nepuojia BereTaluje, rjae Cy YMHWIH MPOCEYHO

0,42% cyse mace kopena u 0,26% nucra (Rees u Harborne, 1985).

[lpenazak y ¢a3zy uBerama YTHIIA0 je Pa3IMYUTO HA CaApKaj CIOOOTHHUX

rBajaHoNIiga Ko TpaHc(hOopMHUCaHUX U HeTpaHchopMucaHux Omsbaka (ciamke 27 u 29).
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Kox tpanchopmucanux Ouspaka youeH je mopact caapxaja CJI y mucty u KopeHy, Kao
nocneanna Behe mpoaykiuje u/mmm ociobahama u3 Be3aHHX (QOPMHU, JTOK je KOX
HeTpaHchopmucaHux Ousbaka caapxkaj CJI cMameH. YoueHe MpoMeHe caapkaja Ko Wt
OuJbaka MOTY Ce JJUCKYTOBAaTH y KOHTEKCTY CE30HCKHX BapHjalyja KoJ IIMKOpHje TajeHe
y nosby (Rees u Harborne, 1985). ¥V mponche, Tokom BereratuBHe (ase, caapxkaj
rBajaHouAa je Behu y KopeHy Hero y 3eJeHUM JeJIOBUMA OWJbKE, ajlu ca MOYETKOM
[[BETamka, KOHIICHTpAllMja jeIWImbCHha Yy HAJI3eMHOM ey ce moBehaBa Ha ymrTpo
caipkaja y KopeHy. Y jeceH ce MOHOBO TmoBehaBa canpkaj y KOpPEHY TOKOM
CCHECIICHIINje OMJbKe. Y HaIleM CHCTEMY HHj€ YOUeH MOopacT cajprkaja TBajaHOIHIA Y
auctoBuMa Wt Omibaka y TOKYy I[BE€Tama, ald MoOryhe je 1ga ce oBa jedumberma

npeMemTajy y cTabJbUKE HIIH OBCTOBC, KOjH OBOM IPHUJIMKOM HUCY aHAJIM3UPAHU.

C 063upoM j1a je mopacT cajpkaja rBajaHoONIMAA y TOKY IIBeTamka OMO MpUMeTaH
caMo KOJl TPaHCTEHMX OMJbaKa, MPEJIOKEHO je Jla IIBETakE MO/ YTHIIAjeM SKCIIPECH]e
Rol rena yruye Ha akymyInanujy reajaHosinaa. Y pereHepucaHuM OuJbKaMa IUKOpH]e,
excripumupaiu cy ce RolA u RolC renu, nok je excrpecuja ROIB rena Owmia mcnon
HuBoa jaerekimje (cmuka 31). RolB ren ce cmarpa HeomxomHuM 3a WHAYKIH)y HR
(Casanova u cap., 2005), a 0ICYCTBO HETOBE EKCIPECH]je y PEereHepaHTUMa MOTJIO Ou
ce 00jaCHUTHU TMOCTOJakbeM PEryJaTOPHUX MeXaHH3aMa KOjU CIpeyaBajy MCTOBPEMEHY
excripecujy Rol4 un RolB rena (Veena u Taylor, 2007). V Haiiem CHCTEMY HHCMO
KkBaHTU(HKOBaIK ekcrpecHjy ROIB rena Tokom ycmocraBibatba HR kyaTypa, kana je
Moryhe 1a je oBaj reH OMO aKTHUBaH, MaJia je€ paHHje TTOKA3aHOo Jla HeroBa eKcrpecrja u

y HR kynaTypama moxe Outn HecTabuiHa 1 Heyjeanadena (Terato u cap., 2011).

Excnpecuja RolA rena (ciauka 31) je Ouia pelnaTuBHO HUCKA Y KOPEHY U JTUCTY
BEreTaTMBHUX OMJbaKa KAao0 M KOpPEHY LBETAIMX OHJbaka, JIOK j€ Y JIMCTY IBETaJIHX
Ousbaka yodeH BHIIM HHUBO ekcrpecuje. TkuBHO-cnenuduyHa excrnpecuja Rol4 reHa
yo4eHa je M KOJ JpYrux OMJbHHX BpCTa, re je ciabuja ekcrpecuja Ouiia mpucyTHa y
KOpEHYy | JIMCTOBMMa, a jaua y craduy (Veena u Taylor, 2007). Rol4 ren yriaBHOM
omtaxe 1Berame (Casanova u cap., 2005; Veena u Taylor, 2007) mox KOHTpOJIOM
HaTUBHOT TPOMOTOpPa MJM Tra TOTIYHO HWHXHOMpAa ako je TMOjA KOHTPOJIOM

koHcTuTyTuBHOT 35S mpomoropa (Bais u Ravishankar, 2001), te je yodeH mopact
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eKCIIpecHje OBOT I'€Ha y LIBETaIMM OMJbKaMa IIUKOPHje BEPOBATHO IIPE MOCIEIHUIA HETO

Y3pOK paHUjer [BETamba.

Excnpecuja RoIC rena je, mehyrum, mokasuBana pa3jiike Yy 3aBUCHOCTU OJ
oHTOreHeTcke ¢asze Ombke. Kon mBeranux Ousbaka, €KCIpecHja OBOT TeHa je Omia Ha
3HATHO BMIIEM HHBOY, MoceOHO y KopeHy (ciuka 31). Camocranna ekcrpecuja RolC
reHa M KOJl OCTamuX OMJbHUX BpCTa CHENU(UYHO je JOKaM30BaHa y (ioeMy KOopeHa,
JOK ce y amcTy ekcrnpumupa Bpio ciabo (Veena u Taylor, 2007). ¥ npucycTtBy u
octanux Rol rexa, MeljyTum, oBaj reH UMa pa3aIMUYUTy OpraH-crenupUIHy eKCIIPECH]Y.
RoIC ce HajBuIlle eKCIpUMUPA0 y KOpeHy U ctabiy ko Tpancrenux Nicotiana tabacum
(Nakamura u cap., 1988) wiu y nucty Koj BcTe BpeTe AyBaHa y aApyroj cryauju (Leach
u Aoyagi, 1991). Ox cux Rol rena, RoIC je Hajyxe moBe3aH ca HHIYKIIHjOM I[BETAbA.
Kaga ce RoIC yHece y OWJbKE CaMOCTalHO, IOJ KOHTPOJOM HATHBHOI HWJIH
KOHCTUTYTHUBHOT TPOMOTOpa, NMpuMeheHO je paHuje IBETame KOJA HEKOJIHMKO BpCTa
oupaka (Casanova u cap., 2005), ykbydayjyhu cojy (Zia u cap., 2010), xyau (Bais u
Ravishankar, 2001) wu wuukopujy (Kamada wu cap., 1992). busbke wnukopuje
tparchopmucane RolC rernom cy nBerasne 6e3 BepHaIM3alMje y YCIOBUMA IYTOT JaHa,
CIIMYHO Kao M Owmbke Tpanchopmucane ca Ri mmasmmmom A. rhizogenes (Kamada u

cap., 1992).

[Mpumehena je wu momymapuoct ekcmpecuje ROIC rena u  akymymanuje
rBajaHoONIMAA y TpaHchopMHUCcaHUM OHJbKaMa IMKOpHje - o0a mapameTpa cy Ouia BHILIA
y LBETalIUM OMJbKama y OJHOCY Ha Ouibke y ¢a3u posere, u oba cy Ouia BUIA y
KOpeHOBUMa y ofqHocy Ha suctoBe. 3a RoOIC je mokasano na ctumynuine MPOAYKIHU)Y
pa3IMuMTUX CEKYHJApHUX MeTabonuTa, YKJby4dyjyhu TpomaHCKe, HUPUIUHCKE U
WHJIOJTHE aJIKAJIOM/Ie, THHCEHO3UIe U aHTPAKBHHOHE, y TPaHCPOPMHUCAHUM OMIbKama U
henmujckum kyntypama (Bulgakov, 2008). IMomymapHocT ekcrpecuje OBOI TeHa U
caaprkaja TBajaHONIKA cyrepuiie cTuMmyaaropau epekar ROIC rena Ha MPOIYKIH]Y HITH
ociobahame TBajaHONMAA W3 Be3aHMX (OPMH, aJd M Ha IBETame TpaHChOpMHUCAHE
nuKopuje rajere in vitro. [o3utuBan edexar oBOr reHa Ha OMOCHHTE3Y CEKYHAApPHUX
MeTaboIMTa MOKe OUTH BUIJBUB MPEKO HErOBOI CTHUMYJATOpHOT edekra Ha pact HR
kyntypa (Palazon u cap., 1997) niam qupekTHO Ha CEKyHIApHH MeTabonu3am, Oymayhu

Ja y HEKMM CJIy4ajeBUMa HHBO EKCIIPECHj€ TOT TeHa BeoMma J00pO KOpenuIle ca
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aKyMyJIalnjoM rmocMarpanux jeaumera (Palazon u cap., 1998), win ca ekcrpecujom
KJbYYHUX CH3MMa Yy OHOCHHTETCKOM IyTy wmertabomura (Shkryl um cap., 2008).
CrumynaropHu edekar ocranux ROl reHa Ha ceKyHIapHU METa0OJIM3aM U LBETAamE Ce,
HapaBHO, He Moxe uCKJbyunTH. [lomamm o gejctBy Rol4A TeHa Ha CeKyHAApHH
MeTaboM3aM Cy MaJoOpojHH. 3a0eeKeHO je J1a OBaj TeH Jeyje CTHMYJIATOPHO Ha
NPOAYKIHjy aHTpakBuHOHA M HuKoTHHA (Palazon u cap., 1997; Shkryl u cap., 2008).
RoIB ren je mo3Har kKao CHaXkaH IMOKpeTad cekyHmapHor Merabonmsma (Bulgakov,
2008), U mOHEKaa je OArOBOpaH 3a paHuje IBerame (Zia u cap., 2010), amm je
HUCTOBPEMEHO U CHaxkaH cympecop henujckor pacra, 3a pasnuky ox RolC, 36or yera je
IBEroBa TMpHMEHAa Yy OHOTEXHOJIOTHjU 3a TmoBehame mponyknmje MeTabomuTa
orpannyeHa. ROIB ekcrpecuja HUje JETEKTOBaHA y pereHepaHTUMAa LUKOPHje, TE je
moryhe na RoOIC cBojoM BHCOKOM €KCHPECHjOM JIeilyje aHTarOHUCTHYKH Ha e(deKTe

RolB rena (Bulgakov, 2008).

Ha kpajy, komOnHOBaH edekar cBa Tpu ROl reHa Ha cekyHIapHH MeTaboJIn3am
je y ciydajy Benukor Opoja TpanchopmucaHux Ousbaka O0uo ctumysaropan (Giri u
Narasu, 2000), a Tpancopmarja Ousbaka ca KOHCTpYKTUMa KOJU HOCE OBa TpU IeHa
JI0BEJIa je J0 CIMYHOI MopacTa CeKyHAapHOr Merabonu3Mma Kao TpaHchopmaiuja Wt
cojeuma A. rhizogenes (Palazon u cap., 1997), mro cyrepuimie ma Cy Hajupe OBH
0aKTepHjCKM T'eHM OJrOBOPHM 3a mpuMmeheHy cTuMynanujy, Maja MOjeIUHAYHH
MEXaHHU3MH JIeJIOBamkha CBAKOT OJ OBUX reHa mory oOutu apyraumju (Shkryl u cap.,
2008). KonkpeTHe (yHKIM]je OBUX I'€Ha jOLI YBEK HUCY IMO3HATE, il je €BUACHTHO Ja
OHM Jielyjy Ha OWJbKY MpeKo HEHMX OAOpPaMOEHHMX CHUTHAJIHHUX IIyTeBa, Maja
3ao0mna3zehu yoOnvajeHe CUTHATHE MTyTEeBE €THJICHA, JACMOHCKE M CATMITMIIHE KUCETMHE

(Bulgakov, 2008).

5.4.2 Tlpoaykuuja XJ0poreHe KucejJnHe

AkyMyrnaija XJIOporeHe KUCeNIrHe je reHepanHo Ouia Beha y KopeHy UKopHje
Hero y auctoBuMa (cnuka 30). Kox Herpanchopmucanux 6mspaka, caapxaj je 6uo Behu
y 1enuM OuJbKama Hero y KyJATYypH KOpeHa, a TpaH3uija y a3y 1BeTama HHUje nMaja
OUUTJe/laH yTHUIla] Ha aKyMYJalujy XJIOpOTeHe KUCENMHE, Kao y CIy4ajy I'BajaHONIUAa

(mornaBibe 5.4.1). Kon Ttpanchopmucanux Ousbaka, MmopacT caapkaja XJIOPOTCHE
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KHCEJIMHE TPUIMKOM I[BETamka OMO jé YOWbHB Y JHMCTOBHMA, I HE U y KOPECHOBUMA
(cmuka 30), mTO je Kopenucanao ca HUBOOM eKcrpecHje RolA reHa, koju je Takohe Ouo
BUIIIM y JIMCTOBUMA IBETAIMX Omsbaka (cimka 31). JlmcroBu nBetasinx TpanchopmaHara
cy Takohe jeMHM MMaiau OJiard MopacT HUBOA XJIOPOTCHE KUCEIMHE Yy OJHOCY Ha
HeTpaHcopMucane OMIbKe - KOPEHOBU OMIbaka y (ha3u po3eTe U IBETaInX OMJbaka, Kao
U JHCTOBH TPaHC(HOPMHCAHUX pO3eTa UMalU Cy MamU caapikaj. AHTHOKHUCIATUBHO
JIejCTBO XJIOPOTEHE KUCEIIMHE W HEH MOTEHIMjall 33 YKJIamame CI000JHUX pajnuKala
(enr. reactive oxigene species, ROS) cy nperxoano notephenu (Chen u Ho, 1997). 3a
Rol rene je Takohe OTKpPMBEHO Ja yTHYy Ha MHTpAICIYJIAPHH HHUBO CIOOOIHHX
panukana (Bulgakov u cap., 2011). Rol4 je najmame yruinao Ha HuBo ROS y henwuju,
JIOK Cy Jpyra JiBa reHa JOHEKJIe CMamHBala BUXOB HUBO, OanaHcupajyhu mehycobne
edpekre (Bulgakov u cap., 2011). RolC yruue Ha cMmameme MPOAYKIHjE CIOO0THUX
panukana mnpeko wuuxuOuimje NADPH okcumaze, a RoIB aktuBHpa mHBHXOBY
JerpajaiMjy TMpeKo aKTUBalje MCTOr CH3MMa, INTO JOBOAM JIO IOpacTa
AHTUOKCHJIATUBHE oa0pane henmje - WHAyKIOMje TMEPOKCHAA3a, KaTajliaza W
CymepoKcuaaucMyTasa y Ttpanchopmucanum henujama (Bulgakov u cap., 2011).
Byayhu na y perenepanThMa Iukopuje Hema ekcipecuje ROIB rena, a na je Bucoka
excripecuja RoIC rena, moryhe je na je mpoaykiuja ROS y Tpancopmucanum
Ou/pbKamMa CHWXKEHA y OJHOCY Ha HeTpaHchOpMHCaHe, T€ HHje JONUIO J0 3HavyajHe
MHIIYKIIMje aHTUOKCUIATHBHOT CHCTEMa, YKJby4dyjyhu CHHTE3y XJIOpOTEHE KHCEIWHE.
Benuku npupact mace kopeHoBa Ki1oHa 13 omoryhuo je nzonanujy Behe konnumne oBor
JeMIbemha y OJHOCY Ha HETpaHCPOpMUCAHY OMIbKY, Ma c€ Tako oja0paHu KIOHOBHU
TpaHchopMHUCaHE IIUKOPHje MOTY UCKOPUCTUTH Kao 100ap U3BOP OBOT (papMaKoJIOMIKH

AKTUBHOT jCIlI/II-LeI-La.

5.5 IIpo6Gaemu neTeknuje AKTHBHOCTH penopTep rexHa -
ayroduyopecueHunja u KOHQJIUKT penoprepa

Penoptep renn omoryhaBajy Bu3yenHYy HAeHTUHKaAIM]y henawja U TKuBa y
KOojuMa ce excripumupajy. OBU reHH NpeAcTaBibajy He3aMEHJbHB allaT MPH MpoydyaBamby
AaKTUBHOCTH MPOMOTOPA, alli U ApYTUx GyHKIHUja U CTPyKTypa y henuju. Y reHeTHIKomM
UH)XEHEPCTBY, PENopTepu ce KopucTe 3a npaheme epukacHOCTH TpaHchopMmalje u

BU3yeNHY ceneknujy Tpancrenux tkuBa (Rosellini, 2012), 3a mita cMO MU KOPUCTHIIH
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DsRED u GUS wmapkepe. Ocer/bHBOCT pemoprep TreHa y OujbKama 3aBUCH O]
NPUCYTHUX NMUTMEHATa, HATUBHUX (DIYOPECIEHTHUX MOJIEKYJa, KOMIIETHIIM]E PEropTep
NPOTEHHA 33 CYICTPATe ca €HIOTCHUM SH3UMHMA U CHIOTCHE EMHUCH]E CBETIIOCTH, 300T
yera oadbup pernopTepa Tpeda J1a 0JiroBapa BPCTH OMJbKE, TKUBA U €KCIIEPUMEHTATHUM

ycaosuma (Rosellini, 2012).

UidA ren 3a cunte3y GUS je jeman on Hajuerrhe KopuIIheHUX permoprep reHa
kox Owibaka. [lo canma je ycmemHo kopuimheH 3a AeTeKuujy TpaHcdopmaHarta, Kao U
XHUCTOJIOLIKY JIOKalM3allijy €KCIpecuje TreHa KOJ BeJUKor Opoja BpcTa Ouibaka,
yksbyuyjyhu u komeprmjanuae (Rosellini, 2012). Jenna o HeraTUBHUX CTpaHa HETOBOT
Kopuinhema je 1eCTpyKTUBHOCT Xuctoxemujckor eceja (Miki u McHugh, 2004), mana je
oBO Moryhe nmpeBa3uhu kopuithemeM JIpyradnjer CyncTpara Koju yMecTo 000jeHor aaje
¢uyopecuentu npoaykt (Rosellini, 2012). OBaj npuctym, melhyTum, HUje IPUMEPEH 3a
TeCTUpame BeJUKor Opoja Tpanchopmanata (Breyer u cap., 2014). V Hamem cuctemy,
GUS wmapkep je Owmio moryhe ymoTpeOuMTH camo 3a CeNEKIHjy TpaHChopMaHaTa
nobujenux Ttpanchopmammjom "mpazaum" A4M70GUS cojem (cnuka 22), HE W 3a
BU3YyENIM3alMjy aKTHBHOCTH MPOMOTOpPA, HMAaKO Cy KOHCTPYHCAaHH BEKTOPH IIOJ
KOHTpOJIOM HciuTHBaHOT npomotopa Hocuiu GUS-GFP ¢y3ujy, u3 pasnora miro je Ri

1a3Mu] 0Bor coja A. rhizogenes moaudukoBan Tako aa caapxxu GUS kacery.

VYnorpeba (ayopecueHTHUX MapKkepa Kao penopTep TreHa omoryhasa
HEIECTPYKTHBHY BH3yeIH3allMjy aKTHBHOCTH T'€HA HA CBUM HHBOMMA OpTaHHU3aInje - O]
nene Ousbke a0 henujckux kKommapTMmeHTa. OBHM TNPOTEMHU Cy jJEAHOCTaBHUJU 3a
kopuitheme Oyayhu na He 3axTeBajy JoJaBame CyNCTpara HUTH OWIO KOJy ApPYyry
MaHMITYJAU]y TpaHCPOPMHCAHUM TKHBHMA pajad aKTUBalMje, HUCY TOKCUYHU 32
henwje, MOTy ce JETEKTOBATH PEIATHBHO OpP30 HAKOH TpaHCPOpMallMje U HE MEHa]y
mMopdomornjy omibke (Miki w McHugh, 2004; Manimaran u cap., 2011).
dnyopecieHTHa JeTeKldja, MeyTuM, 3axTeBa IMOCTOjame ojAroBapajyhe ompeme 3a
BHU3yenu3aIujy GIyopecieHIije Koja je 4YeCTO BPJIO CKyIa, a Yhje KOMIOHEHTe Tpeba
na Oyny cnenmuduaHo opabpaHe 3a JaTH  €KCIEPUMEHTAIHH CHUCTEM, TIOMYT

KoMOuHaIuje ¢puiarepa 3a BU3yeau3anujy guyopecueHiyje y OubHIM TKUBUMA.

Jlo caga je M30JI0BaHO HEKOJMKO Pa3IMYUTUX (PIyOpPEeClEHTHUX MPOTEHHA U3

OMONIYMMHUCIICHTHUX XHMBOTHHA, anu Hajuemhe xopumthenu cy GFP u DsRED, u
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wuxoBe MoaupukoBane Bapujante (Stewart Jr, 2006; Rosellini, 2012). 3a pa3nuky ox
GFP-a koju je monomep, DSRED je y cBojoj uzBopuoj dopmu xomorerpamep (Wall u
cap., 2000), mTo orpaHnyYaBa BETOBY yNnoTpeOy y TpaHciaanuoHuM ¢y3ujama (Stewart
Jr, 2006), anu He y JAeTeKuMju TpaHCPopMaHaTa, ITO j€ W Yy HAIIEM CHCTEMY
notBpheno. DSRED ce omnukyje BUCOKMM WHTEH3UTETOM (IyopecleHIHje, KOju je
MOCJIeTUIA BUCOKOT €KCTHHKIIMOHOT KOS(PHIMjEHTa U KBAHTHOT TMPUHOCA, ajli HEroBa
xpomodopa crniopuje caspea y ognocy Ha GFP (Berg u Beachy, 2008). GFP, ca npyre
CTpaHe, je MaJH NMPOTEUH, Koju ce 6e3 nmpobiema Qpy3uoHUIIE 3a Apyre NpoTeHHE, aau
300r BeJIMYMHE, MOXKE J1a MacuBHO AudyHayje uzmely henuja mpexo mia3Moae3mMu, mTo
oTexaBa MmpenusHy Jokanusaiujy excapecuje (Rosellini, 2012). 13 tor paznora GFP ce
YeCTO eKCIPUMHUpPA Ca CUTHAJIOM 3a CyOhenujcKy JIOKaau3alujy, Ha IpUuMep y jepo Win
SHJIOTIa3MaTHYHU PETHKYIIYM, Kaja je MoTpeOHa BU3yeH3allhja HEroBe EKCIPEeCHje
0e3 mpahema crnenuduIHe JIOKAIW3aIUje, HA MPUMEP 3a MOTBPAY TpaHChopMaIyje.
Kama je morpebHo mpaheme cybOhenujcke nmokanmm3anuje, audy3uja ce crpedaBa
excnpecujoM GFP y TanmeMCKuM MOHOBIIMMA WIIM BE3WBAHKEM 3a JPYrH NPOTEHH (Ha
npumep GUS) (Rosellini, 2012). IMo3nare cy kom6unanuje GUS u GFP mapkepa y
eKCIIepUMEHTHMA JIETEKTOBaha aKTUBHOCTH IMPOMOTOPa, Py3HjoM OBa JBa IreHa, YNME
ce KkoMOuHyje BUcoka oceTsbrBOocT GUS Mapkepa M HEMHBAa3MBHOCT ()JIyOPECLEHTHOT
nporenHa (Quaedvlieg u cap., 1998). Pesonyuuja u ocerspuBoct aerekuuje GFP-a in
VIVO 3aBHCE Y BEJIMKOj MEPH OJ1 CTPYKType TocMaTpaHor jena ousbke (De Ruijter u cap.,
2003). Hajnoy3nanuja je BU3yenu3aluja y CUTHHJUM CTPYKTypama U TOjeAMHAYHUM
henujama, y3 momoh koHdoxkanne mukpockomnuje. LLITo je y3opak KpymHUju, 107a34 10
Beher pacumama cBerigocTH  GUuIyopecleHIje, W  U3pAKEHUjUX  edekara
ayrodayopeclieHnrje OMbHUX TKWBA, Ma je y TUM CHTyaldjamMa Moryhe neTeKToBaTh
cpeamy 10 jady (IIyopecleHIjy OBOr Mapkepa, anu He u cnady (De Ruijter u cap.,
2003).

AytoduyopecnieHiija y OMJbHUM TKHUBHMA j€ YE€CTO O030MJbaH MpoOJeM Mpu
BU3yeNU3aluji (IIyOPECIEHTHUX MNPOTEWHA, HAPOUYMTO Kaja je HHXOBA €MHCHja y
3€JICHOM M IUIaBOM JIeNly CIIEKTpa, a eKclipecHja HHucka. AyTodiayopecreHnrja Moxe
OUTH TIOpPEKIOM OJ XJiopo(duia, KOMIOHEHTH 3ajelspanor hemujckor 3uaa, moceOHO
JUTHUHA, Pa3HOBPCHOT henujcKor caapkaja - HApOUMTO (DEHOTHUX JEeIUI-CHhA HIIH

Hekpotuunux hemmja (Stewart C.N, 2001; De Ruijter u cap., 2003). Behnna Ousbhe
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ayroduIyopeclieHIMje je JOKaJIM30BaHAa y IUIABOM M 3€JIEHOM [Ny CIIeKTpa, ca
u3y3eTkoM xjopoduia koju duyopecuupa y npserom neny (Berg u Beachy, 2008).
OBaj mpolOiieM ce MOXe JOHEKJe IpeBasuhu M300poM ojaroBapajyhux ¢uiarepa 3a
eKCIUTAIU]y U JCTeKINjy eMucHje (IyopecieHTHOr curHaia. HampenHuM TexHHKama
KOH(OKaJIHE MHUKPOCKOINHUje, Ha TMPUMEpP CHHUMAmEeM CHeKTpa (iyopecreHnuje (eHr.
spectral imaging), moryhe je pa3aBojutu ayrodayopecIeHIIN]y OJf CHTHalla PEermopTep
rena (enr. spectral unmixing) (Berg u Beachy, 2008). Baxuo je Takohe wumaru
oxarosapajyhy koutposty (enr. background control), nerparcdopmucaHo TKUBO y HCTOM
pPa3BOjHOM CTYIBHY M (PU3HMOJIONIKOM cTamy, Oyayhu na ayrodiyopecieHnmja MOxe
JI0CTa J]a Bapyupa y 3aBHCHOCTH O] HaUMHA rajema, 1e0/bMHE TKUBA U CTapOCTH OMIbKE
(De Ruijter u cap., 2003). 3aro cy 3a eBanyauujy (yopecueHIrje TKHBa LUKOPHje
yBeK KopuinheHe HeTpaHcpopMucaHe KOHTpOJIe, TajeHe W NpUIpeMaHe 3a
MHUKPOCKONH]y HAa HUCTH HauuH Kao TpaHchopmucane. AyrodiyopecueHlrja TKHUBa
mukopuje nox UV LED ocBerssewem u  ¢unrepom 3a  Busyenuszauujy GFP
dyopecneHnyje, Ouia je mpucyTHa y oapeheHruM MajauM JIeJIoBEMa KopeHa (ciauka 59),
Kako KoJ HeTpaHCc(hOpMHUCAaHHWX OWJbaka, TaKO M KOJ TpaHC(HOPMHUCAHHX KIIOHOBA, a
BEHO Nopekiio Huje yrBpheno. [Ipu ekcuurtanuju mwiaBom cBemiomhy (ciauka 60) koja
je ontumanHa 3a ekcuutauujy GFP-a, ayrodmyopecrennmja y 3e€HOM ey CHeKTpa je
Ouna m3pakeHa y 3ane0JbaiuM JeloBHMa KOpeHa, HOBO(OPMUPAHUM KOPEHOBUMA U
KaJlycuMa, a HUje Ouja mpucyTHa y JIucToBUMa. Beoma u3paxena ayrodiryopecieHimja
Ha 3€JIeHOM KaHaly (iayopeclieHTHOT Mukpockomna (ciuke 61 u 62), u HemrTo ciabuja
Ha KOH(OKATHOM MHKpoOcKomy (cimka 65), Ouna je mopekiaoM of henujckux 3ua0Ba,
KCUJIEMCKUX CyJoBa M henujckor cajapikaja MapeHXMMCKUX henuja, a MHTEH3UTET je
3aBUCHO 07 yBehama - 030uspHUja ayTodayopecuennuja je Ouna npumehena Ha Behem
yBenuuamy. Y HemocTaTky kpanutetHe GFP' konrtporne, Huje mosHato ga nu je
JIETeKTOBaHa ayTO(IyopecleHlIMja TKUBAa LHMKOpHUje TpenpeKka BU3YeITU3aluju
excripecuje GFP penoprepa. AyroduyopecueHiyja TKUBa NHpu MOJEHIaBambUMa 3a
Buszyenuszanujy DsRED-a je Ouna roroBo 3aHemMapsbuBa y CBUM CHUCTEMHMA, U JIAKO CE
paziukoBasia o1 mpaBe (ayopecteniuje (cnuke 60-62 u 65). Lpsenu dayopeciieHTHH
OPOTEeHHU Cy JaKIIM 3a BHU3yelIu3alMjy y OusbKkama oJ 3eleHux, Oyayhu na je
aytodyopeclieHIIija TKIBa Y IPBEHOM JIETy CHEKTpa JIajeKo cliaduja HETo y 3eJICHOM

neny (Stewart Jr, 2006).
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OcumM ayrtoduryopecueHIje, TOTEeHIMjajlaH MpoOieM MPHINKOM KOopHIIhema
BuIlIe (IyOPECUEHTHUX MPOTEHMHA y OMJHbHOM TKHBY MpPEICTaBJba MEIIAmhEe CUTHANA
emucuje Quayopodopa (enr. bleed-through, crossover) (Berg u Beachy, 2008).
PaznBajame curnana DsRED u GFP ce mokasano moce6HO mpobiematndno. Mana je
HaKOH OTKpuha oBa /1Ba (IyOpecleHTHa pernopTepa U ONmuca HBHUXOBUX CIIEKTPATHUX
KapaKTePUCTHKA, MPEIIOKEHO Ja ce Mory Kopuctutu 3ajemno (Stewart C.N, 2001),
YCIIEIIHO Pa3/(Bajarh¢ BbUXOBHUX CHTHAJIA YIIIABHOM j€ MOKa3aHO HAa MUKPOOPTraHU3MUMa
u rypuBamMa (Jakobs u cap., 2000; Nancharaiah u cap., 2003; Helber u Requena, 2008;
Nizam u cap., 2012). Kox 6usbaka, uctoBpeMeHa yrnorpeda oBa JiBa MapKepa yriiaBHOM
je Omia ycrieniHa Ha MpoTOIIaCTUMa, BEPOBATHO jep ce TUME SITMMHUHHMIINY JIpyTre BPCTE
ayrodayopecuennuje (Kim u cap., 2001; Karimi u cap., 2007; Chen u cap., 2009).
PenatuBHO J1ako je OWio pa3MkoBaTH (UIyOPECLEHIM]Y OBa JBa MapKepa MPHIMKOM
npojasHe TpaHcpopMmalje JUCTOBA arpOMH(WITPANMjOM WA  OWOJIHCTHIKOM
TparcGopMaIijoM, U BH3YEIH3AIMjOM OMHOKYJIAPHOM JIYIIOM WM (IyOPECICHTHUM
MHUKPOCKOIIOM ca oJroBapajyhum ¢uitep ceToBHMa, y3 PEIaTUBHO Majlo MeEIIame
curnana (Dietrich u Maiss, 2002; Goodin wu cap., 2002). Ilpu mnponasHoj
TpaHcopMalliji, CTPaHU Fe€HH C€ €KCIIPUMUPA]y y BEIMKO] MepHu O€3 MHTerpamnuje y
reHom jnomahuHa, eKCrpecuja He 3aBUCH O] IO3MIIMOHUX edekaTa U HUBO eKCIpecHje
TpaHCIe€Ha je YIJaBHOM BHIIHM y OJHOCY Ha ctabuinHy Tpanchopmanujy (Wroblewski u
cap., 2005). Bumu HUBO ekcmpecHwje MapKepa BEpOBATHO OJIAKIIaBa Pa3IMKOBAHHE
¢nyopecuennuje mopexiaoM on DsRED u GFP wmapkepa, u AHCKpUMHHALU]Y OJ
ayrodayopecreHnyje OWJBHOI TKHMBAa. Y ClIy4ajy HalIUX KOHCTpyKara, KOjU Cy
caapxanu DsRED nopn koHTposnom youkBuTHHCKOT ipomoTtopa, 1 GFP nox konTponom
35S npomotopa wm pomotopa GAS u GAO rena, 6mito je Moryhe BU3yean30BaTH OBa
JIBa IPOTEWHA 3aj€THO Y TKUBY JINCTA cajare HakKoH arpouHduntpanuje (cnuka 45). Ca
onrosapajyhum ceroBuma Quitepa, ayToduyopecleHlja OWJbHOT TKUBa je Owuia
rOTOBO  €JIMMMHHCAHa, CEeM Yy CIy4ajy HEKpO3HpaHOI TKHBa, 4YH]y je
ayTo(yopecleHIijy OIeT JJako OWiI0 pa3iauKoBaTH OJ (IyopecleHIHje pernopTrepa
(cmuka 45). KopumiheweM oaroBapajyhux KOHTpoda - Yy3opaka HHQHITPHUPaHUX
KOHCTPYKTHUMA KOjH Cy CaJIp>Kajld caMo je/laH OJ1 JIBa pPeroprepa, YCTaHOBJHEHO je Ja
MeIllakh€ CUTHala NMPU OBAKBO] €KCHEPUMEHTAIHO] MOCTAaBLUU HHUj€ 3HAYajHO BEJIHMKO

(cmuka 45), BepoBaTHO 3axBajbyjyhW IOBOJBHO BHICOKOM HHBOY EKCIIpPECH]je
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dyopecrieHTHIX Mapkepa, Koju je oMoryhuo O00JbM BH3yeTHH KOHTpacT usmel)y
ayroduryopeciieHIje U peanHe GuyopecleHIje pernoprepa. Jaunaa ¢ryopecieHimje
DsRED mapxkepa je unak 6una 3nauajuo Beha oq GFP ¢uryopecuennuje, yak u y ogHocy
Ha 35S-GFP xonTposy, mTo je BepoBaTHO OWJIO Mocieauia Kopuiihema pa3auduTor
npomotopa u Beher onTuukor wuHTeHsurera ¢uyopecueHnuje DsRED-a. Behwu
UHTCH3UTET OCBeTIbeHOCTH (hiryopodope (enr. brightness) diyopecuenTHor nmporenHa
je mocienuia HBeroBor BUIIET €KCTHHKIIMOHOT KoeduiujeHTa - Mepuia ehUKacCHOCTH
ariCopIIIMje eKCIUTAIIMOHE CBETJIOCTH, W BHILIET KBAaHTHOT MPUHOCA - MEPWJIA jaunHE

eMHCH]je crpaM yrnoTpebsbeHe ekciuTainone ceeriaoctu (Berg u Beachy, 2008).

Kox crabuiHo Tpancopmucanux Ousbaka, (hayopecieHinjy oda Mapkepa OmIo
je moryhe BU3yenHM30BaTH Ha Makpo HHBOY CaMO y jEIHOM CHEIU(UIHOM CIydajy,
NOCMaTpamkeM KOpPEHOBAa Ha (IYyOpPECHEHTHOj OMHOKYIapHO] JIyMM W 3aTUM Ha
koH(pokamHOM MuKpockomy (Limpens u cap., 2004). Ayropu cy y OBOM cClyd4ajy
xopuctwim smHUjy Arabidopsis-a crabunno Tpanchopmucany ca GFP koncTpykTom
10Ji KOHTPOJIOM jakor mpoMoTopa W mojaunBada (enr. enhancer), y kojy cy HR
tparchopmanujom yoarmmun hpRNA koHCTpyKT 3a yruinaBatbe GFP rexa Ha kome je
DsRED ©Ouo wmapkep 3a KoTpaHcopmalujy, MOJ KOHTPOJIOM YOUKBUTHHCKOT
npomoTtopa. 3axBajbyjyhu Tome, ¢uryopeciieHija oda Mapkepa HUje Omia MPUCyTHA Y
uctuM henujama, Beh y pasnuuutuM henMjamMa UCTOT KOpEHA, WM y PasiIuYUTUM
JMCTOBMMA, IITO j€ CUTYpHO OJIaKIIaBajio pas3fBajame curHaia. Ca npyre crpase,
ayTOpH HaBoJe Ja ¢y Ko apyre nunuje Arabidopsis-a, rjie HUje A0IUIO 0 YTHIABakha
GFP rena, ucrospemeno nerekroBamu DSRED u GFP ¢uryopectieHnmjy y nctom TKUBY
y3 nomoh OWHOKyJNapHe Jyme, ajJu He HaBojJe KopuiiheHe ¢uiTepe U He NPUKa3yjy
onrosapajyhe xoHTpone. 3a AMCKpUMMHAIM]Y (IIyopecleHIMje OBa JiBa MapKepa y
OBOM CIEHU(PUYHOM CIlydajy BEpOBATHO je OMO OJrOBOPAH M BHUCOK HUBO EKCIIpECH]e

GFP rena, 3axBaspyjyhu jakom mpomoTopy u enhancer-y.

[Ipu mocmatpamy TKHMBa TpaHC(pOpMHUCAHE LHMKOpHje Ha (PIyOPECLIEHTHOM H
KoH(pokaHOM MUKpockory, youeH je DSRED crossover y GFP kanan (cnuke 61, 62 u
65). OBaj eHOMEH CMO JIETEKTOBAIM Yy KOPEHY, CTablly U JIHCTY TPAHCTEHHX OMJbaka
TpanchopmucanuM BekropuMa koju Hoce DSRED u GFP mapkepe (KOHCTpYKTH 3a

+
aHaJ M3y MpPOMOTOpa), a NOTBpAWIM Ha Owipkama Tpanchopmucanum DsRED
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koHTposioM (6e3 GFP rena). bez 003upa Ha kopuniheme MpenopydeHNX KOMOMHAIIH]A
dunrepa U mojemaBamba MUKPOCKOMA, TIOpea 030uJbHE ayTodiyopecieHiuje OUbHOT
TKHBa (IPUCYTHE W y HETPaHC(HOPMHUCAHO] KOHTPOJH), YOUMIM CMO JOJAaTHY
bayopecuennujy Ha GFP kanany y Ousbkama koje cy excripumupaie DsRED mapxkep.
OBa ¢uyopeciieHIgja je, riegaHo moja (ayopeclieHTHUM MUKPOCKOIIOM M 3a0eNIeKeHO
KaMepoM y 0Ooju, Omiia XKyTO-3eJeHO 000jeHa, 3a Pa3IMKy O] ayTO(IyOpECICHIIH]e
OKOTHUX henujckux 3ujoBa U henmjckor caapraja Koja je Ouia IiaBo-3ejieHa (CIUKe
61 u 62). Pactiopen oBe xyTo-3eneHe (iayopecueHnrje je nepPeKTHO KOpenucao ca
pacniopenom DSRED duyopecnennuje Ha DsRED kanany, napounto rae je DsRED
dyopecneHnyja Ouna jader mHTEH3HWTeTa. V3 oBora je 3akijpydeHO na je moryhe na
monazu 1o "mypewma" DsRED curnana y GFP kanan, mTo je M moTBpheHo Ha
KOH(OKaTHOM MHKpockony (ciuka 65). Ha HekuM mpeceninMa youdeHo je na cy hemnwmje
Hajjaue ¢uryopecuupane Ha GFP kananmy, a UHTEH3UTET BUXOBE (pIryopecieHyje je 6uo
cnabuju Ha DSRED xkanamy (cmuka 61), Te Huje Owino moryhe moTmyHO ondanmuTé
moryhsnoct noctojama GFP ¢dayopecuenuuje. He moxe ce, MmeyTum, UCKIbyUUTH HU
MoryhHOCT 51a je yodeHa (hayopecleHILlMja Ha 3€J€HOM KaHally MOPEKJIOM O] HEKOTr
JIpyror u3Bopa ayroguiyopecleHIje, KOju ¢y y MiIaJluM KOPEHOBUMA U KaJlyCHMa, Kao
MeTaboJIMYKHA BpJIO aKTUBHUM TKHMBHMMAa, BEpOBaTHO Beoma OpojHH. IIpoBepa oBakBuX
cllydajeBa 3axTeBajla € HWHTEH3UBHY TMpeTpary Yy KOHTPOJIHMM KyJTypama,
HeTpaHcopMucanuM uian Tpancopmucanum DSRED+ BekTopoMm, paau npoHanaxkema

HITO CAMYHUJUX CUTYallWja, IITO HUje yBeK Omiio Moryhe.

YBuzaom y kommierad eMucronu cnektap DsRED-a (ciuka 92), nator Ha cajty
Chroma (http://www.chroma.com/), # JICIUMHYHOT EMHCHOHOI CIIEKTpa Y
KoMOuHaIMju ca Zeiss ¢uiarepuMa KOju Cy HaM OWIM Ha pacrojiaramy Ha
¢yopecueHTHOM MEKpockomy (cmuke 63 m 64, https://www.micro-shop.zeiss.com),

HOCTajC jacaH pa3jIor OBaKBOT MCIIamba CUTHAJIA pCIIOpPTEpa.

DsRED mnocenyje Mambu eMHUCHOHH MakCUMyM Yy oricery 475-525 nm koju ce y
noTHyHOCTH mpekiama ca emucujoMm GFP-a (cmuka 92), 36or yera je Hemoryhe
pa3/IBOJUTH OBa JIBa Mapkepa M300poM Jpyraddjer ceta QuiaTepa WIN CYKaBambeM
orncera paereknuje. I[Ipobiem je moceOHO W3paKeH Kaja j€ BHUCOK HWHTEH3UTET

¢anyopecuennmje DsRED-a, kao mTo je ciaydaj koj BehnHe HaIlMX KJIOHOBA, a HU3aK
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HUBO (uryopecuennuje GFP-a, kao mro MOXeMO NPETIOCTaBUTU M3 pe3yiraTa

arpoun¢urpanuje (mormnasibe 4.2.2).

ex\G enl1G e)gD enlsz

N VNI

488 nm

%T s

400 450 o0
400 450 500

Wavelength (nm) elm (500-52§nm)

Cmuka 92. KomOuHamuja ekcuuraliMoHe CBETIOCTH Jjacepa (488 nm) u peruona
nerekroBane emucuje (500-525 nm) 3a Buzyenusauujy GFP mapkepa Ha KoH(OKaTHOM
mukpockony (GFP kanan). [Ipukaszanu cy criektpu exciuranyje u emucuje 3a eéGFP (exG u
emG) u DsRED (exD u emD). DsRED ce Takohe ekcruryje miaBom cBeTiomhy (kyrta
3Be3auna). Llpeenom crpenuiiom je obenexena 30Ha "mypema" DSRED curnana emucuje
Ha GFP kanary (em).

3a emucujy DsRED-a y 3enmeHoM pemy cmekTpa je BepOBaTHO OJATOBOpaH
UHTEpME/IUjep y ca3peBamy MpOTEeHHa, KOjU TOKasyje 3eseHy QiyopecueHIHjy (ca
eMHCHOHMM MakcuMmymoM Ha 499 nm (Baird u cap., 2000). 3enena duyopecueHimja
JOCTHXKE CBOj MAKCHMYM HaKOH CellaM CaTH Ha COOHOj TeMIlepaTypH, a 3aTUM OIajia y
TOKY JBa JaHa, JOK IpBeHa (QIyopecleHIHja pacTe TOKOM BpeMeHa M 3a IyH
WHTEH3HTET je MOTPEOHO HEKOJIMKO JaHa ca3peBama (Baird u cap., 2000). 3axBabyjyhu
oBoMe, IN VIVO je Moryhe [eTeKTOBAaTH HWHTEpMeIujepHy (IyopecleHInjy KyTo
HapaHyacte 0oje, Kao MOCIeIUIly EMICHje y 3eJICHOM U LpBeHOM Jieny criektpa (Baird
u cap., 2000; Mirabella u cap., 2004). Bynyhu na cMo Mu mocmarpanu HeuKcHpaHa
TKMBa [UKOpHje HW30J0BaHa ca OWJbKE MCTOT JaHa KaJa je BpPIICHAa MHUKPOCKOICKA
aHaJM3a, Y TKUBY Cy BEpOBAaTHO OMIIM NMPUCYTHH M OBH HHTEpMeIujepu xpomodope,
nomrto je ekcnpecuja DsRED-a y crtabunHo TpaHc(hOpMHCAHUM KIOHOBUMA

KOHTHHYHUPaHa.
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Oga mpobiiemaTuka HUje JeTajbHO oOpaljeHa y nuTeparypu, IITa BHUIIE, HEKH
ayTopy Cy KOPHCTHIM OBE JaBE XpoMmodope paau IOKa3uBama KOJIOKAIH3AIH]je
eKCIIpecHje, a Py TOME HUCY NpUKa3uBaIu KOHTposiHe henuje Tpancdopmucane camo
jemHUM OJ1 OBa JiBa MapKepa, a JETEKIH]y Cy BPIIWIN Y CIMYHOM OIICErY TalaCHUX
Jy)KHHa, T1e je Takohe morio na nohe 1o memama curnana (Chen u cap., 2009; Marton

u cap., 2010).

VY nureparypu Ha Temy Memama DSRED m GFP curnama, xoja je Beoma
CKpOMHa, yriaBHoM ce cnoMume GFP crossover y DsRED kanan - cynpoTHo o Tora
IITO CMO MU TIPUMETHIIU, U JIa CE OBaj MPOoOJIeM MOKe MpeBa3uhu caMo KOpHIIhemeM
spectral unmixing Texuuka (Berg m Beachy, 2008). OBe TexHHKe MOApa3yMeBajy
KOMITjyTePCKY JCKOHBOIYILIH]Y MEIIOBUTOT CHUTHaja, MOPEKIIOM ox
ayroduryopeclieHIije W BHIIe (IyOpeCleHTHUX TpOTeWHa, mopehemeM ca
pedepeHTHIM CIIEKTpHMa peropTepa W ayTo(IyopecleHInjoM HeTpaHCPOpMUCAHOT
TKHBAa. Y TOM CMHCIY J€ H3Yy3€THO KOPMCHO MMAaTH BHUIIE BpCTa KOHTpOJA -
nerpanchopmucane ouibke (background xonrtposne) u Guibke TpaHchOpPMHCAHE ca II0
jenuuMm o pemoptepa (enr. bleed-through controls). V ananmuszama Ttpancdopmucane
LUKOpHj€, KOPUCTWIIM CMO Kao KOHTpoJie HeTpaHcpopmHucaHe OWJbKe U OuIbKe
tpanchopmucane DSRED™ xoutpomom (mormasbe 4.2.3), amu, Ha *ajocT, HHCMO
no6unu KxaoHoBe Tpanchopmucane GFPY KOHTpPoJOM KOjH Cy MMaiH J0BOJHHO jaKy
eKcIIpecHjy pernoprepa Aa OM MOTJIM Ja UX YHOTpeOHMMO 3a Jajbe pa3BHUjalbe METOJE.
Spectral unmixing takohe 3axTeBa Iyro CKCHHpPame TKUBA CEPHjOM TAJACHUX JTY)KHHA
CBETJIOCTH, ILITO MOXE J0BECTH 10 omTehema XpoModopa U cMamema MHTEH3UTETa
dnyopecuennuje (enr. photobleaching) (Berg u Beachy, 2008). DsRED u GFP
duryopeclieHIM]ja je yCIEIIHO BU3yeIr30BaHa | pa3BojeHa y3 momoh spectral unmixing
texHuke y henmjama gucra Arabidopsis-a, rne cy DSRED u GFP umanu pasauuut
CHUTHaJI 3a cyOhenmujcKy JOKanu3auujy, aid cy OHIM KOJOKAJM30BaHU Y HEKHUM

kommaptMentuma (Ishida u cap., 2008).
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5.6 Anaau3za npomoropa GAS u GAO rena

ITpomortopu rena cy JIHK cekBeHIle cMemmTeHe y3BOaHO o Koaupajyher mena
CEKBEHIIE TeHa, KOje caap)ke BHIIE CiS-peryJaTOpHHX eJeMeHaTa - MeCTa BE3HMBarba
TPAHCKPHUILIMOHUX (haKTopa W JAPYIHX NPOTEMHA KOjU YUYECTBY]Y y TPaHCKPHIILHUjH.
JyxuHa nMpoMoTopa je BapujabuiHa, anu je pena Beauuune 1 kKb (Simonovié, 2011).
Kon BehwHe reHa mocToju MUHMMAJIHM TTPOMOTOP, WJIM Je3rpo IMpoMoTopa (eHr. core
promoter), koju je perdoH HajOMMKU KOAUpajyho] CEKBEHIIM W CaJpXKH TJIaBHE
eneMeHTe 3a QyHKnuoHucame npomoropa - TATA u CAAT 6mok (Simonovié, 2011,
Hernandez-Garcia u Finer, 2014). OBa nBa einemeHTa, 3ajeHO ca jolnl HEKUM CiS-
€JIEMEHTHMA, YYECTBY]Yy Y MPABUIHO] MHUIM]AIMjH TPAHCKPHUIIIUje. Y3BOIHO O je3rpa
IPOMOTOpa, Halla3e Ce JAPYre peryiaTOpHE CEKBEHIIE - MPOKCHMAIHE U IUCTAJHE, KOje
caapie pa3InIuTe eIEMEHTE Kao IITO Cy MojaunBauu, yrumasadu (er. silencers), GC
octpBia, G-0JIOK M Jpyre peryjiaropHe CEKBEHIIE KOje IONPHHOCE MPELU3HO]
perynamnuju ekcrpecuje Ha HHBOY TpaHCKpumuuje. Hexe on OBHX CEKBEHIIM MOTY ce
HAJIA3UTH TPWIMYHO JAIEKO Y3BOJHO O]l je3rpa MpPOMOTOpa, ald W y AEJIOBHMa
HU3BOJHO O/ Koaupajyhe cekBeHIle, Ka0 M yHyTap me. Jlaieku permoHu ce Mory
OpUOJIMKUTH  je3rpy MpoMOTopa paaud MoAu(UKalWje TPAHCKPHUILKje MpoMeHaMa

koH(popmanuje THK u xpomaTuna.

OtkpuBame (QYHKIIMOHAHUX JETOBa PErylIaTOPHUX CEKBEHIM TeHa Oushbaka
BaXXHO j€ KaKO y OCHOBHUM HCTpaKMBamkUMa, Ha IpUMEp IIPU MpoydaBamby OMOCUHTE3E
ojapeheHe rpymne CeKyHAapHUX MeTaboauTa, TaKo W'y OMOMHKEHEePCTBY OMJBHUX BpPCTa

paaun nojaanaH,a HOCTOj ehux wimm CTHIlalkba HOBHUX KBAJIUTCTA.

3a wWCIHTHBaEkE€ AaKTUBHOCTH IPOMOTOpPAa TIeHa M3 OWOCHHTETCKOT ITyTa
CECKBHUTEPIICHCKUX JIAKTOHA, M3a0paHH Cy TeHH ca modeTka myra ouocuHtese CJI kox
mukopuje. Omabpana cy aBa rena 3a repmakper A cunrtazy - CiGASIo (GAS long) u
CiGASsh (GAS short) (Bouwmeester u cap., 2002), u reH 3a repmMakpeH A OKCHAa3y -
P450 (Cankar u cap., 2011). OBu TeHU Cy NPETXOJHO HM30J0BaHU W3 IUKOpHjE U
BUX0Ba (PyHKIIM]a je oOKapaKTepucaHa y XeTepojorum cucremuma (Bouwmeester u cap.,
2002; Cankar u cap., 2011). [IpoMoTopu 0OBHX IreHa Cy HICHTU(PUKOBAHH IO TIPBU MYT Yy
reHomy nukopuje in silico (mormaeme 4.2.1). 3a GAS long ren, mponaljene cy ase

KONMHUj€ y TEHOMY, ajli TOMITO j€ jeaHa caapkajla peTPOTPAHCIIO30HCKH HHCEPT Y
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CEKBEHIIM TPOMOTOpa M CTOra BEPOBATHO HHjE aKTHMBHA, omalOpaHa je komuja Oe3
TpaHcno3oHa. [Iponahene cy nse xomuje GAS short rena, xoje cy mmaine 3Ha4ajHO
paznuuuTe cekBeHile mpomoropa (529 m S83), o6e cy nenoBasie (QPyHKIMOHATHO H
omabpane cy 3a aHanmu3y. 3a P450 ren, nponalheHe cy Tpu CEKBEHIIE, a jeHa je Ouia
MOroJIHa 3a aMIuiMuKanujy - caapXala je JIOBOJbHO HH(OpMAaINHje Y3BOAHO OJ
koaupajyhe cexkBenue. Koa cBux omabpaHux mpoMoTopa, aMIUIM(UKOBAH j€ MAaKCUMYM
noctynHe cekBeHie Ha BAC-oBuma. Yetupu mnpomoTopa cy kioHupaHa Gateway
pekomOuHanujama y destination Bextope 3a TpaHchopmanujy Owuibaka, Tako naa je
ucnuTuBaH 1pomorop (Qysumonnucan 3a €GFP-GUS «kacery, pamum eBamyammje
AKTUBHOCTH IPOMOTOpA MPEKO eKcIpecuje penoprepa (ciuka 42). Bekrop je caapxao
DsRED mox  koHTpojoM  yOMKBUTHHCKOT  HpPOMOTOpa Kao  Mapkep  3a

KoTpaHchopmanujy.

3axBabyjyhn pacryhem Opojy reHOMCKuX cekBeHiu, Moryhe je in silico
HpeTpaKUBAKE M HICHTH(UKAIKja NPETIOCTaBJbECHUX PErHOHa MPOMOTOpa U Cis-
eleMeHaTa y panuuutdMm Oazama mnozjaraka (Hehl u Wingender, 2001), momyr
UHTEepHET cepBuca Transcriptional Factor Search (http://www.cbrc.jp/research/
db/TFSEARCH.html), koja je uckopumihena 3a nperpary cekBeHiu npomoropa GAS u
GAO P450 rena mmkopuje. OBoMm mperparom, mehyrum, mobuja ce Benwku Opoj
NPETIOCTaB/bECHUX CIS-eJleMeHarTa, O]l KOjUX je 3a caMO Mayid Opoj MOKa3aHO Ja Cy
¢dyukunonanau y 6msein (Hernandez-Garcia u Finer, 2014). dyHkiuja THX enemeHara
NpOBEpaBa ce MYTAIUjOM WJIH JICJCIHjoM CiS-eieMeHara, Qy3ujoM TaKBUX H3MEHCHUX
IPOMOTOpa ca pernopTep TeHOM M eKCIpecujoM y Ousbkama. [IpeTpara Cis-eqemenara je
BpJIO KOpUCHA W NPUIMKOM KIOHHMpama MpPOMOTOpa, paaud yTBphHUBama pernoHa
MUHMMAJIHOI [IPOMOTOpA, M  eBajlyallje eBeHTyaJHUX TIpellaka IPHIUKOM
amrmuuKanyje U KIOHUpama, Ja Ou ce M30erivd KJIOHOBH KOjU MMajy MyTaluje y
jesrpy mpomoTopa. Ha ocHOBy oBakBe mperpare, u3aOpaHH Cy KIOHOBH IPOMOTOpa
GAS u GAO rena mukopHje KOjU Cy HMalld HETaKHyT€ MUHHUMAaJHE MPOMOTOpE

(mornasibe 4.2.1).

Mapna npaheme ekcnpecuje reHa ca HaTHBHMM NPOMOTOpUMA y OWJbLIM Jiaje
onpehene wuHpopmanuje o (yHKIMjU TeHa, AeGUHUTHBHA MOTBpAa (QyHKIHje

MPOMOTOPA U H-ETOBUX JIEJOBa C€ BPIIM EKCIPECH]OM MPOMOTOpPCKHX (dy3uja y
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owpkama. Ilpoma3sHa ekcmpecuja, Ha TMpUMep arpouHUITpaIja, TMPEACTaBIba
penaTUBHO Op3 M jeIHOCTaBaH CUCTEM 3a MpPOBEPY (DYHKIMOHAIHOCTH HM30JIOBAHUX
MIPOMOTOPA, ca KOjuM je Moryhe Op30 TecTHpaTH BeIMKH Opoj KOHCTpykara. OBaj THI
TpaHchopmalje mpyxa OCHOBHE HHpopmanuje o (DYHKIMOHAIHOCTH TPOMOTOpa M
ErOBOj jauMHH, MajJa He Jaje HHpopMalije 0 BpeMEHCKO] M TKUBHO] CHeUU()UIHOCTH
(Hernandez-Garcia u Finer, 2014). [Ipona3na excrnpecuja je 0OMYHO jayer HHTCH3UTETa
HEro crabMiIHa EeKCIIpecHja, IITO ce oOjallmbaBa €KCTPaXpPOMO30MATHOM EKCIIPECH]OM
BEJIMKOT Opoja KOmHja TpaHCTeHa, KOja MOXKE Ja JIOBEJE U JI0 yTHIIaBama rena. Ocum
TOTa, MPOJIa3Ha eKCIpecHja He TOJIJICKE UCTO] PEryaliji TeHCKEe eKCIPECHje Kao Kaja
Ce TpPaHCI'CH MHTErpUIIE Yy TCHOM, Ila Tako He Jaje MOTIyHy HHpopmanujy o
tectupanuM npomoropuma (Hernandez-Garcia u Finer, 2014). Arpoundunrpaiuja je
uckopuinheHa 3a mpoBepy (yHKIMOHATHOCTH KOHCTPYKAaTa W W30JIOBAHHX CEKBEHIIN
npomoTopa ukopuje. [Iposepa je Bpmena GUS XxuctoxeMujckuM 00jeHeM B MepEmheM
GFP ¢nyopecuennuje, a npahena je u DSRED ¢uyopecuenuuja paau eanyauuje
TeHEpaIIHOT HMHTEH3UTETa eKchpecHje TpaHcreHa (moriaeibe 4.2.2). Ca ueTHpH
KOHCTPYKTa ca MpOMOTOpUMA MMaJia Cy eKCIpecujy oba (iyopeciieHTHa Mapkepa, a
nopehena cy ca xontponanM koHcTpykTuma DSRED™ u GFP™, koju cy caapxanu 1o
jenan o nBa mapkepa (ciuka 45). DSRED ¢uyopecuennyja je 6una jaua onq GFP kon
CBa YeTHpPH KOHCTPYKTa ca mpomoTopuma, u of GFP™ xortposne (35S mpomoTop), 1to
j€ BepoBaTHO Tociieiuiia Behe jaunHe yOMKBUTHHCKOT MPOMOTOpa W/ WM Behe OnTHYKe
jaunne DsRED-a (mornassbe 5.5). @nyopecieHiyja je Mmepena HakoH 5 u 11 gana on
UHOUITpaLUje U YOUEH je MOpacT MHTEH3UTETa eKclpecHuje 06a MapKkepa ca BpEMEHOM.
Taxobhe, payopecuenunja DsRED mapkepa je Hakon 11 nana Ouia Bpio yjeaHadeHa
Mel)y y3opuuMMa ca pa3IMuuTAM KOHCTpykTMMa (ciumka 46), ok je GFP
dayopecreHiMja ocrajga BapujaOUIHOT MHTEH3UTETa (ciauka 47), mMTO Ce BEpOBATHO
MOXE MPHUIHUCATH PA3IMYUTO] jadyMHU MPOMOTOpa moJ uujoM je koHTposnom GFP
mapkep. Hajjaun mpomoTtop je OHO KOHCTUTYTUBHH 35S HpPOMOTOpP, JOK j€ KOJI
TecTUpaHuX jaumHa Owmma cuenehum  peaom: ProGasL>ProP450>ProGasS83>
ProGasS29. BapujabmiiHocT ~ ekcmpecwje  WCTOr  TpaHCTeHAa  IPUIUKOM
arponH(uITpayje Moxxe OUTH Beoma BUcoka, u 10 40% (Sheludko u cap., 2007), a ona
3aBUCH O] WHQHUITPUPAHOT JIMCTA, CTApOCTH OWIbKEe, OWJbHE BpPCTE M BpEMEHA

y3opkoBama (Buyel u cap., 2013), 30or dvera je BakHa ONTHMH3AIMja MPOTOKOJA
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UHUITpalMje U MOCTOjamke oAaroBapajyhux koHTpona (HewmH(UITpHpaHE KOHTPOIE,
KOHTpOJie MH(UIATPUpPAHE jEAHUM MapKepoOM M Mpa3HUM cojeM Oakrepuja). Bpeme
Y30pKOBamka MOXE 3Ha4ajHO YTHIIATH Ha YjeIHAYCHOCT JICTEKTOBAHE EKCIIpecHje, Ia je
TaKo YCTaHOBJbEHO aa ce BapujadbmiHocT DSRED dnyopecniennuje mehy monaBpamuma
cMamYyje HakoH mertor naHa onx uHuiTpanuje (Buyel u cap., 2013), mro je Ouino u
Halle 3anaxame, Te je, 3a mnopeheme HHMBoa ekcrpecuje Mehy HCIUTHBAaHUM
IPOMOTOpPHMA M TEHEPaTHO ToBehame YjeIHaYeHOCTH EKCIpPECHje TpaHCreHa, 00Jbe
Y30pKOBAaTH JIMCTOBE HAKOH BHINE OJf 5 1MaHa, YKOJIMKO HE JOJNIa3d IO MPHUMETHOT

yTuilaBamka TpaHCIrCHa.

HajnornyHnuju HaunH KapakTepu3alyje IpoMOTOpa UITaK MpeIcTaBba CTa0MIIHA
TpaHchopmanmja Ousbaka KOHCTPYKTUMA ca MPOMOTOpCcKuM (y3ujama. To mory Outu
OuJbKke M3 KOjUX je MPOMOTOpP H30JIOBAH, WM XETEPOJIOTH CHCTEMH Kao IITO Cy
Arabidopsis u myBan. IIpomoTOopr H30/I0BaHH M3 OHJbaKa MOTY 3aJpKaTH CBOjY
HAaTHBHY (DYHKIIMOHAIHOCT y TPAaHCTEHHM OWJbKama, ajli HUje pedaK Ciydaj U Ja ce
eKCIpecHja TpaHCTeHA pa3JMKyje KBAJUTATUBHO WM KBAaHTHUTATUBHO y OJHOCY Ha
OpUTHMHAJIAaH TMPOMOTOp Yy OWJBIM, TMOCEOHO Kaja je y MuTamy TpaHchopMmaluja
XEeTeposIorux cucrema, Oynyhu na pasnuuure OWJbHE BpCTE IOCENY]y pasivyuTe
tpanckpunuuone ¢akrope. JIHK Tpancrena ce y BehuHH ciydajeBa HHTErpHILe
HACYMHYHO y TeHOM jaomahmHa, Ta Tako HHBO €KCIIpecHje 3aBUCH, OCUM O]
yNOTpeOJbEHNX PEryJaTOpPHUX CEKBEHIM, U O]l MECTa Yrpajmbe, IITO je MO3HATO Kao
nosunuonu edekar (Hernandez-Garcia u Finer, 2014). 3aro je BaxkHa eBaiyaruja
excripecuje 1mro Beher Opoja TpaHcreHux Owsbaka. JloOujame  cTaOMIIHO
TpaHchOpMHUCaHUX JIMHMja OuJbaka je ayrotpajaH mporec. Tpanchopmanmje ca A.
rhizogenes y Tom cmucity uMajy BEIHMKH TMOTeHIMjad, Oyayhu na je 3a moOujame HR
KyITypa MOTpeOHO HEKOJIUKO He/lesha, 3a Pa3uKy O] IPYTUX THIOBa TpaHChOopMaIinje
I7€ je M3HATAXEHe OAroBapajyhnx Menujyma U KOMOMHAIM]E peryliaropa pacTema 3a
oJlp)KaBame TpaHCreHHX henmuja dyecTto BpJo ayrorpajan mpouec. HR kyntype mory
6utn nobap cucTeM 3a JETEKIM]y eKclpecuje (IIyOpeCUEeHTHHUX pPeropTrepa, MOIITO
VIJIaBHOM HE cajapxe XJopoduia KOju MOxe Ja Oyne u3Bop ayTodayopecleHIrje.
YKOIMKO ce XKEJheHH MPOMOTOpP HE EKCIpUMHUpa y KopeHy, mMoryhe je moOutu 1erne

pereHepucane OUJbKe y KOjuMa ce OHJa JETEeKTYyje aKTUBHOCT IIPOMOTOPA.
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Tpancdopmanyja HUKOpHje KOHCTPYKTHMA 33 aHAJIM3Y IPOMOTOpa Ouiia je BpIiio
epukacHa y3 momoh AAM70GUS coja A. rhizogenes (tabena 23). JloOujeH je BeauKH
O0poj KIIOHOBa M HUXOBHX pPEreHEepaHaTa KOjU Cy MMalH EKCIIPEeCHjy TpaHCTeHa ca
OuHapHOr BEKTOpa, a celekuujy je Owmno woryhe Bpmmutu npexko DsRED
dnyopecuennuje (ciuka 57). EBanyarnuja aktuBHocTH ipomoropa GAS u P450 rena je
nokymana nerekiujom GFP dyopecrieniuje Ha cBuM HUBOMMa Bu3yenu3samnuje - LED
cucTeMoM, (hIIyOpeCIICHTHOM JIyIoM, (pIIyOpeclieHTHUM MHUKPOCKOIIOM M KOH(OKaTHUM
MUKpPOCKOIIOM,  alld  HHje Jama  pe3ynrare, 300r 030WJbHOr  mpoOiema
ayroduyopectieniigje, kondumkra DSRED u GFP penoprepa m HemoryhHocTH
pasaBajama BUXOBHUX CIIEKTapa eMHcHje (ToryiaBjbe 5.5), a BEpOBaTHO W 300T HHCKOT
HuBoa ekcnpecuje GFP-a monm koHTposioM wucnUTUBaHHX TmpomoTopa. JlomaTHo
oTekaBajyha OKOJIHOCT je Ouia HeMOryhHOCT JoOujama KBaJUTETHE KOHTPOJE -
Owpaka TpaHcpopmucanux 35S-GFP BektopoMm, a koje OM WMayie JOBOJbAaH HHUBO
eKCIIpecHje Mapkepa, paad pasBujama Meronae (mormaeibe 4.2.5). HuBo excmpecuje
TpaHcreHa, pemumo GUS wmapkepa, moryhe je mak YTBPIUTH Ha BHIIE HAuyWHA:
BU3YEITHO, XUCTOXEMUJCKUM 00jerheM, KBaHTHTAaTHBHUM ecejoM GUS aKTUBHOCTH, au
u (PCR-om na UidA Ttpanckpunt. Y cayuajy Tpancrenux Catharanthus roseus
KOpeHOBa, Ha mpumep, HuUBO ekcnpecuje GUS reHa, ycTaHOB/bEHE Yy pPa3TUUUTUM
muarjama HR xynrypa, ognmuano je xopenucao ca aerekroBaHoM GUS aktuHomrhy
(Yang u cap., 2013b), cyrepumyhu na je qPCR nobOpa meroma 3a upensubarme

OYEKHBAaHE aKTUBHOCTH PETIOPTEPA.

Ja Om ce yTBpmwiIO Aa JM Cy HWHTPOAYKOBAaHM NPOMOTOPH AaKTHBHU Y
TpanchopMucaHUM OMJbKama IMKOpHje U Y KOjO] MepH, ypaleHa je aHanmm3a eKxcripecuje
GFP-a RT-PCR-om u QRT-PCR-om (mormaBme 4.2.5). Tectupan je Bemuku Opoj
pereHepucaHux OMJbaka, y pa3BOjHOM CTaJMjyMy pO3€Te HJIU LIBETama, a U30JI0BaHA je
PHK wu3 paznuuntux OMJpHUX opraHa (KOpeH, JIMCT, CTabJIo U 1[BET), pajau YTBphHUBama
€BEeHTyaJlHe OpraH-crienuduyHe ekcrpecuje. ['0ToBO cBe TecTupaHe OUIbKE Cy UMaje
excnpecujy GFP-a, Gapem y Hekom oj opraHa, a BehnHa OWJbaka je eKCIpuMupaia
MapKep Yy CBHM TECTHpaHMM opranuma (tabema 25), cyrepuimyhu na HU jenaH of
YeTHPH TECTHPaHa MPOMOTOPa HEMA W3Pa3UTy OpraH-CIENUPUUHY EKCIPECHjy, alli Jia
Cy CBH aKTHBHU y Owsbkama nukopuje. Jaumna excrpecuje GFP-a je mpenusHuje

okapakrtepucana real-time PCR-oM, Ha yjeqHaueHOM y30pKy OuJbaka MCTE CTaPOCTH, Y
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da3u nuBerama (ciuka 67). [lo mpoceunom Opojy xonuja GFP tpanckpunra, jaunna
npomoTtopa je 6una pegom: ProP450>ProGasL>ProGasS83>ProGasS29, mto je 6uio
CIMYHO pe3yaTaTy pgobOujeHoM 1npu arpouHduntpamuju. Kom nBe  Ousbke
tpanchopmucane ProGasS29 wmm ProP450 koHCTpYKTOM, HHUBO €KcCIIpecHje je Ouo
UCTIOJl HUBOA JeTeknuje (cnmuka 67), mro je moryhe OWiio mocienuna yTUIIaBama
TpaHCreHa Yy pereHepantuma, Oyayhm na je u DsRED ekcmpecuja y oBHM
pereHepaHTHMa M30CTaja, MaKo je Owia MpUCYTHA y TMPBUM MacakuMa TPaHCTEHUX
kopeHoBa. [lo nerekroBanom Opojy xonuja GFP-a, mocrojana je TeHAeHIMja Ka OpTraH-
cnenupuIHOCTH K01 KioHoBa ProGasS83, ProGasS29 u ProP450 kouctpykra, rae je
BehnHa TecTMpaHux Owsbaka mMana HajBehy ekcrpecwjy y kopeHy (cimuka 67). 3a
pa3iuKy oj WUX, Ousbke TpaHchopmucane ProGasL xkoHCTpYKTOM HHUCY NOKa3uBale
HUKAKBY CHEIM(PHUUHOCT U CBE Cy ce Mel)ycoOHO pa3imkoBaie 1o HUBOY EKCIIpecHje y

pa3IuuYUTUM opraHuma (ciuka 67).

Nudepennujanna excrpecrja GAS long u GAS short rena kom ImmKopuje
npumehena je panumje (Bouwmeester u cap., 2002). Ekcmpecuja oBa jaBa TeHa,
nporemena northern blot rexaukom, cyrepucana je na ce GAS short nmpedepeHnimjanHo
eKCIIPUMHpa Y TKUBY 33/€0Jbajor KOpeHa M 3€JICHUM U €THOIMPAHUM KIIHMjaHIIUMa, a
HEMa eKCIpecHje y HaJ3eMHHUM JeJIOBUMa OMJbKE - Yy pa3BUjEHUM JIUCTOBUMA U Y
yrkoHuMa, 10k ce GAS long dopma excripuMupa yHUBEp3aIHHU]E - Y CIIOJbALIEBEM JIEITY
KOpeHa, IeTUM YUKOHMUMAa W KJIMjaHIIMMa, ald BeoMa ciabo y 3eJIeHUM JIMCTOBUMA
(Bouwmeester u cap., 2002), mTO KOpEIUINE Ca HAIIAM 3aMakambHMa O TeHACHIHjU
excnpecuje GAS short y kopeny, a yauBep3anuujoj excrpecuju GAS long. Paznuke y
JNETEKTOBAHO] EKCIPEeCHUju y HAA3EMHOM Jely OuJbKe, MOTy C€ MOXKJIa O0jaCHUTH
paznmuutoMm ocerspuBomihy northern m qRT-PCR TexHHMKa, WM YHUBCHHUIIOM Ja Cy
ayropu Bouwmeester u cap. ananu3upaiau OWJbKe rajeHe y CTakJIeHHKY, He y IN Vitro
ycioBuMma. Moryhe je Takohe ga W30JI0BaHE CEKBEHIIE IPOMOTOpA WIIAK HHUCY
oOyxBaTajie CBE peEryjaTopHe ejeMeHTe (MPOKCHMAalHE WM JUCTallHEe) MPHUCYTHE
HOpPMaJTHO y OWJbLlM, KOjU OM JOJAaTHO PEeryJlucald BpeMe M MECTO eKCIpecHje
(Hernandez-Garcia wu Finer, 2014). V cnyuajy T. parthenium, GAS ren ce
eKCIIPUMHUPA0 y CBUM HAJ3€MHHM JIeJIOBUMA OWJbKE, a HajBUIIIE Y I[BETOBUMA, OJTHOCHO
y JKJI€3/IaHUM TPUXOMHMA, TTOCEOHO TOKOM OMOCHHTETCKU HAjaKTUBHHUjUX (a3a pazBuha

BeTa, TJE€ j€ M KOHIEHTpaluja TMapTeHONNAa, CECKBUTEPICHCKOT JIAKTOHA
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repMaKpaHoJUaHe CTPYKType, Omia HajBuma (Majdi u cap., 2011). Ca gpyre crpane,
TJIABHU CECKBUTEPIICHCKH JIAKTOHU ITUKOpPHUje - JIAKTYLWH, JIAKTYHKPUH U 8-
JCOKCUIIAKTYIIMH, HUCY TPUCYTHHU Y jE€3WYacTUM I[BETOBMMA IIBACTH IIMKOPHje, Maja
HUje MO3HAT HUXOB CaapXKaj y OCTAlUM JIeloBMMa IBAacTH M Tpuxomuma (Rees u
Harborne, 1985). Kox 3enene canate, ekcrpecuja ase ¢opme GAS rena - LTCL u
LTC2, ananusupana je cemukBanTutaTuBHO RT-PCR-0M, r1e je ycTaHOBJBEHO J1a ce 00e
¢opMe KOHCTUTYTMBHO EKCHPUMHUPAJy Y KOPEHY, XHUIIOKOTHIY U pPa3BHjeHUM
nucroBuMa, anu na je excnpecuja LTCLl y nmucroBuma 3HagajHo crnadbuja om LTC2,
cyrepumnyhu nudepenuujanny excrpecujy ose ase dopme (Bennett u cap., 2002). YV
KOTHJIEJOHMMA callaTe, eKclpecHuja 00a reHa je Omia BUAJbMBA caMO MPH WHOEKIHUjU
natorenom caiate (Bremia lactucae), mro je kopenucaio ca moBehanoMm akymysanujom
CECKBUTEpIICHOMIa JIeTylleHnHa A - (QuToalekcMHa KOju ce aKymyiaupa y
KOTWJIeZIOHMMA TIpu GyHTanHO] MHBEKIMjU canaTe U Apyrux Bpcta Asteraceae (Bennett
u cap., 2002), koju MehyTuM HHje 10 cajaa W30J0BaH u3 mukopuje (Sessa u cap., 2000).
Kon apruuoxe, HajBuma ekcripecuja GAS reHa IeTeKTOBaHa je y 3pelUM JUCTOBUMA
cTapuM 6 Henesba, AOK je IPACTUYHO HIDKA eKCIIpecHja KapaKTepucaia CTapuje JTUCTOBE
(20 Henespa), ApUIKY (peLenTakyiyM) M Kaimyc mopekiiom of sucrosa (Menin u cap.,

2012).

Excrnpecuja rena 3a GAO Huje 10 cajia okapakTeprcaHa y OujbkaMma IUKopHje, a
cDNA oBor rena u3oiioBaHa je U3 3a1e0Jballor KOpPEHa IUKOpUje Paau eKCIpecuje y
xereposoruM nomahunuma (Cankar u cap., 2011), nok je CDNA GAO rena ko 3esieHe
caylaTe M30JI0BaHa U3 JINCTOBA, U Takohe eKCpuMUpaHa y XeTeposioruM gomahnHuma -
kBacimma (Nguyen wu cap., 2010). IIpomorop cpomHor reHa 3a mutoxpom P450
MOHOOKCHUT€HAa3y KoJl apTeMu3uje - Cyp7/lavl, koja karanuiie TpOCTENEeHy peakiujy y
OMOCHHTE3M CECKBHTEPIICHCKOT JIAKTOHAa AapTeMH3MHHMHA, AaKTHBaH je caMo Yy
TPUXOMHMa, TJE je MPETIOCTaB/heHa OMOCHHTE3a OBOT jeaumberba (Wang u cap., 2011).
Excnpecuja cBa Tpu reHa y myTy OMOCHHTE3€ KOCTYHONIUAA Of repmakpeHa A - GAS,
GAO u COS, kopenucana je mehycoono kox T. cinerariifolium, u 6una je HajBuma y
KIJIE3JaHUM  TpUXOMHMa I[BETOBa, IUTO je KOpEIucaJo ca aKyMyJaidjoM
CECKBUTEPIEHCKUX JIAKTOHA KOJ OBE BPCTE, JOK je eKCIpecHja OBUX reHa Ouiia 3HaTHO
HIDKa Y JIMCTOBMMA, a UCIIOJ HUBOA JeTeKIMje y kinujaniuma (Ramirez u cap., 2013). C

Tora je ouekuBaHo na excripecuonu npodmm GAS u GAO rena Takohe Oyay CIMUHU Yy
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Pa3IMYUTUM JIEJIOBUMA IMKOpHje, Oyayhu 7a cy reHu M3 MCTOr OMOCHHTETCKOT ITyTa

yecTo 3ajeaHo perymucanu (Schwab u cap., 2010).

EBonmyruBHM 3Ha4a] mocrojama aBe ¢dopme GAS eH3uMma, ca pa3InduTOM
cnenuduuHoM aktuBHomhy, HHUje jacaH (Bouwmeester u cap., 2002). Moryhe na
pa3n4uTa aKTHMBHOCT €H3MMa M mpedepeHuurjaiHa eKCIpecuja y HEKOM OJI OopraHa
oMmoryhaBajy ce30HCKEe BapHjaldje Yy CaJpikajy CECKBUTEPINEHCKHX JIAKTOHA Y
pPa3MMUUTAM OpraHuMa IMKOpHje, LITO jeé HajIpe y Be3u ca aHTHUXEpOMBOPHOM
aKTUBHOIINY OBUX jelHIbEHha U HUXOBOM 3HA4ajy y 00paHu OUJbKE U HEHUX OpraHa
(Rees u Harborne, 1985). Byanyhu pga caapkaj CECKBUTEPIICHCKHX JIAKTOHA Y
XKJIE3JaHUM TPUXOMHMaA CYHIIOKpeTa HHje OMO CTUMYJIHCAH €r30T€HO J0JAaTHM METHII-
jacMOHATOM, BEpOBATHO je J1a OBa jelUIbCHA IPEACTaBIbajy MPe KOHCTUTYTUBHY HETO
UHAYIHOWIHY 0J0paHy oa XepOuBopa, WIM Ja HHIYIUOWIHH CHTHAJ 32 HHUXOBY

CHHTE3Y HJIe IPYTUM CUTHATHUM TyTeBuma (Rowe u cap., 2012).

Tauan pasior 3a nocrojame a18a GAS short rena ca pa3nmUuUTHM IPOMOTOpPUMA
takolhe Huje mo3Hat. bynyhu na oBa Ba reHa UMajy TOTOBO MCTY KoJupajyhy cekBeHIy
a pazauuuTe npomorope (ciuka 35), pa3iuke y HHUXOBOM HHBOY €KCIIpecuje HHje
moryhe nerekroBatu (RT-PCR-om TpaHckpumarta rena. Jenunu HaumH yTBphHBama
pasnuKa y akTMBHOCTU OBHMX I'eHa OMO je (y3uja BUXOBHX IPOMOTOpa ca pernoprep
reHoM (GFP) u mepeme merose ekcrpecuje y TpaHcpopmantuma. Cynehu mo HuBOY
aKTUBHOCTH HHXOBHMX HpoMoTopa, S29 reH ce ekcrpumupa ciabuje on S83 rena y
nukopuju (cnuka 67). JIse Bapujante GAS short rena morsie cy HacTaTu AyIUTHKALIN]OM,
a 3aTUM IIPOMEHOM CEeKBeHIIe poMoTopa. CeKBEHIIa IPOMOTOPA YECTO €BOIyHpa OpiKe
o]l Konupajyhe cekBeHIle I'eHa, 3a KOjy je BaKHO Jia 3aJpKU HCTU OKBHp YHUTamba U
CEKBEHIly HYKJICOTHIa Ja Ou ce moouo dyHkimonanan nporeun (Liang u cap., 2008).
Moryhe je m nga cy JaBa MNpoMOTOpa €BOJyHpajla Tako Ja Be3yjy pas3InuuTe
TpaHCKpHUNLHMOHE (akTope, nma omoryhaBajy audepeHLHjanHy peryianujy reHa y
pa3IUUUTHM TKUBUMA WM (a3ama pa3Buha Ouspke. M3BOp HOBUX perynatopHuX Cis-
eJleMeHaTa MOTy OWTH TPAHCIIO30HH W PETPOTPAHCIIO30HHU, Tj. HHHUXOBE Pa3HOBPCHE
peryjaTopHe CEKBEHIIE, KOjU MpeMeITakheM 10 TeHOMY OHMJbaka MOTY Ja JOTPHHECY

€BOJIYIIHjU IPYruX reHa u mpomotopa (Potenza u cap., 2004; Batut u cap., 2013).
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5.7 YrumaBamwe GAS rena - egeKTu Ha eKCNIPecujy u
OMOCHHTEe3y I'BajaHOJINAA

Yrumaname rera excnpecujom cuHTetHuknx RNAI KOHCTpykara mpeicTaBiba
jelaH oJ1 HauMHa 3a MpoydyaBame QyHKIM]je oapehenor rena y 6usbnm. Tpanchopmanmja
omwpaka amiRNA KOHCTpYKTHMa, KOjH 10 CTPYKTYpH HUMHTHpPajy mnpupoaHe MIRNA,
nojako mnpey3uma npumar Hax jayrum hpRNA koHcrpyktrma, Oynyhu na je mpu
KoHCTpykuuju amiRNA Jakiie mnpenBuueTH HecrnenuduyHe edexTe yTHIIaBama,
HapounTto Kopuctehm pactyhu Opoj mocTymHuUX 0a3a CEKBEHIM TI'€HOMa W
tpanckpunroma (Ossowski u cap., 2008). 3a ucnutuBame GyHKIMje I'eHA IMKOPHUjE
yTUIIaBamkeM, 0JJabpaHy Cy TeHH 32 TePMaKpeH A CHHTa3y, ca MoYeTKa OMOCHHTETCKOT
nyta ceckureprenckux jaktoHa - CiGASlo (GAS long) u CiGASsh (GAS short).
VYTHuiaBame OBUX TI€HA, YMjU MPOIYKTH CHHTETUIIY IPEKYypCOp CECKBUTEPIEHCKUX
JAKTOHA KOJ LHUKOpPHje - TepMakpeH A, NpPEeTIOCTaBJEHO JOBOAU 10 CMambermha
caJpkaja CBUX jelIUIbEHa HU3BOJHO Y OMOCHMHTE3HM - CECKBHUTEPIICHCKUX JIAKTOHA M
BUXOBUX JIepUBaTa, Na ce e)eKaT yTUIIaBakha OYCKHBAHO MOXKE JIETEKTOBATH MEPECHEM

CKCHpeCI/Ije YTUIIIaHUX I'€HAa 1 MCPCHEM canpxcaja HU3BOIHUX je,Z[I/IH:CH:a.

AmiRNA KOHCTPYKTH HAaIlpaBJbEHU Cy 3aMEHOM MocTojehe CeKBeHIle MPUPOIHE
mukpo PHK Arabidopsis-a cekBeHIlOM 3a yTHIIaBake¢ OBHMX TI'€HA, Y3 OUYYBambe
cnenuduyHocT ctpykrype Mukpo PHK (nornasibe 4.3.1). 3a o0a reHa, HanpaBJbeHE Cy
no ase amiRNA, cnemuduune mpema GAS long mmm GAS short, auszajuupane y
pa3IMYUTUM JIeJIOBUMA CEKBEHILIE, a HalpaB/beHa Cy U JBa KOHCTPYKTA 32 YTUIIABAHE
o0a reHa wucroBpeMeHo. AmiRNA y pa3IMuuTHM [JeJIOBHUMa CeKBeHIle noBehaBajy
BEpOBATHONY YCIENIHOT YTHIaBamka, MOIITO TMOHEeKaJ MecTo Be3uBamba amiRNA Ha
MRNA Huje mpucTymadHo 300r ¢popmupama ceKyHaapHux cTpykrypa (Schwab u cap.,
2010). CkrorsbeHn KOHCTpYKTH cy Gateway pexomOunaiujama yoauenu y destination
BEKTOpE 3a TpaHCopMalujy Ousbaka, moja KOHTPoJIoM 35S MpoMOTOpa U TEPMHUHATOpa
(cnmuka 77). Bekrop je campkao m DSRED mapkep moa KOHTPOJOM YOUKBHTHHCKOT
IPOMOTOPA, 3a celeKIujy Tpanchopmanara. [Ipomorop 35S mpencrasiba 1006ap u360p
3a KOHCTHTYTHBHY ekcripecrjy amiRNA xoHcTpykara y ciydajeBHMa Kajla yTHIIaBaHU

reH KOJIupa NpOTEHMH KOjU HHUje KJbydaH 3a (QyHKuuje henmuje, Kao INITO Cy TIeHH

182



CeKyHIapHOr Merabonu3ma, a edekaT yTHIIaBama y TOM Cllydajy MOXe OUTH BpIIO

BUCOK, Hauk knockdown myrarujama (Watson u cap., 2005).

3a Op3y mnpoBepy ¢ynkiuoHaniHoctd amiRNA KoHCTpykaTta M HHTEIpUTETa
BEKTOpa, ynorpeOsbeHa je arpouHduirpanuja Ha canatu (noriasibe 4.3.2). Camara je
cponHa OusbKa 1uKopuju (nmpunanajy miemeny Cichorieae), u CHHTETHIIIC UCTE THUITOBE
reajaHonuaa (Sessa u cap., 2000). Canarta moceayje JIBe BapHjaHTE T'eHA 32 TepMaKpeH
A cunrazy - LTC1 u LTC2 (Bennett u cap., 2002), a mopehemeM CEKBEHIE HBHXOBHX
MRNA ca nu3zajuupanum amiRNA KoHCTpyKkaTa 3a IIMKOPH]jY, YCTAaHOBJHEHO je Ja OapeM
tpu amiRNA wuMmajy moTeHIMjan jaa yTHINABajy TEHE cajare, Maja BEpOBaTHO ca
cnabujom edukacHourhy 300T MOCTOjarkba MAIKMX pa3liuka y cekBeHuu. VHbuarpupanu
JUCTOBHU ¢y uckopuitheHnu 3a Mepeme ekcrpecuje LTC rena u uzonanujy reajaHonuaa -
8-IeOKCHIIaKTylIMHA, IUXHIPOJIAKTYIIMHA, JIAKTYIIMHA M JIAKTynmukKpuHa (cimmuka 81,
tabena 27), 01 KOjUX Cy camo JAKTyIHH U JAKTYyMUKPUH OWIHM MPUCYTHU y 3HAYAjHO]
koHeHTpauuju. Uupunrpanuja DSRED+ Bektopom, KOju He cagp>Ku KOHCTPYKT 3a
yTHUILaBambe, J0BeNa je 10 ImopacTa HUBOA jeJIMI-EHha U EKCIpecHje TeHa Y OJHOCY Ha
HEeMH(DUIATPUPAHY KOHTPOIY, IITO je BEPOBATHO TIOCIEAWIIA TEHEpaTHEe WHAYKIIH]je
CHUHTE3€ CEKYHJIapHUX MeTa0oJIuTa, Kao BUAA of0paHe Owsbaka OJi MaTOTE€Ha, Yy OBOM
cnyuajy Oaktepuja (Bennett u Wallsgrove, 1994). C Tora, npu mocmarpamy edekra
amiRNA kouctpykata, nuctoBu uHpuiarpupanu DSRED+ BekTopoM mpencraBibajy
00Jpy KOHTPOIIY O HEMH(QWITPHPAHHUX JINCTOBA. Y OIHOCY Ha TY KOHTPOJY, JIUCTOBH
uaduntpupann amiRNA KOHCTPYKTHMa HMallil Cy CMambCHhe JAUXUAPONAKTYIHHA,
JaKTYLMHA U JAKTyNuKpuHa (cnuka 81). ¥V ciydajy ekcrpecuje reHa, HHQUITPUpPAHH
JUCTOBHU ¢y ce Mel)ycoOHO pa3nukoBaiu y Opojy I€TEeKTOBAaHUX KOMHja, cyrepuinyhu na
HUje y CBUM JIMCTOBUMA Jonuto 10 yrumasama LTC rena, anmm je y HEKUM JTUCTOBUMA
0poj TpaHcKpuIiaTa 6MO 3HAUYaJHO CMamkEH, KaKo y OJIHOCY Ha MHPUITPUPAHY, TAKO U Y
OJIHOCY Ha HEMHHUITpUpaHy KOHTpony (Ttabena 27). bynyhu na je BapujabuiHOCT y
calp)kajy jeIumerma, a MoceOHO Yy HHUBOY €KclpecHuje TreHa, Mmely pasnuuutum
UHQUITPUPAHUM JINCTOBAMA OWJIa BEOMa BHCOKA, HHj€ CE MOTJIO 3aCUTYPHO 3aKJbyIHTH
0 epekTy mpuMeHe KOHCTpyKaTa 3a yTUIIaBake TeHa Y arpOMHQUITPAIUjH cajlaTe, ajin
je mocrojana MHIUKAIKja 1a KOHCTPYKTH nenyjy. Arpoundunrpanuja amiRNA je, xkao
penaTMBHO HOBAa TEXHHMKA, JI0 cajJa HWCHUTaHAa Ha MaloM Opojy TeHa, YIJIaBHOM

penopTepa WM T€Ha 3a PE3UCTEHIIN]Y Ha BHUPYCE, alld TMOKa3yje BEJIUKHU MOTEHIIH]jall
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(Liu u cap., 2009; Helm u cap., 2011; Jiang u cap., 2011; Jelly u cap., 2012; Roumi u
cap., 2012).

Crabunmna TpaHcdopmalja IMKOpHje je HCKopHImheHa 3a TpoydaBambe
nyrotpajaux edekara yrumaBama GAS rena (mormaBibe 4.3.3). Onp mrecr
koHcTpyucanux amiRNA Bekropa, Tpu cy uzadbpana 3a HR tpancdopmanujy nukopuje -
GasL1, GasS1 u GasL&Sm. Tpaunchopmamnmja A4AM70GUS cojem je nana Benuku Opoj
KJIOHOBA M pereHepaHara, oJl kojux je Behuna ekcnpumupana DsRED mapkep (tabena
28, cnuka 83). Oxpehenu 6poj KJIIOHOBa CBAKOI KOHCTPYKTa 0/1a0paH je 3a eBajyalujy
excripecrje 1mubaHuX GAS TeHa m Mera0oiMTa HU3BOAHO y NyTy OWOCHHTE3e. 3a
aHaM3y caapikaja MeTadoauTa, oqabpaHu Cy OKcajJaTh CECKBUTEPIICHCKHX JIAKTOHA - 8-
JEOKCUIIAKTYIIMH-15-0Kcanar, TakTylMH-15-0kcanar U JakTynmuKpUH-15-oKkcanar, Koju
Cy OWIM NpPUCYTHH Y BHCOKO] KOHIICHTpAIMjU y HeTpaHcPOpMHCAaHUM OHIbKama.
OxcanaTt OBHX TBajaHOJHMJA YHHE TJIAaBHY (pakiyjy CECKBUTEPIEHCKHX JAKTOHA
[IUKOPHj€ W HEKOJMKO BpPCTa cajare, W MPHUCYTHU Cy Y BHUINO] KOHIEHTPALUJU O]
cnoboaHux reajaHonuaa (Sessa u cap., 2000), ma je 6mino ouekuBaHo na he edexar
yTHUIIaBamka TeHa ca oueTka OMOCHHTE3€ Ha Ca/ipkKaj OBUX JeANHCHha OUTH MPUMETaH Y
TpanchopmucanuM O6uspkama nukopuje. bynyhu na mocroju mpupoaHa BapujaOMIHOCT
Mel)y jeauHKama NHKOpHje AOOMjeHMM M3 ceMeHa, edekaT yTHullaBama TeHa KOJ
TpaHchopMaHaTa MpOLEHEH je nopehemem TpaHchopMaHaTa pazIMUUTHX KJIOHOBA ca
MajJKOM OMJPKOM - HETpaHCPOPMUCAHOM OUIHKOM OJ1 KOj€ CYy KJIOHOBHU IMOTEKIIH, paau

MaKCHUMAaJTHOT CMambEHha BaprjaObUITHOCTH.

Cga Tpu mcrimtana koHcTpykta - GasLl, GasS2 u GasL&Sm, nenoBana cy Ha
yrumaBame GAS reHa, mTo je OMiTo BHIJBUBO KaKO Ha HUBOY SKCIIPECH]je TeHa, TaKO U Y
ca/ipkajy jeIMberma Koja Cy HU3BOAHO Yy myTy 6uocunrese (ciuke 84, 85, 90 u 91). Kon
o0e rpymne napaMerpa cCMameme je OMI0 MPUMETHO OapeM KOJl jeHOT KJIOHA Y CBaKoj
rpynu Majke OMJbKe U BheHHUX KIIOHOBa. KioHOBH mcTe Majke Ouibke Ccy ce melycoOHO
Pa3IMKOBAIM Y EKCTIPECH]H T€Ha M CaApKajy METaboJuTa, IMTO C€ MOXKE BEpOBATHO
o0jacHuTH no3unuoHuM edekrom yrpaame amiRNA tpancrena (Phillips u cap., 1992).
Bapujabunan HHMBO yTHIIaBama TeHa KOJU ce M00Mja KOJ Pa3IMUUTUX TPAHCTCHHUX

JUHHUja TpaHC(HOPMUCAHUX UCTHUM KOHCTPYKTOM, omoryhaBa onabup nuHuja ca Behum
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WM MakbAM HHBOOM yTHUIIIaBamha, MITO MOXE Ja IOMOTHE Y KapaKTepu3anuju QyHKIH]je

rena (Matthew, 2004).

KoHcTpykTH, ynpkoc nu3ajHy, HUCY OWIM CIIeU(HUYHU IpeMa jeTHOM O] IBa
GAS rena, Beh cy yrumaBanum o0a MCTOBPEMEHO WJIM j€llaH OJf EbUX, 3aBHCHO O]
ocMaTpaHor KjoHa u opraHa (ciuke 84 u 85). Tpu mobujeHa KJIOHA Cy MMalia TaKk
yrumad uckibydnBo GAS short ren, m y u3gaHky u y KOpeHy, ma OM ce MOTJIH
UCKOPUCTUTH 3a HCHHUTHBamke audepeHuujanHor edexra jeaHOr Of JBa TI'eHa Ha
o6uocunTe3y reajanonuaa. bynyhu na GAS long u GAS short renu umajy neqTuMUYIHO
cnuuHy Konupajyhy cekBeHIy (ciuka 35), Hecmenu(HUUHO YTUIIABAHE OBHX CPOJHUX
reHa MO)XKe OWTH Tocienuia IUpeKTHOr penoBama amiRNA Ha Hecnenmduyan
tpanckpunt (Schwab u cap., 2010). [Ipyru pasnor HecneqUPUIHOT YTHIIABAba MOXKE
outu TpansutuBHOCT RNAI MexaHu3Ma - IpeHoIeHe eeKTa yTHIIaBamba Ha TeHE KOjH
HUCY WHUIMjaJHO LWJbAaHHU. TPAaH3UTUBHOCT YTHIIABaKka je OMOryheHa CHHTE30M
dsRNA wmonekyna ox muibHe MRNA. Cunte3a 0SRNA ce Bpum y3 nomoh SIRNA,
Be3anux 3a MRNA a Hacranux Ha nmpumep ox hpRNA koHCTpykata, KOjU CIIy)Ke Kao
npajmepu, 1 RDR nonumepase (ear. RNA dependent RNA polymerase), koja cunteruiie
antisense PHK monexyn mpema MRNA wmatpurm (Lipardi u cap., 2001). Taj HOBH
dsRNA wmonekyn ce usHoBa oopalhyje DICER eH3uMOM 1 meroBu ¢pparMeHTH MOry ja
yrumasajy u cekyHaapHe MRNA, koje mpBOOMTHO HUCY OuJIe TpeAMET YTHUIIaBamba.
OBu ¢parmenTu ce Ha3uBajy ¢asne cekynnapue SIRNA (phasiRNA) i tasiRNA (enr.
trans-acting siRNA) (Fei u cap., 2013). Canuan Mexanu3zam je oTKpuBeH u 3a MIRNA
Mouiekyne, rae je BesuBatbe MIRNA 3a mmibany MRNA CeKBeHIly OKWIau CHHTE3e
komiuieMentapHor wmosiekyaa PHK wu crtBapama dSRNA koja, obpahena DICER
eH3uMuMa, naje cekynaapae SIRNA, koje caapike CeKBEHIIE KOje HUCY Owiie IpBOOUTHO
npucytie y MIRNA wim amiRNA konctpykry (Ronemus u cap., 2006). OBe HOBe
CEKBEHIIE MOTYy JlaJb€ MOCIYXHUTH Kao OKHAy 3a YTUIABAKE IPYTUX reHa, TOCeOHO aKo
Cy TeHHU CIIMYHE CeKBeHIIe, kKao mTo ¢y GAS rern. TpaH3UTHBHOCT yTHIIaBamkba JOHEKIIE
MOXe OUTH CMameHa MPUCYCTBOM pa3liiKa y CEKBEHIM HykieoTHaa uamehy MIRNA u
mubHe MRNA Ha 3'- kpajy (Voinnet, 2008), 1 amiRNA ce nu3ajuupajy umajyhu to y
BUJIY, aJTd TPAH3UTHBHOCT YTHINIABamba MOXKE J]a 3aBUCH H O] IPYTUX (PakTopa, Kao IITO
Cy KapaKTEepHUCTHKE MPUMApHOT TPAHCKPHUIITA, KapaKTepUCTHKE CTpyKType amiRNA

KOHCTpyKTa, 1 aykute MIRNA cexsentie (Fei u cap., 2013; McHale u cap., 2013).
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CBU TecTHpaHM KIOHOBH-PET€HEPAHTH, 3a KOje j€ IOKa3aHO Ja IOCTOjH
yrumaBamwe TeHa, mmanu cy u DsSRED duyopecuennujy, Maga cpemampu HUBO
dayopecieHIMje KOpeHa pereHepanta (mpwior 3) HHje OAroBapa0 HUBOY CMambCHa
eKCIpecHje TeHa W caapkaja jenumema (cnmuke 84, 85, 90 u 91). DsRED mapkep ce
UIaK TI0Ka3a0 KOPUCHUM 3a CEJEeKIHjy KIOHOBAa - aKO je KOpPEeH pereHepaHTa
dyopeciupao, Belvka je BepoBaTHOha ja he OWTHM NMPHUCYTHO W YTHUIIABaWkHE I'eHA Y
ouspnii. OBO je BepoBaTHO mocieauia Tpancdepa u yrpaame mnene T-JIHK Gunapaor
miasmuaa, Ha ko0joj cy u DSRED mapkep u amiRNA koHCTpykT. 3axBasbyjyhu TOMe
mTo ce oba Jena BepoBaTHO yrpal)yjy 3ajeHO y TeHOM, OWJIO Y JIe0 TeHOMa KOjH Ce
eKCIpUMHUpa, OMII0O y XETEepPOXPOMATHHCKH JIe0, Ha OCHOBY IIOCTOjamba EKCIIPECH]je
Mapkepa Moryhe je mpenBUIETH E€KCIpecHjy KOHCTPYKTa 3a yTHIlaBame, 0e3 003upa
HITO Cy TOJ KOHTPOJIOM Pa3HMYUTHX HPOMOTOpa. PazauuuTH NPOMOTOpU Cy HIAK
YCIOBHJIM pa3iiuKe y HHUBOY ekcrpecuje Mapkepa u amiRNA koHCTpykTa, 1ma HHUBO

dnyopecnennuje DsRED-a Huje yBek Moryhe kopenucaT ca HHBOOM yTHINIAaBamka IeHa.

O6a GAS rena cy mumania BHIIY €KCIIPECH]y Y KOPEHY HEro y H3/JaHKy KOJ
HeTpaHchopMucaHuX Ousbaka (ciuke 84 u 85), mWTO Cce moaydapajo ca CeMU-
KBAaHTUTATUBHUM pe3yiaratuma northern blot-a oBa nBa rena koje cy no0mim
Bouwmeester u cap. (2002). Edexar yrumasama resa je 6uo Buiie npumerad Ha GAS
short reny, Koju ce OJUIMKOBAO M BHIIMM HHBOOM CKCIIPECHje Y KOPEHY W H3IaHKy
HeTpaHchopMucaHux Ouibaka. HUBO cMamema IeHCKE eKCIpecHje y KJIOHOBUMA Yy
onaHocy Ha Mb kouTpoiny je 6uo Bapujadbuiaan. 3a GAS long ren, Hajeehe cmameme je
ouno 30 nyta y ogHocy Ha KoHTpouny (3,25% ox HuBoa ekcipecuje y MbB), a GAS short
70 nyta (1,42% nuBoa MB). ¥ nutepatypu, cMamemwe excrpecuje rea oa 20% (80%
0J1 HUBOA KOHTpOJIE) ce cMmarpa epukacHuM yruinaBameM reHa (Wesley u cap., 2001),
JIOK ce Hajuenthe mpujaB/beH HUBO EKCIpPECHje YTUIIaHUX IeHa kperao u3mehy 10 u
25% o KOHTPOIHOT HHUBOA €KcIpecHje, omHocHO 4-10 myra mame o koHTpose (Van
Schie u cap., 2007; Runguphan u cap., 2009; Ré u cap., 2012; Luan u cap., 2013; Salim
u cap., 2013; Yang u cap., 2013a).

3a pa3nuKy o/ reHa, 4rja je eKcrpecrja Ouia BHIa y KOPEeHy, caapikaj oKcaiaTa
je 6uo Behu 3a pea BeTMUMHE y HA/J3EMHOM JieNly OWJbKE, Iie je Ouiao BUIJbUBHU]E U

cMameme caapkaja (cnuke 90 m 91). JlakrymukpuH-15-okcanatr w jakTyruH-15-
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OKcayiaT cy Ounu npucyTHH y Behoj komwmumHM of 8-IeoKcHiakTylnHH-15-okcanara,
KOjH je Y MHOTMM TpPaHCT€HUM Yy30pLuMa OMO HCIOJ TPaHMLE AETEKLHje, IITO je Y
CKJIay ca MPETXOJHO OIMMCAHOM IPOIOPIINjOM OBUX jEIHIbCHA Y JIATCKCY IUKOpHje
(Sessa u cap., 2000). CMameme caapkaja OBHX jeAHbEHba Y TPAHCTEHHM KJIOHOBHMA Y
onHoCcy Ha caapxkaj y Mb je Ouno BapujaOWiIHO, Ka0 M y CIIy4ajy HHBOA EKCIIPECH]e
reHa. Hajsehe cmameme caapikaja KOJ TpPaHCTEHUX KIOHOBa je OWJIO BHJJBMBO 3a
JakTyuuH-15-okcanat - 200 nyra mame ox konrtpoiue (0,5% nuBoa MbB) kon Hekux
y30paka, JIOK je 3a JApyra JBa jeIUmbEma - 8-IeOKCHIAKTYIWH-15-okcamatr u
JaKTyNUKpUH-15-0KcanaT, MakcuMallHO cMamewe omio 60 myra (1,67% nHuBoa MbB) u
18 myta (5,49% nuBoa MBb), penom. Kapaktepuctuuno je 610 na KIOHOBU KO KOjUX
HUje JOLUIO 10 CMamema Cajapxkaja jeAumbemha y JeAHOM Jeny Ousbke, UMajiu Cy
CMameHy KOJIMYUHY y APYTroM Jelly OUJbKe, Tako Jia TIeIaHO Y HEIOKYITHOj OUJbIIU, CBH

TCCTUPAHU KIIOHOBH CY IIOKa3HBaJIn e(beKTe yTUllaBama.

Cynehu o mpoMeHaMma y cajpkajy jeIMbeba, OBa JIBa TeHA CY HAjBEPOBATHH]C
3ajeTHO OATOBOPHA 32 OMOCHHTE3y IBajaHONIHIA y OUJBIH, M OJ] lbUXOBOT KOMILIEKCHOT
0JIHOCA EKCIIpecHuje, y KOpeHY U M3/1aHKY, 3aBUCH M KOJIMYMHA NPUCYTHUX I'BajaHOIU/IA
U BUXOBUX JepuBaTa. KopenanujoM ekcrpecHje OBUX I'eHa U cajpikaja TPU jeUbemha
(Tabema 29), ycTaHOBJbEHA je 3HauYajHA Kopenanuja u3Mmehy nojenunauanx GAS rena u
cajzprkaja JakTyluH-15-okcanara, 8-1eoKCHIakTyMH-15-0kcanara u JaKTymUKpUH-15-
OKcajiaTa, y KOpPEeHY M M3JIaHKy IMKOpHje, Majaa Huje Omio mMoryhe AMCKpUMHUHHCATH
yiore oBa nBa reHa. Exkcnpecuja GAS long u GAS short rena je mel)ycoOHo 3HauajHO
Kopenucana, cyrepuiryhu uctoppemMeHo yruiaBamwe o0a reHa. Cajpikaj Tpy okcajaTa
je Takohe Ouo y melhycoOHOj kopenauuju, nmorBphyjyhu na cy y mnurtamy CpoaHa

jenumbera Koja Jele 3ajeTHuIKe KOpake y OMOCHHTE3H.

HcrpaxxuBama yTUIIaBamka reHa y OMOCMHTETCKOM MYTY TeprieHa Koj Ousbaka
cy Beoma petka. Kon nyBaHa, yrumaBame reHa 3a S-epi-apucronoxen cuntasy (EAS),
KOjH je KJby4aH 3a OMOCHHTE3Y CECKBUTEpPIICHOU1a OBE OMJbKE, JIOBEJO j€ 10 CMambeHha
HuBoa EAS tpanckpunta Ha 14% 07 KOHTpOJE KOJ TPOJIA3HO TpaHCHOPMHUCAHUX
Oubaka ayBaHa, U OkKo 25% o0ja KOHTpoJie y CTabMiIHO TpaHCHOPMHCAHO] JHHUJU
JyBaHa, JIOK je KOJ Mpojla3HO TpaHC(HOpPMHUCAHUX Onibaka NMpUMeNeHO M CMambeHe

eMIHCHje HUCTapJbUBUX CECKBHTEpIeHoHIa o- U P-keapeHa Ha oko 70% u 50% on
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KOHTposiHe BpenHoct (Luan u cap., 2013). Kox namyka, oTKpuUBEHE Cy ABE TEpIEH
cuataze (GhTPS1 u GhTPS2) oarosopue 3a kouBep3ujy FPP 'y pasnoBpche
ceckButeprene (B-xkapuoduiieH, o-xymyneH, reaja-1(10),11-nuen, f-enemen) u jeaHa
monotepnen cuntasza (GhTPS3) koja cunTeTnine ucnapsbuBe MOHOTEpIIEHE - O- U [3-
nuaen (Yang u cap., 2013a). IlponazHuMm yTuIIaBakbeM OBHX TI'€Ha KOJ IaMyka,
IIOCTUTHYTO j€ CMameme eKcrpecuje Ha oko 15% ox HUBOa ekcrpecuje y KOHTPOIH, U
JIETEKTOBAHO j€ CMambeHh¢ HUBOA JIaTHX jerbeba Ha 0KO 10% KOHTPOIHUX BPEIHOCTH.
VY ob6a oBa mpuMepa, JETEKTOBAHW CY JWPEKTHH NPOMYKTH YTUIIABAHWUX T'eHa, 0e3
mehykopaka. Y ecejy mponasue tpanchopmaimje kon Catharanthus roseus (Salim u
cap., 2013), npahena je ekcmpecHwja TeéHa Yy jeIHOM JAeNy OMOCHMHTETCKOr IyTa, a
JETEKTOBaH j€ NPOAYKT KOjU je YAaJbeH TPU WM BHIIE EH3MMATCKUX KOpaka y
OMOCHHTE3H, IIITO j& BHUIIE HATHK CHCTEMY KOju cMO MU KopucTuiau. Salim u cap. (2013)
Cy TeCTUpalii TPH MPETHOCTaBJbeHa reHa 3a nutoxpoM P450 en3um koju ydecTByje y
OMOCHHTE3M CEKOJOraHWHA, MOHOTEpPIEHAa HUPUIOUAA KOjU j€ MPEeKypcop MHOTHUX
MOHOTEPICHCKUX HHIOJHHUX alIKaJOuAa, YKJbydyjyhu aHTHUKaHIEpOTEHE JICKOBE
BUHOJIACTUH W BUHKPHCTUH. YTHIIABaKEM jeIHOT OJf TECTHPAHHUX T'eHa, ayTOpH CY
NOCTUTIM yTHIIaBame eKcrnpecuje Ha 25% KOHTPOJIHE BPEJHOCTH, U CMambEHe
cekoJjioraHuHa (yJgajbeHor Tpu Kopaka) Ha 30% oI KOHTpoJie, alli U CMameHme JIBa
jenumena joIl BUIIE yAaJheHa Y OMOCHHTE3M - alKaJona KaTapaHTHHA M BUHIOJIMHA,

Koju cy omiu cMamenu Ha 40% u 70% KOHTpOJIHE BPEJHOCTH.

[lpema mocTymHO] NHMTEpaTypH, NPHUKA3aHO CMamkEHEe Ccaapikaja oOKcanara
TBajaHONUIA KO/ IIUKOpHje je PBU YCIEIIaH MOKYIIa] peayKIfje akyMyalje TOPKUX

CCCKBUTCPIICHCKUX JIAKTOHA, YTUIIIABAKEM I'€HA U3 OBOT OHMOCHUHTETCKOT myTa.
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6. 3AKbYUIIH

e [lukopuja je BpJIO MOroIHa 3a MaHUITYJIAIM]y IN Vitro TeXxHHuKama.

o EduracHoct TpaHchopMalyje IUKOpPUjEe 3aBHCH OJ YIMOTpeOJbeHOr coja A.

rhizogenes.

e (Coj AAM70GUS je 6mo moroman 3a TpaHchopManujy U KoTpaHchopmaiujy

OMHApHUM BEKTOpUMA ca 3310BOJbaBajyhom edukacHomhy.

e DsRED mapkep ce moka3ao KOPUCHUM 3a paHy M HEAECTPYKTHBHY CEJIEKIU]Y

TpancopmaHara.

e Perenepanuja kox HeTpaHC(HOPMHUCAHUX M TpaHCPOPMHUCAHUX OWsbaka je Ouia

CIIOHTaHA.
e U tpancdopmucane u HeTpaHcopmucane OMIbKE Cy 1BeTase in Vitro.

e Ilukopuja in Vitro mpoayKyje HCTe THIIOBE IBajaHONKA Kao U OWJbKE TrajeHe y

IIPUPOJIH.

o @uopasiHa TpaH3UIIM]a j€ UMaJia CYIpoTaH edeKar Ha caJip)kaj TBajaHOINIA KO

TpaHc(hOPMHUCAHUX U HETpaHCHOPMHUCAHUX OUsbaKa:

e y TpaHcpopMucaHUM OWJbKama, aKyMylaldja TBajaHoiIuAa je Ouna
CTUMYJIMCaHa TNPWIMKOM (yopaiHe TpaH3ULMUje - U Yy JHUCTY U y KOpEHY

pereHepardara.

e Huso excnpecuje ROIC rema y pasauuuTHM JeJOBHMa percHepaHara
nojayaapaiia ce€ ca HUBOOM aKyMmyJallije TBajaHoHIa - 00a mapaMmerpa cy omia

HajBUILA Y KOPEHY IIBETAJINX OnJbaka.

e DsRED u GFP cy WHKOMOATHOWIHM Kao PEropTEpH YCJea MeIlamka CHUTHaIa

bayopecieHTHE eMHCH]€.

e l3onoBanu npomoropu GAS long, GAS short u GAO rena cy akTUBHU Y 3€JI€HO]

cajiaTH M [IUKOPH]jH, aTi Cy Pa3IUIUTE jaurHe.
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ITpomortop GAS long rena uuje TkuBHO cnenuduyan, 3a paszauky ox GAS short,

KOJH j€ HaJaKTUBHH]HU Y KOPEHY.

GAS long u GAS short reau cy umanu BUIly €KCIOPECH]y Y KOPEHY HEro y

U3JIaHKY KOJl HeTpaHCc(hOopMHCaHUX OuJbaka.

Yrumasame GAS long u GAS short rena je ycnemHo o0aB/beHO, CMameHa je
eKCIpecHja OBUX T€Ha M CaJpikaj MeTa0OoJIMTa HU3BOAHO y MyTy OMOCHHTE3E -

OKCaJjlaTa CCCKBHUTCPIICHCKHX JIAKTOHA.

Yrumasame GAS long u GAS short rena nuje 6wmino crieruduuno 6e3 063upa Ha

cnenuuyaH qU3ajH KOHCTPYKATa.

OBa 1Ba TreHa cCy HajBepOBaTHHje 3ajeJHO OJrOBOpHa 3a OMOCHHTE3Y

I'BajaHOJIUA Y [IUKOPHjH.
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8.IIPHJIO3H

8.1 HNuTensurer payopecuenuuje DSRED-a y kopeny
kja0oHOBa TpaHchopmucanux DSRED+, GFP+ u koHcTpykTHMA
ca NPOMOTOPUMA

Onyopecriernuja (¢.) je OenekeHa KOA pa3IMUUTUX KIOHOBa mpuMapaux HR
KYJITypa ¥ KyJITypa KOpeHa pereHepanara qo0ujeHux on wux. [locMarpane cy Kynrype
KpO3 BHIIE Macaxka (JaTyM) W pa3IU4uTe Iy>KHHE rajema (CTapocT y Meceruma).
TamHMje cuBUM Cy OOeNeXEeHe KYIType Koje Cy y3uMaHe 3a ojapehuBame Cpeame

BPEIHOCTH MHTEH3UTETA (PIIyOpECICHIIN]E TIO KIOHY.

KOHCTPYKT  KJIOH/pEreHepaHT JIaTyMm CTapocT (MECEI) HWHTEH3UTET (.
DsRED+ 11-1 Maprt 2013. 1,0 1,0
DsRED+ 11-11) oktobap 2013. 1,5 1,2
DsRED+ 11-11) okTo0ap 2013. 15 0,4
DsRED+ 11-11) Mmaj 2014. 0,5 0,0
DsRED+ 11-11) anpu 2014, 15 0,8
DsRED+ 11-11) (hebpyap 2014. 2,5 1,2
DsRED+ 11-11) nenembap 2013. 5,0 1,2
DsRED+ 11-13) asrycrt 2013. 1,5 2,0
DsRED+ 11-13) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 11-13) okTobap 2013. 15 1,2
DsRED+ 11-13) Maj 2014. 0,5 0,0
DsRED+ 11-13) anpw 2014, 1,5 0,0
DsRED+ 11-13) (bedpyap 2014. 2,5 0,2
DsRED+ 11-13) jamyap 2014. 3,5 0,4
DsRED+ 11-13) nerembap 2013. 5,0 0,2
DsRED+ 11-10 maprt 2013. 1,0 0,0
DsRED+ 11-19 Maprt 2013. 1,0 1,0
DsRED+ 11-191) oktobap 2013. 1,5 0,2
DsRED+ 11-191) oktobap 2013. 1,5 0,2
DsRED+ 11-191) Maj 2014. 0,5 0,0
DsRED+ 11-191) anpwi 2014. 1,5 0,0
DsRED+ 11-191) (hebpyap 2014. 2,5 0,2
DsRED+ 11-191) janyap 2014. 3,5 1,0
DsRED+ 11-191) nenemoap 2013. 5,0 1,2
DsRED+ 11-19 2) Mmaprt 2013. 1,0 1,0
DsRED+ 11-20 mapt 2013. 1,0 2,0
DsRED+ 11-20 Mmaprt 2013. 1,0 2,0
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DsRED+ 11-20 2) okTobap 2013. 15 0,0
DsRED+ 11-20 2) okTobap 2013. 1,5 0,0
DsRED+ 11-20 2) maj 2014. 0,5 0,0
DsRED+ 11-20 2) anpun 2014, 15 0,0
DsRED+ 11-20 2) bebpyap 2014. 2,5 0,0
DsRED+ 11-20 2) janyap 2014, 3,5 0,0
DsRED+ 11-21 4) asryct 2013. 15 3,0
DsRED+ 11-21 4) asryct 2013. 15 3,0
DsRED+ 11-21 4) asryct 2013. 15 3,0
DsRED+ 11-21 4) Mmapr 2013. 1,0 2,0
DsRED+ 11-21 4) oktobap 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 11-21 4) okTo0ap 2013. 15 3,0
DsRED+ 11-215) asryct 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 11-215) asryct 2013. 15 3,0
DsRED+ 11-215) oktobap 2013. 1,5 1,0
DsRED+ 11-215) maj 2014, 0,5 0,0
DsRED+ 11-215) anpwt 2014, 1,5 0,0
DsRED+ 11-215) bebpyap 2014. 2,5 0,0
DsRED+ 11-215) jamyap 2014. 3,5 0,0
DsRED+ 11-21 6) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 11-21 6) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 11-21 6) okToOap 2013. 15 3,0
DsRED+ 11-21 6) Maj 2014. 0,5 1,0
DsRED+ 11-21 6) anpmi 2014. 15 1,8
DsRED+ 11-21 6) (hebpyap 2014. 2,5 2,2
DsRED+ 11-21 6) janyap 2014. 3,5 2,8
DsRED+ 11-3 Mmaprt 2013. 1,0 1,0
DsRED+ 11-31) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 11-31) asrycrt 2013. 1,5 2,0
DsRED+ 11-31) okToOap 2013. 15 2,2
DsRED+ 11-31) okTobap 2013. 15 2,2
DsRED+ 11-31) Maj 2014. 0,5 1,2
DsRED+ 11-31) anpu 2014. 1,5 2,0
DsRED+ 11-31) (bedpyap 2014. 2,5 2,0
DsRED+ 11-31) jamyap 2014. 3,5 2,2
DsRED+ 11-32) asryct 2013. 1,5 2,0
DsRED+ 11-32) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 11-32) oktobap 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 11-32) oktobap 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 11-32) Maj 2014. 0,5 1,2
DsRED+ 11-32) anpu 2014. 1,5 1,8
DsRED+ 11-32) (bedpyap 2014. 2,5 1,8
DsRED+ 11-32) nenemoap 2013. 5,0 2,0
DsRED+ 11-34) asryct 2013. 1,5 2,0
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DsRED+ 11-34) okTobap 2013. 15 2,2
DsRED+ 11-34) oktobap 2013. 1,5 2,2
DsRED+ 11-34) Maj 2014. 0,5 1,2
DsRED+ 11-34) anpun 2014, 15 2,0
DsRED+ 11-34) (bebdpyap 2014. 2,5 1,8
DsRED+ 11-3 4) janyap 2014, 3,5 2,2
DsRED+ 11-6 1) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 11-6 1) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 11-6 1) mapt 2013. 1,0 2,0
DsRED+ 11-6 1) okTobap 2013. 15 2,2
DsRED+ 116 1) okTobap 2013. 15 2,2
DsRED+ 11-6 1) Maj 2014. 0,5 1,2
DsRED+ 116 1) anpwt 2014, 1,5 1,8
DsRED+ 11-6 1) (bedpyap 2014. 2,5 1,8
DsRED+ 116 1) jamyap 2014. 3,5 2,0
DsRED+ 11-6 1) nerembap 2013. 5,0 2,2
DsRED+ 11-8 maprt 2013. 1,0 1,0
DsRED+ 12-12 1) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 12-12 1) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 12-12 1) okTobap 2013. 15 0,4
DsRED+ 12-12 1) okTobap 2013. 15 0,4
DsRED+ 12-12 1) Maj 2014. 0,5 0,2
DsRED+ 12-12 1) anpw 2014, 1,5 1,0
DsRED+ 12-12 1) (bedpyap 2014. 2,5 1,2
DsRED+ 12-12 1) jamyap 2014, 3,5 18
DsRED+ 12-13 Maprt 2013. 1,0 0,0
DsRED+ 12-141) asrycrt 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 12-14 1) asryct 2013. 15 3,0
DsRED+ 12-14 1) oktobap 2013. 1,5 2,2
DsRED+ 12-14 1) okToOap 2013. 15 2,0
DsRED+ 12-141) Maj 2014. 0,5 0,2
DsRED+ 12-14 1) anpwi 2014. 1,5 1,2
DsRED+ 12-14 1) jamyap 2014. 3,5 2,2
DsRED+ 12-8 mapt 2013. 1,0 2,0
DsRED+ 12-81) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 12-81) asryct 2013. 1,5 2,0
DsRED+ 12-81) oktobap 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 12-81) oktobap 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 12-81) Maj 2014. 0,5 1,8
DsRED+ 12-81) anpwi 2014. 1,5 2,0
DsRED+ 12-81) (hebpyap 2014. 2,5 2,2
DsRED+ 12-81) nenembap 2013. 50 2,2
DsRED+ 12-8 2) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 12-8 2) asryct 2013. 1,5 3,0
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DsRED+ 12-8 2) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 12-8 2) mapt 2013. 1,0 2,0
DsRED+ 12-8 2) okTobap 2013. 15 3,0
DsRED+ 12-8 2) oktobap 2013. 1,5 2,8
DsRED+ 12-8 2) okTobap 2013. 15 3,0
DsRED+ 12-8 2) oktobap 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 12-8 2) maj 2014. 0,5 1,2
DsRED+ 12-8 2) anpwui 2014. 1,5 2,2
DsRED+ 12-8 2) bebpyap 2014. 2,5 2,0
DsRED+ 12-8 2) janyap 2014. 3,5 2,2
DsRED+ 12-8 3) asryct 2013. 15 3,0
DsRED+ 12-8 3) mapt 2013. 1,0 2,0
DsRED+ 12-8 3) okTobap 2013. 15 3,0
DsRED+ 12-8 3) oktobap 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 12-8 3) maj 2014, 0,5 1,2
DsRED+ 12-8 3) anpua 2014. 1,5 2,2
DsRED+ 12-8 3) bebpyap 2014. 2,5 2,2
DsRED+ 12-8 3) neuembap 2013. 5,0 2,2
DsRED+ 12-8 4) asryct 2013. 15 3,0
DsRED+ 12-8 4) asryct 2013. 15 2,0
DsRED+ 12-8 4) okTobap 2013. 15 3,0
DsRED+ 12-8 4) oktobap 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 12-8 4) maj 2014, 0,5 1,2
DsRED+ 12-8 4) anpw 2014, 1,5 2,2
DsRED+ 12-8 4) bebpyap 2014. 2,5 2,2
DsRED+ 12-8 4) janyap 2014. 3,5 2,2
DsRED+ 12-8 5) asryct 2013. 15 3,0
DsRED+ 12-8 5) asryct 2013. 15 3,0
DsRED+ 12-8 5) okToOap 2013. 15 3,0
DsRED+ 12-8 5) okTobap 2013. 15 2,2
DsRED+ 12-85) maj 2014, 0,5 1,0
DsRED+ 12-8 5) anpui 2014. 15 2,0
DsRED+ 12-8 5) (bedpyap 2014. 2,5 2,2
DsRED+ 12-8 5) nenemoap 2013. 5,0 2,2
DsRED+ 12-8 6) asryct 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 12-8 6) asryct 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 12-8 6) Maprt 2013. 1,0 3,0
DsRED+ 12-8 6) okTobap 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 12-8 6) oktobap 2013. 1,5 3,0
DsRED+ 12-8 6) maj 2014. 0,5 1,2
DsRED+ 12-8 6) anpwi 2014. 1,5 2,2
DsRED+ 12-8 6) (hebpyap 2014. 2,5 2,8
DsRED+ 12-8 6) janyap 2014. 3,5 2,8

GFP+ 26-101 apryct 2013. 2,0 0,0
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GFP+ 26-101 okTobap 2013. 15 0,0
GFP+ 26-101 5) Maj 2014. 0,5 0,0
GFP+ 26-101 5) ampua 2014. 1,5 0,0
GFP+ 26-101 5) Mmaprt 2014. 2,5 0,0
GFP+ 26-101 5) bebpyap 2014. 3,5 0,0
GFP+ 26-105 asryct 2013. 2,0 0,0
GFP+ 26-105 okToOap 2013. 1,5 0,0
GFP+ 26-105 1) Maj 2014. 0,5 0,0
GFP+ 26-105 1) anpwui 2014. 1,5 0,0
GFP+ 26-105 1) mapt 2014, 2,5 0,0
GFP+ 26-105 1) (hebpyap 2014. 3,5 0,0
GFP+ 26-108 asryct 2013. 2,0 0,0
GFP+ 26-108 okTobap 2013. 1,5 0,0
GFP+ 26-108 1) Maj 2014. 0,5 0,0
GFP+ 26-108 1) anpwt 2014, 1,5 0,0
GFP+ 26-108 1) Maprt 2014. 2,5 0,0
GFP+ 3-101 asrycrt 2013. 2,0 0,0
GFP+ 3-101 okTobap 2013. 15 0,0
GFP+ 3-1011) Maj 2014. 0,5 0,0
GFP+ 3-1011) anpwi 2014. 1,5 0,0
GFP+ 3-1011) Mmaprt 2014. 2,5 0,0
GFP+ 3-1011) Maprt 2014. 2,5 0,0
GFP+ 3-103 asryct 2013. 2,0 0,0
GFP+ 3-103 okToOap 2013. 15 0,0
GFP+ 3-1031) Maj 2014. 0,5 0,0
GFP+ 3-1031) anpu 2014, 15 0,0
GFP+ 3-103 1) anpw 2014, 1,5 0,0
GFP+ 3-105 asryct 2013. 2,0 0,0
GFP+ 3-105 okTobap 2013. 1,5 0,0
GFP+ 3-1057) Maj 2014. 0,5 0,0
GFP+ 3-1057) Maj 2014. 0,5 0,0
GFP+ 3-1059) Maj 2014. 0,5 0,0
GFP+ 3-1059) anpu 2014. 15 0,0
GFP+ 3-1059) Maprt 2014, 2,5 0,0
GFP+ 3-1059) Mmapr 2014, 2,5 0,0
GFP+ 5-128 apryct 2013. 2,0 0,0
GFP+ 5-128 okTobap 2013. 1,5 0,0
GFP+ 5-128 3) Maj 2014. 0,5 0,0
GFP+ 5-128 3) anpu 2014. 15 0,0
GFP+ 5-128 3) Maprt 2014, 2,5 0,0
GFP+ 5-128 3) Maprt 2014, 2,5 0,0
ProGasL 31-11)/2) oktobap 2013. 15 3,0
ProGasL 31-11)/2) oktobap 2013. 1,5 3,0
ProGasL 31-11)/2) Maj 2014. 0,5 1,2
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ProGasL 31-11)/2) ampmi 2014. 15 1,2
ProGasL 31-1 1)/2) (hebdpyap 2014. 2,5 1,8
ProGasL 31-11)/2) janyap 2014. 3,5 1,2
ProGasL 31-1 1)/2) nerem6ap 2013. 50 1,8
ProGasL 31-11/2) asryct 2013. 15 2,0
ProGasL 31-11/2) asryct 2013. 15 2,0
ProGasL 31-1 2)/1) oktobap 2013. 15 2,8
ProGasL 31-1 2)/1) okTobap 2013. 1,5 3,0
ProGasL 31-1 2)/1) maj 2014. 0,5 1,8
ProGasL 31-1 2)/1) anpun 2014, 1,5 1,8
ProGasL 31-1 2)/1) bebpyap 2014. 2,5 2,0
ProGasL 31-1 2)/1) jamyap 2014. 3,5 1,8
ProGasL 31-12/1) asryct 2013. 15 2,0
ProGasL 31-1 2/1) asrycrt 2013. 1,5 2,0
ProGasL 31-13) asryct 2013. 15 2,0
ProGasL 31-13) asrycrt 2013. 1,5 2,0
ProGasL 31-13) oktobap 2013. 15 2,0
ProGasL 31-13) oktobap 2013. 1,5 2,0
ProGasL 31-13) maj 2014, 0,5 1,0
ProGasL 31-13) anpwt 2014, 1,5 1,0
ProGasL 31-13) bebpyap 2014. 2,5 1,2
ProGasL 31-13) jamyap 2014. 3,5 1,8
ProGasL 31-13) neuembap 2013. 50 1,2
ProGasL 31-15) oktobap 2013. 1,5 2,2
ProGasL 31-15) oktobap 2013. 15 2,0
ProGasL 31-15) Maj 2014. 0,5 0,2
ProGasL 31-15) anpui 2014, 15 1,2
ProGasL 31-15) (hebpyap 2014. 2,5 1,8
ProGasL 31-6 Mmaprt 2013. 1,0 2,0
ProGasL 31-6 okToOap 2013. 15 1,2
ProGasL 31-6 Maj 2014. 0,5 1,2
ProGasL 31-6 arpun 2014. 15 1,2
ProGasL 31-6 (dhebpyap 2014. 2,5 2,0
ProGasL 31-6 janyap 2014. 3,5 1,8
ProGasL 31-6 nenemoap 2013. 5,0 1,8
ProGasL 32-1 mapt 2013. 1,0 2,0
ProGasL 32-1 okTobap 2013. 1,5 2,8
ProGasL 32-1 Maj 2014. 0,5 2,0
ProGasL 32-1 anpun 2014, 1,5 2,2
ProGasL 32-1 ¢bebpyap 2014. 2,5 2,2
ProGasL 32-11) asrycr 2013. 1,5 3,0
ProGasL 32-11) oktobap 2013. 1,5 3,0
ProGasL 32-11) Maj 2014. 0,5 2,0
ProGasL 32-11) anpwui 2014. 1,5 2,0
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ProGasL 32-11) bebpyap 2014. 2,5 2,2
ProGasL 32-11) janyap 2014. 3,5 2,0
ProGasL 32-12) asryct 2013. 15 3,0
ProGasL 32-12) Maprt 2013. 1,0 2,0
ProGasL 32-12) oktobap 2013. 15 2,8
ProGasL 32-12) oktobap 2013. 1,5 3,0
ProGasL 32-3 mapt 2013. 1,0 2,0
ProGasL 32-33) asryct 2013. 15 0,0
ProGasL 32-33) asryct 2013. 1,5 1,0
ProGasL 32-33) okTobap 2013. 15 1,0
ProGasL 32-33) oktobap 2013. 1,5 1,2
ProGasL 32-33) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasL 32-33) anpwt 2014, 1,5 0,2
ProGasL 32-33) bebpyap 2014. 2,5 0,2
ProGasL 32-33) jamyap 2014, 3,5 0,2
ProGasL 35-10 Maprt 2013. 1,0 1,0
ProGasL 35-10 okToOap 2013. 1,5 1,0
ProGasL 35-10 maj 2014, 0,5 0,0
ProGasL 35-10 anpwt 2014. 1,5 0,0
ProGasL 35-10 bebpyap 2014. 2,5 0,0
ProGasL 35-10 jamyap 2014. 3,5 0,2
ProGasL 35-10 4) okToOap 2013. 15 0,2
ProGasL 35-10 4) oktobap 2013. 1,5 0,2
ProGasL 35-10 4) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasL 35-10 4) anpw 2014, 1,5 0,2
ProGasL 35-10 4) bebpyap 2014. 2,5 0,2
ProGasL 35-10 4) jamyap 2014, 3,5 0,2
ProGasL 35-17 1) okToOap 2013. 15 0,8
ProGasL 35-17 1) okTobap 2013. 1,5 0,2
ProGasL 35-171) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasL 35-17 1) anpw 2014, 1,5 0,2
ProGasL 35-171) bebpyap 2014. 2,5 0,0
ProGasL 35-17 1) jamyap 2014. 3,5 0,2
ProGasL 35-17 2) oktobap 2013. 1,5 0,4
ProGasL 35-17 2) oktobap 2013. 1,5 1,2
ProGasL 35-17 2) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasL 35-17 2) anpu 2014. 15 0,0
ProGasL 35-17 2) bebpyap 2014. 2,5 0,2
ProGasL 35-17 2) jamyap 2014. 3,5 0,2
ProGasL 35-17 3) oktobap 2013. 1,5 0,0
ProGasL 35-17 3) oktobap 2013. 1,5 0,2
ProGasL 35-17 3) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasL 35-17 3) ampua 2014. 15 0,2
ProGasL 35-17 3) bebpyap 2014. 2,5 0,0
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ProGasL 35-17 3) janyap 2014. 3,5 1,0
ProGasL 35-17 3) nenembap 2013. 5,0 1,0
ProGasL 35-17 4) asryct 2013. 15 1,0
ProGasL 35-17 4) asryct 2013. 15 1,0
ProGasL 35-17 4) oktobap 2013. 15 0,4
ProGasL 35-17 4) okTobap 2013. 15 1,2
ProGasL 35-17 4) maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL 35-17 4) anpun 2014, 15 0,2
ProGasL 35-17 4) bebpyap 2014. 2,5 0,2
ProGasL 35-17 4) janyap 2014. 3,5 0,0
ProGasL 35-17 4) nenembap 2013. 5,0 0,2
ProGasL 35-21 Maprt 2013. 1,0 0,0
ProGasL 35-22 mapt 2013. 1,0 0,0
ProGasL 35-22 1) asryct 2013. 15 2,0
ProGasL 35-22 1) asrycrt 2013. 1,5 2,0
ProGasL 35-22 1) oktobap 2013. 15 1,8
ProGasL 35-22 1) oktobap 2013. 15 1,8
ProGasL 35-22 1) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasL 35-22 1) anpun 2014, 1,5 0,2
ProGasL 35-22 1) bebpyap 2014. 2,5 1,2
ProGasL 35-22 1) janyap 2014. 3,5 1,8
ProGasL 35-22 2) asryct 2013. 15 2,0
ProGasL 35-22 2) asrycrt 2013. 1,5 2,0
ProGasL 35-22 2) okToOap 2013. 15 1,2
ProGasL 35-22 2) oktobap 2013. 1,5 1,2
ProGasL 35-22 2) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasL 35-22 2) anpw 2014, 15 0,0
ProGasL 35-22 2) bebpyap 2014. 2,5 0,2
ProGasL 35-22 2) janyap 2014. 3,5 0,0
ProGasL 35-22 2) nenembap 2013. 5,0 0,2
ProGasL 35-22 3) asrycrt 2013. 1,5 2,0
ProGasL 35-22 3) asryct 2013. 1,5 2,0
ProGasL 35-22 3) oktobap 2013. 15 1,2
ProGasL 35-22 3) oktobap 2013. 1,5 1,0
ProGasL 35-22 3) Maj 2014. 0,5 0,2
ProGasL 35-22 3) anpwi 2014. 1,5 0,2
ProGasL 35-22 3) (hebpyap 2014. 2,5 0,8
ProGasL 35-22 3) janyap 2014. 3,5 0,8
ProGasL 35-22 3) nmemem6Oap 2013. 5,0 1,8
ProGasL 35-231) asryct 2013. 1,5 1,0
ProGasL 35-231) asrycr 2013. 1,5 2,0
ProGasL 35-231) oktobap 2013. 1,5 1,0
ProGasL 35-231) oktobap 2013. 15 1,2
ProGasL 35-231) Maj 2014, 0,5 0,0
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ProGasL 35-231) anpun 2014, 15 0,2
ProGasL 35-231) (hebdpyap 2014. 2,5 0,4
ProGasL 35-231) janyap 2014. 3,5 0,2
ProGasL 35-231) nenembap 2013. 5,0 1,0
ProGasL 35-23 2) oktobap 2013. 15 1,0
ProGasL 35-23 2) okTobap 2013. 1,5 0,0
ProGasL 35-23 2) maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL 35-23 2) anpun 2014, 1,5 0,2
ProGasL 35-23 2) bebpyap 2014. 2,5 0,2
ProGasL 35-23 2) janyap 2014. 3,5 0,2
ProGasL 35-23 3) asryct 2013. 15 1,0
ProGasL 35-23 3) asrycrt 2013. 1,5 1,0
ProGasL 35-23 3) oktobap 2013. 15 0,4
ProGasL 35-23 3) oktobap 2013. 1,5 1,2
ProGasL 35-23 3) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasL 35-23 3) anpwt 2014, 1,5 0,0
ProGasL 35-23 3) bebpyap 2014. 2,5 1,0
ProGasL 35-23 3) jamyap 2014. 3,5 1,0
ProGasL 35-23 3) neuembap 2013. 5,0 1,2
ProGasL 35-23 4) asrycrt 2013. 1,5 1,0
ProGasL 35-23 4) asryct 2013. 15 1,0
ProGasL 35-23 4) oktobap 2013. 1,5 1,0
ProGasL 35-23 4) okToOap 2013. 15 1,0
ProGasL 35-23 4) Maj 2014. 0,5 0,2
ProGasL 35-23 4) anpmi 2014, 15 0,2
ProGasL 35-23 4) (hebpyap 2014. 2,5 0,2
ProGasL 35-23 4) janyap 2014. 3,5 1,2
ProGasL 35-23 4) nmemem6Oap 2013. 50 1,2
ProGasL 35-23 5) asryct 2013. 15 1,0
ProGasL 35-23 5) okTobap 2013. 1,5 1,0
ProGasL 35-23 5) okToOap 2013. 15 1,0
ProGasL 35-23 5) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL 35-23 5) anpwi 2014. 1,5 0,2
ProGasL 35-23 5) jamyap 2014. 3,5 0,8
ProGasL 11 mapt 2013. 1,0 0,0
ProGasL 116 mapt 2013. 1,0 2,0
ProGasL 117 mapt 2013. 1,0 0,0
ProGasL 117-2 apryct 2013. 15 0,0
ProGasL 117-2 asryct 2013. 15 0,0
ProGasL 117-2 okTobap 2013. 15 0,0
ProGasL 117-2 okTobap 2013. 1,5 0,0
ProGasL 117-2 Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL 117-2 ampua 2014. 15 0,0
ProGasL 117-2 (hebdpyap 2014. 2,5 0,0
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ProGasL 117-2 nenembap 2013. 50 0,0
ProGasL 117-3 asryct 2013. 1,5 0,0
ProGasL 117-3 asryct 2013. 15 0,0
ProGasL 117-3 okTobap 2013. 1,5 0,0
ProGasL 117-3 okTobap 2013. 15 0,0
ProGasL 117-3 Maj 2014, 0,5 0,0
ProGasL 117-3 ampua 2014. 15 0,0
ProGasL 117-3 (hebpyap 2014. 2,5 0,0
ProGasL 117-3 nenembap 2013. 50 0,0
ProGasL 117-5 okTobap 2013. 1,5 0,0
ProGasL 117-5 Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL 117-5 anpun 2014, 15 0,0
ProGasL 117-5 (bedpyap 2014. 2,5 0,0
ProGasL 117-5 janyap 2014, 3,5 0,0
ProGasL 119-1 asryct 2013. 15 0,0
ProGasL 119-1 asryct 2013. 15 0,0
ProGasL 119-1 okTobap 2013. 1,5 0,0
ProGasL 119-1 okTo0ap 2013. 15 0,0
ProGasL 119-1 Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL 119-1 anpwi 2014. 15 0,0
ProGasL 119-1 (hebpyap 2014. 2,5 0,0
ProGasL 119-1 nerembap 2013. 5,0 0,0
ProGasL 12 mapt 2013. 1,0 2,0
ProGasL 12-1 asryct 2013. 15 2,0
ProGasL 12-1 asryct 2013. 15 2,0
ProGasL 12-1 asryct 2013. 15 2,0
ProGasL 12-1 asryct 2013. 15 2,0
ProGasL 12-1 okToOap 2013. 15 1,2
ProGasL 12-1 okTobap 2013. 1,5 2,0
ProGasL 12-1 Maj 2014. 0,5 0,4
ProGasL 12-1 anpun 2014, 15 0,4
ProGasL I2-1 ¢bebpyap 2014. 2,5 1,6
ProGasL 12-1 janyap 2014. 3,5 1,8
ProGasL 12-1 nenembap 2013. 50 0,4
ProGasL | 2-2 asryct 2013. 15 1,0
ProGasL |1 2-2 apryct 2013. 15 2,0
ProGasL | 2-2 asryct 2013. 15 2,0
ProGasL |1 2-2 okToOap 2013. 15 1,2
ProGasL 12-2 okTobap 2013. 15 1,2
ProGasL |1 2-2 okTobap 2013. 15 0,6
ProGasL 12-2 okTobap 2013. 15 1,2
ProGasL 12-2 Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL |1 2-2 anpua 2014, 15 0,2
ProGasL | 2-2 ¢debpyap 2014. 2,5 1,2
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ProGasL 1 2-2 janyap 2014. 3,5 1,8
ProGasL | 2-2 janyap 2014, 3,5 1,2
ProGasL 1 2-3 asryct 2013. 15 3,0
ProGasL 12-3 asryct 2013. 1,5 3,0
ProGasL 1 2-3 okTobap 2013. 15 1,8
ProGasL 12-3 okTobap 2013. 1,5 1,8
ProGasL 1 2-3 Maj 2014. 0,5 0,8
ProGasL 1 2-3 anpun 2014, 15 1,2
ProGasL 12-3 (bebdpyap 2014. 2,5 1,8
ProGasL 12-3 janyap 2014, 3,5 1,8
ProGasL 12-5 asryct 2013. 15 2,0
ProGasL | 2-5 asryct 2013. 15 2,0
ProGasL 12-5 asryct 2013. 15 2,0
ProGasL I 2-5 okTobap 2013. 1,5 1,2
ProGasL 12-5 okTobap 2013. 15 2,0
ProGasL I 2-5 Maj 2014. 0,5 0,8
ProGasL 12-5 ampun 2014. 15 1,2
ProGasL 12-5 (hebpyap 2014. 2,5 18
ProGasL 12-5 janyap 2014. 3,5 1,2
ProGasL 12-5 nenembap 2013. 5,0 0,4
ProGasL 121 mapt 2013. 1,0 1,0
ProGasL | 22-2a asryct 2013. 15 0,0
ProGasL | 22-2a asryct 2013. 15 0,0
ProGasL | 22-2a asryct 2013. 15 0,0
ProGasL 1 22-2a okTobap 2013. 1,5 0,0
ProGasL | 22-2a Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL | 22-2a anpw 2014, 15 0,0
ProGasL | 22-2a (bedpyap 2014. 2,5 0,0
ProGasL | 22-2a janyap 2014. 35 0,0
ProGasL | 22-2a nenembap 2013. 5,0 0,2
ProGasL 1 22-2b asryct 2013. 15 0,0
ProGasL 122-2b asryct 2013. 15 0,0
ProGasL 122-2b okTobap 2013. 1,5 0,0
ProGasL 122-2b okToOap 2013. 15 0,0
ProGasL 122-2b Maj 2014, 0,5 0,0
ProGasL 122-2b arpun 2014. 15 0,0
ProGasL 122-2b (hebpyap 2014. 2,5 0,0
ProGasL I 22-2b janyap 2014. 3,5 0,0
ProGasL 1 22-3 asryct 2013. 15 0,0
ProGasL 1 22-3 apryct 2013. 15 0,0
ProGasL 122-3 okTobap 2013. 1,5 0,0
ProGasL 1 22-3 okTobap 2013. 15 0,0
ProGasL 122-3 Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL 1 22-3 ampun 2014. 15 0,0
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ProGasL 1 22-3 (bebdpyap 2014. 2,5 0,0
ProGasL 122-3 janyap 2014. 3,5 0,0
ProGasL | 22-4 asryct 2013. 15 0,0
ProGasL 1 22-4 asryct 2013. 1,5 0,0
ProGasL | 22-4 asryct 2013. 15 0,0
ProGasL 122-4 okTobap 2013. 1,5 0,0
ProGasL | 22-4 okTobap 2013. 15 0,0
ProGasL 1 22-4 Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL | 22-4 ampua 2014, 15 0,0
ProGasL 122-4 (hebpyap 2014. 2,5 0,0
ProGasL 1 22-4 janyap 2014. 3,5 0,0
ProGasL | 24-1 asryct 2013. 15 0,0
ProGasL | 24-1 asryct 2013. 1,5 0,0
ProGasL | 24-1 okTo0ap 2013. 15 0,0
ProGasL | 24-1 Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL | 24-1 anpwi 2014. 15 0,0
ProGasL | 24-1 jamyap 2014, 3,5 0,0
ProGasL | 26-2 asryct 2013. 15 0,0
ProGasL | 26-2 asryct 2013. 1,5 0,0
ProGasL | 26-2 okTo0ap 2013. 15 0,0
ProGasL | 26-2 okToOap 2013. 1,5 0,0
ProGasL | 26-2 Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL | 26-2 (dhebpyap 2014. 2,5 0,0
ProGasL 1 26-2 janyap 2014. 3,5 0,0
ProGasL | 26-2 nenembap 2013. 5,0 0,0
ProGasL 127 mapt 2013. 1,0 0,0
ProGasL 127-1 asryct 2013. 15 1,0
ProGasL 127-1 okToOap 2013. 15 0,2
ProGasL 127-1 okTobap 2013. 1,5 0,2
ProGasL 1 27-1 Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasL | 27-1 anpw 2014, 1,5 0,2
ProGasL 127-1 (bedpyap 2014. 2,5 0,2
ProGasL 127-1 nenemoap 2013. 5,0 0,2
ProGasS29 1/11-101 apryct 2013. 2,0 1,0
ProGasS29 1/11-101 okTobap 2013. 1,5 0,4
ProGasS29 1/11-101 6) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS29 1/11-101 6) anpu 2014, 1,5 0,0
ProGasS29 1/11-101 6) (hedpyap 2014. 3,5 0,2
ProGasS29 1/11-1017) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS29 1/11-1017) anpwt 2014, 15 0,0
ProGasS29 1/11-1017) (hebpyap 2014. 3,5 0,0
ProGasS29 1/11-103 asrycr 2013. 2,0 1,4
ProGasS29 1/11-103 okTobap 2013. 15 1,2
ProGasS29 1/11-103 Maj 2014. 0,5 0,0
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ProGasS29 1/11-103 anpun 2014, 15 0,2
ProGasS29 1/11-106 asryct 2013. 2,0 2,0
ProGasS29 1/11-106 okTobap 2013. 1,5 1,2
ProGasS29 1/11-106 maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS29 1/11-106 anpwt 2014, 15 0,2
ProGasS29 1/11-106 bebpyap 2014. 3,5 0,2
ProGasS29 4-101 asryct 2013. 2,0 2,0
ProGasS29 4-1011) maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS29 4-1011) Maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS29 4-108 asryct 2013. 2,0 2,0
ProGasS29 4-108 okTobap 2013. 1,5 1,2
ProGasS29 4-108 1) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS29 4-108 1) anpwt 2014, 1,5 0,8
ProGasS29 4-108 1) mapt 2014. 2,5 1,2
ProGasS29 4-108 1) mapt 2014, 2,5 1,2
ProGasS83 18-101 asryct 2013. 2,0 0,0
ProGasS83 18-101 oktobap 2013. 1,5 0,2
ProGasS83 18-101 6) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS83 18-101 6) anpwt 2014. 1,5 0,0
ProGasS83 18-101 6) mapt 2014. 2,5 0,0
ProGasS83 18-101 6) Mmaprt 2014. 2,5 0,0
ProGasS83 18-1017) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS83 18-1017) anpw 2014, 1,5 0,0
ProGasS83 18-1017) mapt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 18-1017) maprt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 2-109 asrycrt 2013. 2,0 0,0
ProGasS83 2-109 okToOap 2013. 15 0,0
ProGasS83 2-109 2) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 2-109 2) mapt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 2-109 2) (hebpyap 2014. 3,5 0,0
ProGasS83 2-109 3) maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS83 2-109 3) anpu 2014. 1,5 0,0
ProGasS83 2-109 3) Maprt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 2-109 3) (hebpyap 2014. 3,5 0,0
ProGasS83 2-109 4) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 2-109 4) anpu 2014. 1,5 0,0
ProGasS83 2-109 4) Maprt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 2-109 4) (hebpyap 2014. 3,5 0,0
ProGasS83 2-109 6) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 2-109 6) anpu 2014. 1,5 0,0
ProGasS83 2-109 6) Maprt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 29-103 asrycr 2013. 2,0 1,0
ProGasS83 29-103 1) maj 2014. 0,5 0,2
ProGasS83 29-103 1) anpun 2014, 1,5 0,2
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ProGasS83 29-103 1) (bebdpyap 2014. 3,5 0,2
ProGasS83 29-103 2) Maj 2014, 0,5 0,2
ProGasS83 29-103 2) ampua 2014. 15 0,8
ProGasS83 29-103 2) mapt 2014, 2,5 1,8
ProGasS83 29-103 2) (bebdpyap 2014. 3,5 1,0
ProGasS83 29-103 4) Maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS83 29-103 4) mapt 2014. 2,5 0,2
ProGasS83 29-103 5) Maj 2014, 0,5 0,8
ProGasS83 29-103 5) anpun 2014, 15 1,2
ProGasS83 29-103 5) mapt 2014, 2,5 0,2
ProGasS83 29-103 5) (bedpyap 2014. 3,5 1,2
ProGasS83 29-103 6) Maj 2014. 0,5 1,0
ProGasS83 29-103 6) anpwi 2014. 15 1,0
ProGasS83 29-103 6) mapt 2014, 2,5 1,0
ProGasS83 29-103 6) (bebdpyap 2014. 3,5 1,0
ProGasS83 29-104 asryct 2013. 2,0 1,0
ProGasS83 29-104 1) Maj 2014. 0,5 0,2
ProGasS83 29-104 1) anpwi 2014. 15 1,0
ProGasS83 29-104 1) anpun 2014, 15 1,2
ProGasS83 29-104 2) Maj 2014. 0,5 0,2
ProGasS83 29-104 2) anpun 2014, 15 0,8
ProGasS83 29-104 2) Maprt 2014. 2,5 0,8
ProGasS83 29-104 2) mapt 2014, 2,5 1,0
ProGasS83 29-104 3) Mmaj 2014. 0,5 1,2
ProGasS83 29-104 3) anpun 2014, 15 1,2
ProGasS83 29-104 3) Maprt 2014. 2,5 1,2
ProGasS83 29-104 3) (hebpyap 2014. 3,5 1,2
ProGasS83 29-104 4) Maj 2014. 0,5 0,2
ProGasS83 29-104 4) anpw 2014, 15 1,2
ProGasS83 29-104 4) Maprt 2014. 2,5 1,2
ProGasS83 29-104 4) (hebpyap 2014, 3,5 1,2
ProGasS83 39-101 apryct 2013. 2,0 2,8
ProGasS83 39-103 asryct 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-103 okTobap 2013. 15 3,0
ProGasS83 39-103 okTobap 2013. 1,5 3,0
ProGasS83 39-103 2) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-103 2) anpui 2014, 15 0,0
ProGasS83 39-103 2) Maprt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 39-103 2) mapt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 39-104 apryct 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-105 asryct 2013. 2,0 0,0
ProGasS83 39-105 okTobap 2013. 15 0,0
ProGasS83 39-105 2) Mmaj 2014, 0,5 0,0
ProGasS83 39-105 2) anpwt 2014, 15 0,0
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ProGasS83 39-105 2) Maprt 2014. 2,5 0,0
ProGasS83 39-105 2) Maprt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 39-105 3) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-105 3) anpwt 2014, 15 0,0
ProGasS83 39-105 3) Maprt 2014. 2,5 0,0
ProGasS83 39-105 3) Maprt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 39-106 asryct 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-106 okTobap 2013. 15 0,6
ProGasS83 39-106 1) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-106 1) anpun 2014. 15 0,0
ProGasS83 39-106 1) Mmaprt 2014. 2,5 0,0
ProGasS83 39-106 1) (bedpyap 2014. 3,5 0,0
ProGasS83 39-106 4) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-106 4) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-106 6) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-106 6) anpwi 2014. 15 0,0
ProGasS83 39-106 6) Mmaprt 2014. 2,5 0,0
ProGasS83 39-106 6) Maprt 2014. 2,5 0,0
ProGasS83 39-108 asrycrt 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-109 asryct 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-109 oktobap 2013. 1,5 0,6
ProGasS83 39-109 2) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-109 2) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-109 3) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-109 3) anpw 2014, 1,5 0,0
ProGasS83 39-109 3) (bedpyap 2014. 3,5 0,0
ProGasS83 39-109 5) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-109 5) anpwi 2014. 1,5 0,0
ProGasS83 39-109 5) anpwi 2014, 1,5 0,0
ProGasS83 39-110 asryct 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-110 okTobap 2013. 1,5 3,0
ProGasS83 39-1101) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-110 3) Maj 2014. 0,5 2,2
ProGasS83 39-110 3) anpwt 2014. 15 2,8
ProGasS83 39-110 3) Mmaprt 2014, 2,5 3,0
ProGasS83 39-110 3) Maprt 2014, 2,5 3,0
ProGasS83 39-110 4) Maj 2014. 0,5 2,2
ProGasS83 39-110 4) anpwt 2014. 15 2,2
ProGasS83 39-110 4) Mmaprt 2014, 2,5 2,8
ProGasS83 39-110 4) Maprt 2014, 2,5 2,8
ProGasS83 39-110 5) Maj 2014. 0,5 2,0
ProGasS83 39-110 5) anpwt 2014. 15 2,2
ProGasS83 39-110 5) Mmapr 2014. 2,5 2,2
ProGasS83 39-110 5) Maprt 2014, 2,5 2,2
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ProGasS83 39-110 6) Maj 2014. 0,5 2,0
ProGasS83 39-110 6) anpwt 2014, 15 2,2
ProGasS83 39-110 6) Maprt 2014. 2,5 2,8
ProGasS83 39-110 6) mapt 2014, 2,5 2,8
ProGasS83 39-111 asryct 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-111 oktobap 2013. 15 3,0
ProGasS83 39-111 2) Maj 2014, 0,5 0,2
ProGasS83 39-111 2) anpwit 2014. 15 1,4
ProGasS83 39-111 2) mapt 2014, 2,5 1,2
ProGasS83 39-112 asryct 2013. 2,0 1,4
ProGasS83 39-114 asryct 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-114 okTobap 2013. 15 2,2
ProGasS83 39-114 1) Maj 2014. 0,5 1,2
ProGasS83 39-114 1) Maj 2014. 0,5 1,0
ProGasS83 39-114 4) Maj 2014, 0,5 1,2
ProGasS83 39-115 asryct 2013. 2,0 0,0
ProGasS83 39-115 okToOap 2013. 1,5 0,0
ProGasS83 39-1151) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-1151) anpun 2014, 1,5 0,0
ProGasS83 39-1151) Maprt 2014. 2,5 0,0
ProGasS83 39-1151) mapt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 39-115 2) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-115 2) anpun 2014, 1,5 0,0
ProGasS83 39-115 2) anpwi 2014. 15 0,0
ProGasS83 39-116 asryct 2013. 2,0 2,0
ProGasS83 39-116 okToOap 2013. 15 0,6
ProGasS83 39-116 6) Maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS83 39-116 6) Maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS83 39-117 asryct 2013. 2,0 0,0
ProGasS83 39-117 okToOap 2013. 15 0,2
ProGasS83 39-1171) Maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS83 39-1171) anpwt 2014, 15 0,0
ProGasS83 39-1171) Mmaprt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 39-117 1) (hebdpyap 2014. 3,5 0,0
ProGasS83 39-120 apryct 2013. 2,0 2,0
ProGasS83 39-120 okToGap 2013. 1,5 3,0
ProGasS83 39-120 1) Maj 2014. 0,5 0,2
ProGasS83 39-120 1) anpu 2014, 1,5 1,2
ProGasS83 39-120 1) Maprt 2014, 2,5 1,8
ProGasS83 39-120 1) (dhebpyap 2014. 3,5 2,0
ProGasS83 39-120 3) Maj 2014. 0,5 1,2
ProGasS83 39-120 3) anpu 2014. 1,5 2,2
ProGasS83 39-120 3) anpwun 2014, 15 2,2
ProGasS83 39-122 asryct 2013. 2,0 1,0
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ProGasS83 39-122 okTobap 2013. 15 1,2
ProGasS83 39-122 3) Maj 2014. 0,5 0,2
ProGasS83 39-122 3) ampua 2014. 15 0,2
ProGasS83 39-122 3) anpwt 2014, 1,5 0,8
ProGasS83 39-122 4) maj 2014. 0,5 1,0
ProGasS83 39-122 4) anpwt 2014, 15 0,8
ProGasS83 39-122 4) Mmapr 2014. 2,5 1,8
ProGasS83 39-122 4) Maprt 2014, 2,5 1,6
ProGasS83 39-122 6) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-122 6) anpwt 2014, 1,5 0,8
ProGasS83 39-122 6) Maprt 2014. 2,5 1,2
ProGasS83 39-122 6) Mmaprt 2014, 2,5 1,0
ProGasS83 39-128 asryct 2013. 2,0 2,0
ProGasS83 39-128 okTo0ap 2013. 15 18
ProGasS83 39-128 1) Maj 2014. 0,5 1,8
ProGasS83 39-128 1) anpwi 2014. 15 1,0
ProGasS83 39-128 1) Mmaprt 2014. 2,5 2,2
ProGasS83 39-128 1) Maprt 2014. 2,5 2,2
ProGasS83 39-137 asryct 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-137 okTo0ap 2013. 15 3,0
ProGasS83 39-137 2) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-137 2) anpwi 2014. 15 0,2
ProGasS83 39-137 3) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-137 3) anpwi 2014. 15 0,0
ProGasS83 39-137 3) Mmaprt 2014, 2,5 0,2
ProGasS83 39-137 4) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-137 4) anpw 2014, 1,5 0,0
ProGasS83 39-137 4) anpwi 2014. 15 0,0
ProGasS83 39-137 5) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-137 5) anpwi 2014. 15 0,2
ProGasS83 39-137 5) anpwi 2014, 1,5 0,2
ProGasS83 39-138 asryct 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-138 okTobap 2013. 1,5 3,0
ProGasS83 39-138 1) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-1381) anpu 2014. 1,5 0,2
ProGasS83 39-138 1) (bedpyap 2014. 3,5 0,2
ProGasS83 39-138 2) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-138 2) anpwt 2014. 15 0,0
ProGasS83 39-138 2) anpu 2014. 1,5 0,0
ProGasS83 39-138 3) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-138 3) anpu 2014. 1,5 0,0
ProGasS83 39-138 3) Maprt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 39-138 3) (hebpyap 2014. 3,5 0,0
ProGasS83 39-140 apryct 2013. 2,0 3,0
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ProGasS83 39-140 okTobap 2013. 15 3,0
ProGasS83 39-140 1) Maj 2014, 0,5 2,0
ProGasS83 39-140 1) anpun 2014, 15 2,2
ProGasS83 39-140 1) anpwt 2014, 15 2,2
ProGasS83 39-140 3) maj 2014. 0,5 1,8
ProGasS83 39-140 3) anpwt 2014, 15 1,4
ProGasS83 39-140 3) mapt 2014, 2,5 2,2
ProGasS83 39-140 3) (hebpyap 2014. 35 2,2
ProGasS83 39-140 3) (bebdpyap 2014. 3,5 2,2
ProGasS83 39-140 5) Maj 2014, 0,5 0,2
ProGasS83 39-140 5) anpwi 2014. 15 1,2
ProGasS83 39-140 5) Mmaprt 2014. 2,5 14
ProGasS83 39-140 5) (bedpyap 2014. 3,5 1,2
ProGasS83 39-140 6) Maj 2014. 0,5 0,2
ProGasS83 39-140 6) anpwi 2014. 15 1,0
ProGasS83 39-140 6) mapt 2014, 2,5 1,0
ProGasS83 39-140 6) (bebdpyap 2014. 3,5 1,2
ProGasS83 39-141 asryct 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-141 okTobap 2013. 15 3,0
ProGasS83 39-141 4) Maj 2014. 0,5 0,2
ProGasS83 39-141 4) anpun 2014, 15 0,8
ProGasS83 39-141 4) anpwi 2014. 15 0,4
ProGasS83 39-1415) Maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS83 39-141 5) Maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS83 39-143 asryct 2013. 2,0 3,0
ProGasS83 39-143 okToOap 2013. 15 3,0
ProGasS83 39-1431) Maj 2014, 0,5 0,0
ProGasS83 39-1431) anpwi 2014. 15 0,0
ProGasS83 39-1431) mapt 2014, 2,5 0,0
ProGasS83 39-1431) Maprt 2014. 2,5 0,0
ProGasS83 39-143 3) Maj 2014, 0,5 0,2
ProGasS83 39-143 3) anpwt 2014. 15 0,2
ProGasS83 39-143 3) Maj 2014. 0,5 0,2
ProGasS83 39-143 3) anpwt 2014, 15 0,2
ProGasS83 39-143 3) anpu 2014, 1,5 1,8
ProGasS83 39-143 5) Maj 2014. 0,5 0,0
ProGasS83 39-143 5) (hebpyap 2014. 3,5 0,2

ProP450 14-3 apryct 2013. 15 3,0

ProP450 14-3 asryct 2013. 1,5 3,0

ProP450 14-3 okTobap 2013. 15 3,0

ProP450 14-3 okTobap 2013. 1,5 3,0

ProP450 14-3 Maj 2014. 0,5 2,0

ProP450 14-3 anpua 2014, 15 2,2

ProP450 14-3 (hebdpyap 2014. 2,5 2,8
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ProP450 14-3 janyap 2014. 3,5 2,2
ProP450 14-3 nenembap 2013. 5,0 2,2
ProP450 14-4 asryct 2013. 1,5 3,0
ProP450 14-4 asryct 2013. 15 3,0
ProP450 14-4 okToOap 2013. 1,5 3,0
ProP450 14-4 okTobap 2013. 15 3,0
ProP450 14-4 Maj 2014. 0,5 2,0
ProP450 14-4 anpua 2014. 15 2,2
ProP450 14-4 (hebdpyap 2014. 2,5 2,8
ProP450 14-4 janyap 2014. 3,5 3,0
ProP450 14-5 3) asrycrt 2013. 1,5 2,0
ProP450 14-5 3) asryct 2013. 15 2,0
ProP450 14-5 3) oktobap 2013. 1,5 1,8
ProP450 14-5 3) okTobap 2013. 15 18
ProP450 14-5 3) Maj 2014. 0,5 0,2
ProP450 14-5 3) anpwit 2014. 15 0,0
ProP450 14-5 3) (hebpyap 2014. 2,5 0,8
ProP450 14-5 3) janyap 2014. 3,5 0,8
ProP450 14-5 3) nerem6ap 2013. 5,0 0,8
ProP450 18-1 Maprt 2013. 1,0 1,0
ProP450 18-12) asryct 2013. 15 1,0
ProP450 18-12) asryct 2013. 15 1,0
ProP450 18-12) okTobap 2013. 15 1,2
ProP450 18-12) okToOap 2013. 15 2,0
ProP450 18-12) Maj 2014. 0,5 1,0
ProP450 18-12) anpwi 2014. 15 1,0
ProP450 18-12) (hebpyap 2014. 2,5 1,2
ProP450 18-12) janyap 2014. 3,5 1,0
ProP450 18-12) nerembap 2013. 5,0 1,2
ProP450 35-101 asryct 2013. 2,0 2,0
ProP450 35-102 asryct 2013. 2,0 3,0
ProP450 35-102 okTobap 2013. 15 0,0
ProP450 35-102 2) Maj 2014. 0,5 0,0
ProP450 35-102 2) anpwt 2014, 1,5 0,0
ProP450 35-102 2) Mmapr 2014, 2,5 0,0
ProP450 42-102 asryct 2013. 2,0 1,0
ProP450 42-102 oktobap 2013. 1,5 1,0
ProP450 42-102 1) Maj 2014. 0,5 0,0
ProP450 42-102 1) anpui 2014, 15 0,0
ProP450 42-102 1) Maprt 2014, 2,5 0,0
ProP450 42-102 1) Mmaprt 2014, 2,5 0,0
ProP450 42-102 2) Maj 2014. 0,5 0,0
ProP450 42-102 2) anpua 2014, 15 0,0
ProP450 42-102 2) Maprt 2014, 2,5 0,0

236



ProP450
ProP450
ProP450
ProP450
ProP450
ProP450

42-102 4)
42-102 4)
42-102 4)
42-102 5)
42-102 5)
42-102 5)

maj 2014.

anpun 2014.

mapt 2014.
Maj 2014.

arpm 2014,

mapt 2014.

0,5
15
2,5
0,5
1,5
2,5

0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
0,0
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8.2 RT-PCR GFP rena xoa perenepanara KJoHOBa
Tpancopmucanux GFP+ u KOHCTPYKTHMA ca MPOMOTOPUMA

Kao HeratmBHE KOHTpOJE ymoTpeOsbeHe cy HeTpaHcpopmucane Ousbke (Wt) u
oubke Tpanchopmucane DSRED+ konctpyktom. Ekcmpecuja je TectupaHa Kog
Ombaka y reHepatuBHO] (rd) wmam BereratuBHO] (B®) ¢asm pasBmha, pazmuuute
CTapOCTH W Yy pa3IMYUTUM OWJPHUM OpraHuMa. Pe3ynrar aHanms3e eKCIpecuje reHa
(mpucyctBo Tpake Ha reny nocie RT-PCR-a) mpukasan je ca "+" (mpucyTHa Tpaka)

"-" (Hema Tpake).

KOHCTPYKT KJIOH/pEreHepaHT CTaJIujyM oprax Tpaka cTapocT (Mecenn)
GFP+ 26-101 5) rd KOpeH - 2,5
GFP+ 26-101 5) rd JIUCT + 2,5
GFP+ 26-101 5) rd IBET - 2,5
GFP+ 26-101 5) rd cTabio + 2,5
GFP+ 26-101 7) rd KOpeH + 2,5
GFP+ 26-101 7) rd JUCT - 2,5
GFP+ 26-101 7) rd IBET + 2,5
GFP+ 26-1017) rd cTabJ1o + 2,5
GFP+ 26-105 1) rd KOpEH + 2,5
GFP+ 26-105 1) r¢ JIUCT + 2,5
GFP+ 26-1051) rd LBET + 25
GFP+ 26-105 1) rd cTabio + 2,5
GFP+ 26-105 3) rd KOPEH + 2,5
GFP+ 26-105 3) rd JIMCT + 2,5
GFP+ 26-105 3) rd LIBET + 2,5
GFP+ 26-105 3) rd ctabio - 2,5
GFP+ 26-105 4) rd KOPEH + 2,5
GFP+ 26-105 4) rd JIMCT - 2,5
GFP+ 26-105 4) rd LBET + 2,5
GFP+ 26-105 4) rd crabio = 2,5
GFP+ 26-105 5) rd KOpEH + 2,5
GFP+ 26-105 5) rd JIUCT + 2,5
GFP+ 26-105 5) rd LBET + 2,5
GFP+ 26-105 5) rd crabio + 2,5
GFP+ 26-108 1) rd KOpeH - 2,5
GFP+ 26-108 1) rd JIUCT + 2,5
GFP+ 26-108 1) rd LBET + 2,5
GFP+ 26-108 1) rd crabio + 2,5
GFP+ 3-101 rd KOpEH - 2,5
GFP+ 3-101 rd JIUCT + 2,5
GFP+ 3-101 rd LBET + 25
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GFP+ 3-101 rd cradiio - 2,5
GFP+ 5-128 3) rd KOpeH + 2,5
GFP+ 5-128 3) rd JUCT + 2,5
GFP+ 5-128 3) rd IBET + 2,5
GFP+ 5-128 3) rd cTabio + 2,5
DsRED+ 11-6 1) rd KOpEH - 4
DsRED+ 11-6 1) rd JUCT 4
DsRED+ 11-6 1) rd cTabio - 4
DsRED+ 12-14 1) rd KOpeH - 2,5
DsRED+ 12-14 1) rd JIHCT - 2,5
DsRED+ 12-14 1) rd cTabno - 2,5
ProGasL 31-11)/2) rd KOpeH + 2,5
ProGasL 31-11)/2) rd JUCT + 2,5
ProGasL 31-11)/2) rd IBET + 2,5
ProGasL 31-1 1)/2) rd ctabio + 2,5
ProGasL 31-11)/2) B KOpEH + 3
ProGasL 31-11)/2) B JIUCT + 3
ProGasL 31-12)/1) B KOpeH + 2,5
ProGasL 31-1 2)/1) B JIMCT + 2,5
ProGasL 31-13) B KOpEH + 2,5
ProGasL 31-13) B JUCT + 2,5
ProGasL 31-13) B cTabio + 2,5
ProGasL 31-13) B KOpeH + 2,5
ProGasL 31-13) B JIMCT + 2,5
ProGasL 31-15) B KOpEH + 2,5
ProGasL 31-15) B JIUCT + 25
ProGasL 31-6 rd KOpEH + 2,5
ProGasL 31-6 rd JIUCT + 2,5
ProGasL 31-6 rd LBET + 2,5
ProGasL 31-6 r¢ ctabJ1o + 2,5
ProGasL 32-11) rd KOpEH + 2,5
ProGasL 32-11) rd JIUCT + 2,5
ProGasL 32-11) rd LBET + 2,5
ProGasL 32-11) rd cTabio + 2,5
ProGasL 32-33) rd crabio + 4
ProGasL 35-10 rd KOpEH + 2,5
ProGasL 35-10 rd KOpEH + 2,5
ProGasL 35-10 rd JIUCT + 2,5
ProGasL 35-10 rd JIUCT + 2,5
ProGasL 35-10 rd LBET + 2,5
ProGasL 35-10 rd IBET + 2,5
ProGasL 35-10 rd cTabJio + 2,5
ProGasL 35-10 rd ctabmno + 2,5
ProGasL 35-10 4) rd KOpeH + 2,5
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ProGasL 35-10 4) rd JIHCT + 2,5
ProGasL 35-10 4) rd LBET + 25
ProGasL 35-10 4) rd crTabio + 2,5
ProGasL 35-17 1) rd KOpeH + 2,5
ProGasL 35-171) rd JUCT + 2,5
ProGasL 35-17 1) rd IBET + 2,5
ProGasL 35-17 1) rd cTabio + 2,5
ProGasL 35-17 2) rd KOpeH + 2,5
ProGasL 35-17 2) rd KOpEH + 2,5
ProGasL 35-17 2) rd JIHCT + 2,5
ProGasL 35-17 2) rd JIUCT + 2,5
ProGasL 35-17 2) rd I(BET + 2,5
ProGasL 35-17 2) rd LIBET + 2,5
ProGasL 35-17 2) rd cTabio + 2,5
ProGasL 35-17 2) rd cTabio + 2,5
ProGasL 35-17 3) rd KOpEH + 2,5
ProGasL 35-17 3) rd JIUCT + 2,5
ProGasL 35-17 3) rd I(BET + 2,5
ProGasL 35-17 3) rd cTabno + 2,5
ProGasL 35-17 4) rd KOpEH + 2,5
ProGasL 35-17 4) rd JUCT + 2,5
ProGasL 35-17 4) rd LBET + 25
ProGasL 35-17 4) rd crabio + 2,5
ProGasL 35-17 4) rd JIMCT + 2

ProGasL 35-17 4) rd cTabio + 2

ProGasL 35-211) rd KOpEH + 2,5
ProGasL 35-211) rd JIUCT + 2,5
ProGasL 35-211) rd LBET + 25
ProGasL 35-211) rd ctabio + 2,5
ProGasL 35-211) rd KOpEH - 3,5
ProGasL 35-211) rd JUCT - 3,5
ProGasL 35-211) rd ctabio - 3,5
ProGasL 35-22 1) rd KOpEH + 2,5
ProGasL 35-22 1) rd JIUCT + 2,5
ProGasL 35-22 1) rd crabio + 2,5
ProGasL 35-22 1) B KOpeH + 4

ProGasL 35-22 1) B JIACT + 4

ProGasL 35-22 2) rd KOpEH + 2,5
ProGasL 35-22 2) rd JIUCT + 2,5
ProGasL 35-22 2) rd LBET + 2,5
ProGasL 35-22 2) rd crabmno + 2,5
ProGasL 35-22 2) rd KOpeH + 4

ProGasL 35-22 2) rd JIUCT + 4

ProGasL 35-22 2) rd crabio + 4
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ProGasL 35-22 3) rd KOpeH + 2,5
ProGasL 35-22 3) rd JIUCT + 2,5
ProGasL 35-22 3) rd IBET + 2,5
ProGasL 35-22 3) rd cTabio + 2,5
ProGasL 35-22 3) B KOpeH + 3,5
ProGasL 35-22 3) B JIUCT + 3,5
ProGasL 35-231) B KOpeH + 2,5
ProGasL 35-231) B JIHCT + 2,5
ProGasL 35-231) B KOpeH + 2,5
ProGasL 35-23 1) B(D JIFCT + 2,5
ProGasL 35-23 2) rd KOpeH + 2,5
ProGasL 35-23 2) rd JIUCT + 2,5
ProGasL 35-23 2) rd I[BET + 2,5
ProGasL 35-23 2) rd cTabio + 2,5
ProGasL 35-23 3) rd KOpeH + 2,5
ProGasL 35-23 3) rd JIUCT + 2,5
ProGasL 35-23 3) rd I[BET + 2,5
ProGasL 35-23 3) rd ctabno + 2,5
ProGasL 35-23 3) rd KOpeH + 2

ProGasL 35-23 3) rd JIMCT + 2

ProGasL 35-23 3) rd cTabno + 2

ProGasL 35-23 4) rd KOpEH + 3,5
ProGasL 35-23 4) rd JIUCT + 3,5
ProGasL 35-23 4) rd cTabio + 3,5
ProGasL 35-235) rd KOpeH + 2,5
ProGasL 35-23 5) rd JIMCT + 2,5
ProGasL 35-235) rd ctabio + 2,5
ProGasL 35-23 5) B JIMCT + 2,5
ProGasL 117-2 rd JIUCT + 2,5
ProGasL 117-2 rd LBET + 2,5
ProGasL 117-2 rd cTabJio + 2,5
ProGasL 117-2 rd KOpEH = 6,5
ProGasL 117-2 rd JIUCT + 6,5
ProGasL 117-2 rd ctabio + 6,5
ProGasL 117-5 B KOpEH + 2,5
ProGasL 117-5 B JIUCT + 2,5
ProGasL I2-1 rd KOpEH + 6,5
ProGasL 12-1 rd JIUCT + 6,5
ProGasL 12-1 rd crabio + 6,5
ProGasL 12-2 rd KOpeH + 2,5
ProGasL | 2-2 rd JIUCT + 2,5
ProGasL |1 2-2 rd LBET + 2,5
ProGasL |2-2 rd ctabmno + 2,5
ProGasL |2-2 rd KOpEH + 3
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ProGasL |2-2 rd JIUCT + 3
ProGasL 12-3 rd JIUCT + 2,5
ProGasL 1 2-3 rd IBET + 2,5
ProGasL |1 2-3 rd cradiio + 2,5
ProGasL 12-5 rd KOpEH + 6,5
ProGasL 12-5 rd JIUCT + 6,5
ProGasL 12-5 rd ctabJio + 6,5
ProGasL 122-2 rd KOpEH + 6,5
ProGasL 122-2 rd JIUCT = 6,5
ProGasL |1 22-2 rd cradiio + 6,5
ProGasL 1 22-2a B KOpeH + 2,5
ProGasL | 22-2a B( JINCT + 2,5
ProGasL 122-2b rd KOPEH + 2,5
ProGasL | 22-2b rd JIMCT + 2,5
ProGasL 122-2b rd LBET + 2,5
ProGasL | 22-2b rd ctabno + 2,5
ProGasL 122-2b rd KOPEH + 6,5
ProGasL | 22-2b rd JIMCT + 6,5
ProGasL 1 22-2b rd cTabio + 6,5
ProGasL 122-3 rd KOpEH + 2,5
ProGasL 122-3 rd JIUCT + 2,5
ProGasL | 22-3 rd LBET + 2,5
ProGasL 122-3 rd cTabJio + 2,5
ProGasL 122-3 rd KOpEH + 6,5
ProGasL 122-3 rd JIUCT + 6,5
ProGasL 122-3 rd ctabio + 6,5
ProGasL 122-4 B KOpEH + 2,5
ProGasL 122-4 B KOpeH + 2,5
ProGasL 122-4 B JUCT + 2,5
ProGasL | 22-4 B JIUCT + 2,5
ProGasL 122-4 rd KOpEH + 6,5
ProGasL 122-4 rd JIUCT + 6,5
ProGasL 122-4 rd crabio + 6,5
ProGasL 124-1 rd KOpeH - 5
ProGasL 124-1 rd JIUCT + 5
ProGasL 124-1 rd cradio + 5
ProGasL 1 26-2 rd KOpEH + 2,5
ProGasL |1 26-2 rd JIUCT + 2,5
ProGasL |1 26-2 rd IBET + 2,5
ProGasL 1 26-2 rd cTabJio + 2,5
ProGasL 1 26-2 rd KOpEH + 5
ProGasL 1 26-2 rd JIACT + 5
ProGasL 1 26-2 rd crabmno = 5
ProGasL 127-1 B KOpEH + 2,5
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ProGasL 127-1 B JIUCT + 2,5
ProGasS29 1/11-101 6) rd KOpeH + 2,5
ProGasS29 1/11-101 6) rd JIUCT + 2,5
ProGasS29 1/11-101 6) rd IBET + 2,5
ProGasS29 1/11-101 6) rd ctabno - 2,5
ProGasS29 1/11-1017) rd KOpeH + 2,5
ProGasS29 1/11-101 7) rd JUCT + 2,5
ProGasS29 1/11-1017) rd IBET + 2,5
ProGasS29 1/11-101 7) rd cTabio + 2,5
ProGasS29 4-1011) rd KOpeH - 2,5
ProGasS29 4-1011) rd JIUCT + 2,5
ProGasS29 4-1011) rd IBET + 2,5
ProGasS29 4-1011) rd ctabio - 2,5
ProGasS29 4-108 1) rd KOpEH + 2,5
ProGasS29 4-108 1) rd JIUCT + 2,5
ProGasS29 4-108 1) rd IBET + 2,5
ProGasS29 4-108 1) rd ctabio + 2,5
ProGasS83 18-101 6) rd KOpeH - 2,5
ProGasS83 18-101 6) rd JIUCT - 2,5
ProGasS83 18-101 6) rd IBET + 2,5
ProGasS83 18-101 6) rd ctabio - 2,5
ProGasS83 18-1017) rd KOpEH + 2,5
ProGasS83 18-1017) rd JIUCT + 2,5
ProGasS83 18-1017) rd IBET - 2,5
ProGasS83 18-1017) rd ctabio + 2,5
ProGasS83 2-109 2) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 2-109 2) B JIUCT + 2,5
ProGasS83 2-109 2) B crabio + 2,5
ProGasS83 2-109 3) rd KOpEH + 2,5
ProGasS83 2-109 3) rd JIUCT + 2,5
ProGasS83 2-109 3) rd IBET + 2,5
ProGasS83 2-109 3) rd cTabio + 2,5
ProGasS83 2-109 4) rd KOpEH + 2,5
ProGasS83 2-109 4) rd JICT + 2,5
ProGasS83 2-109 4) rd crabio + 2,5
ProGasS83 2-109 6) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 2-109 6) B JIUCT + 2,5
ProGasS83 2-109 6) B cTabio + 2,5
ProGasS83 29-103 5) rd KOpEH + 2,5
ProGasS83 29-103 5) rd JICT + 2,5
ProGasS83 29-103 5) rd IBET + 2,5
ProGasS83 29-103 5) rd cTabio + 2,5
ProGasS83 29-103 1) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 29-103 1) B JIACT + 2,5
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ProGasS83 29-103 2) rd KOpeH + 2,5
ProGasS83 29-103 2) rd JIUCT - 2,5
ProGasS83 29-103 2) rd IBET + 2,5
ProGasS83 29-103 2) rd ctabJio + 2,5
ProGasS83 29-103 3) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 29-103 3) B(D JIFCT + 2,5
ProGasS83 29-103 4) rd KOpEH + 2,5
ProGasS83 29-103 4) rd JIHCT + 2,5
ProGasS83 29-103 4) rd LBET + 25
ProGasS83 29-103 4) rd cTabio + 2,5
ProGasS83 29-103 6) rd KOpeH + 2,5
ProGasS83 29-103 6) rd JIUCT + 2,5
ProGasS83 29-103 6) rd I[BET + 2,5
ProGasS83 29-103 6) rd cTabio + 2,5
ProGasS83 29-104 1) rd KOPEH + 2

ProGasS83 29-104 1) rd JIACT + 2

ProGasS83 29-104 1) rd I[BET + 2

ProGasS83 29-104 1) rd cTabio + 2

ProGasS83 29-104 3) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 29-104 3) B JIUCT + 2,5
ProGasS83 29-104 3) B cTabio + 2,5
ProGasS83 29-104 4) B KOpEH + 2,5
ProGasS83 29-104 4) B JIUCT + 2,5
ProGasS83 29-104 5) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 29-104 5) B JIUCT + 2,5
ProGasS83 29-104 6) rd KOpeH + 2,5
ProGasS83 29-104 6) rd JIUCT + 2,5
ProGasS83 29-104 6) rd cTabio + 2,5
ProGasS83 39- 137 4) rd KOpEH + 2

ProGasS83 39- 137 4) rd JIUCT + 2

ProGasS83 39- 137 4) rd IBET + 2

ProGasS83 39- 137 4) rd cTabio + 2

ProGasS83 39-105 2) B KOpEH + 2,5
ProGasS83 39-105 2) B JICT + 2,5
ProGasS83 39-106 1) rd KOpEH + 2,5
ProGasS83 39-106 1) rd JICT + 2,5
ProGasS83 39-106 1) rd IBET + 2,5
ProGasS83 39-106 1) rd cTabio + 2,5
ProGasS83 39-109 3) B JIUCT + 2,5
ProGasS83 39-109 3) B cTabio + 2,5
ProGasS83 39-109 5) B KOpeH - 2

ProGasS83 39-109 5) B JICT - 2

ProGasS83 39-110 3) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-110 3) B JIUCT + 2,5
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ProGasS83 39-110 4) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-110 4) B JIUCT + 2,5
ProGasS83 39-110 5) rd KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-110 5) rd JIHCT + 2,5
ProGasS83 39-1105) rd BET + 2,5
ProGasS83 39-110 5) rd cTabio + 2,5
ProGasS83 39-110 6) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-110 6) B(D JIFCT + 2,5
ProGasS83 39-111 2) rd KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-111 2) rd JIHCT + 2,5
ProGasS83 39-111 2) rd I[BET + 2,5
ProGasS83 39-111 2) rd cTabio + 2,5
ProGasS83 39-111 4) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-111 4) B JIACT + 2,5
ProGasS83 39-111 4) B cTabio - 2,5
ProGasS83 39-1151) rd KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-1151) rd JIUCT + 2,5
ProGasS83 39-1151) rd IBET + 2,5
ProGasS83 39-1151) rd cTabio - 2,5
ProGasS83 39-117 1) rd KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-117 1) rd JIUCT + 2,5
ProGasS83 39-117 1) rd IBET + 2,5
ProGasS83 39-117 1) rd cTabio + 2,5
ProGasS83 39-120 1) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-120 1) B JIUCT + 2,5
ProGasS83 39-120 1) B cTabio + 2,5
ProGasS83 39-120 3) rd KOpEH + 2

ProGasS83 39-120 3) rd JIUCT + 2

ProGasS83 39-120 3) rd IBET + 2

ProGasS83 39-120 3) rd cTabio + 2

ProGasS83 39-122 3) rd KOpEH + 2

ProGasS83 39-122 3) rd JICT + 2

ProGasS83 39-122 3) rd IBET + 2

ProGasS83 39-122 3) rd cTabio + 2

ProGasS83 39-122 4) B KOpEH + 2,5
ProGasS83 39-122 4) B JICT + 2,5
ProGasS83 39-122 4) B crabio + 2,5
ProGasS83 39-122 6) rd KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-122 6) rd JIUCT + 2,5
ProGasS83 39-122 6) rd LBET + 25
ProGasS83 39-122 6) rd ctabio + 2,5
ProGasS83 39-128 1) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-128 1) B JIUCT + 2,5
ProGasS83 39-128 1) B crabio + 2,5
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ProGasS83 39-137 2) B JIHCT + 2
ProGasS83 39-137 2) B cTabio + 2
ProGasS83 39-137 3) rd KOpEH + 2,5
ProGasS83 39-137 3) rd JIHCT + 2,5
ProGasS83 39-137 3) rd LBET + 2,5
ProGasS83 39-137 3) rd cTabio + 2,5
ProGasS83 39-137 5) rd JIUCT + 2
ProGasS83 39-137 5) rd IBET + 2
ProGasS83 39-137 5) rd ctabJio + 2
ProGasS83 39-138 1) B(D JIFCT + 2,5
ProGasS83 39-138 2) rd KOpeH + 2
ProGasS83 39-138 2) rd JIACT + 2
ProGasS83 39-138 2) rd I[BET + 2
ProGasS83 39-138 2) rd cTabio + 2
ProGasS83 39-138 3) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-138 3) B JIACT + 2,5
ProGasS83 39-138 3) B ctabio + 2,5
ProGasS83 39-140 5) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-140 5) B JIUCT + 2,5
ProGasS83 39-140 6) B KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-140 6) B JIUCT + 2,5
ProGasS83 39-140 6) B crabio + 2,5
ProGasS83 39-141 3) rd KOpEH + 2,5
ProGasS83 39-141 3) rd JUCT + 2,5
ProGasS83 39-141 3) rd IBET + 2,5
ProGasS83 39-141 3) rd crabio + 2,5
ProGasS83 39-141 4) B KOpEH + 2
ProGasS83 39-141 4) B JIUCT + 2
ProGasS83 39-141 4) B( ctabio + 2
ProGasS83 39-143 3) rd KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-143 3) rd KOpEH + 2
ProGasS83 39-143 3) rd JICT + 2,5
ProGasS83 39-143 3) rd JIUCT + 2
ProGasS83 39-143 3) rd IIBET + 2,5
ProGasS83 39-143 3) rd IBET + 2
ProGasS83 39-143 3) rd crabio + 2,5
ProGasS83 39-143 3) rd crabio + 2
ProGasS83 39-143 5) rd KOpeH + 2,5
ProGasS83 39-143 5) rd JIUCT + 2,5
ProGasS83 39-143 5) rd IIBET + 2,5
ProGasS83 39-143 5) rd ctabio + 2,5
ProP450 14-3 B KOpeH + 2,5
ProP450 14-3 B JIUCT + 2,5
ProP450 14-5 3) rd KOpeH + 2,5
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ProP450 14-5 3) rd JIHCT + 2,5
ProP450 14-5 3) rd LIBET + 2,5
ProP450 14-5 3) rd cTabno + 2,5
ProP450 14-5 3) B KOpeH + 2,5
ProP450 14-5 3) B JIFCT + 2,5
ProP450 18-1 2) rd KOpEH + 2,5
ProP450 18-12) rd JUCT + 2,5
ProP450 18-12) rd IBET + 2,5
ProP450 18-12) rd ctabJo + 2,5
ProP450 18-1 2) rd KOpEH + 5.5
ProP450 18-12) rd JUCT + 55
ProP450 18-12) rd cTabdio + 55
ProP450 42-102 1) rd KOpEH + 2,5
ProP450 42-102 1) rd JUCT + 2,5
ProP450 42-102 1) rd IBET - 2,5
ProP450 42-102 1) rd cTabdio + 2,5
ProP450 42-102 2) B KOpEH + 2,5
ProP450 42-102 2) B JUCT + 2,5
ProP450 42-102 2) B cTabno + 2,5
ProP450 42-102 4) rd KOpeH - 2,5
ProP450 42-102 4) rd JUCT 2,5
ProP450 42-102 4) rd BET + 2,5
ProP450 42-102 4) r¢ ctabJ1o - 2,5
ProP450 42-102 5) rd KOpEH - 2,5
ProP450 42-102 5) rd JUCT + 2,5
ProP450 42-102 5) rd BET + 2,5
ProP450 42-102 5) rd cTabJ1o + 2,5
wt MFb18 rd KOpEH - 4
wt Mb18 rd JIUCT 4
wit MFE18 rd ctabio - 4
wt MB35 rd KOpEH - 4
wt MB35 rd JIUCT = 4
wt MB35 rd crabmno - 4
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8.3

rega

NuTen3urer gpayopecuenuuje DSRED-a y kopeny
KJIOHOBA TPAaHC(OPMUCAHUX KOHCTPYKTHMA 32 YyTHIIABaH€

Onyopecriernuja (¢.) je OenexeHa KOA pa3IUIUTHX KIOHOBa mpumapHux HR

KyJITypa U KyATypa KOpeHa pereHepanara go0ujeHux o mux. [locmarpane cy KynType

KpO3 BHIIE Macaxka (JaTyMmM) W pas3IMuuTe TYy)KMHE Tajema (CTapocT y Meceruma).

TamHuje cuBUM cy oOelexeHe KYyAType Koje Cy y3uMaHe 3a oJpehHuBame Cpeimmbe

BpCIAHOCTH MHTCH3UTCTA (bnyopecueHque I10 KJIOHY.

KOHCTPYKT KJIOH/pEereHepaHT JaTyM cTapocT (Mecen) WHTEH3UTET (.
AmiL&Sm 39-1 mapt 2013. 1,0 0,2
AmiL&Sm 39-11) mapt 2013. 1,0 2,0
AmiL&Sm 39-12) maj 2014. 0,5 2,0
AmiL&Sm 39-12) arpun 2014. 15 2,2
AmiL&Sm 39-12) janyap 2014. 3,5 2,2
AmiL&Sm 39-2 mapt 2013. 1,0 1,2
AmiL&Sm 39-2 4) okTobap 2013. 3,0 3,0
AmiL&Sm 39-2 4) oktobap 2013. 15 3,0
AmiL&Sm 39-2 4) maj 2014. 0,5 2,0
AmiL&Sm 39-2 4) anpmi 2014. 15 2,2
AmiL&Sm 39-2 4) (hebpyap 2014, 2,5 2,2
AmiL&Sm 39-3 oktobap 2013. 15 1,8
AmiL&Sm 39-3 okTobap 2013. 3,0 2,0
AmiL&Sm 39-31) oktobap 2013. 15 1,8
AmiL&Sm 39-31) maj 2014. 0,5 0,2
AmiL&Sm 39-31) anpmi 2014, 15 0,2
AmiL&Sm 39-31) bebpyap 2014. 2,5 0,2
AmiL&Sm 39-31) janyap 2014. 3,5 1,2
AmiL1 1-5 mapt 2013. 1,0 1,2
AmilL1 1-51) mapt 2013. 1,0 1,0
AmilL1 1-51) oktobap 2013. 1,5 3,0
AmilL1 1-51) maj 2014. 0,5 2,0
AmilL1l 1-51) anpwi 2014. 1,5 1,8
AmilL1 1-51) bebpyap 2014. 2,5 2,2
AmilL1 1-51) janyap 2014. 3,5 2,0
AmilL1l 1-56) okTobap 2013. 3,0 3,0
AmilL1 1-5 6) oktobap 2013. 1,5 3,0
AmilL1 1-56) maj 2014. 0,5 2,0
AmilL1l 1-56) anpwi 2014. 1,5 2,2
AmiL1 1-56) bebpyap 2014. 2,5 3,0
AmilL1 1-56) janyap 2014. 3,5 2,2
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AmilL1 1-58) okTobap 2013. 3,0 3,0
AmilL1 1-58) okTobap 2013. 15 2,0
AmiL1 1-58) maj 2014. 0,5 2,0
AmilL1 1-58) anpwui 2014. 1,5 2,2
AmiL1 1-58) dbebpyap 2014. 2,5 2,2
AmilL1 1-58) janyap 2014. 3,5 2,2
AmilL1 1-58) nememOap 2013. 50 2,8
AmiL1 1-7 mapt 2013. 1,0 1,0
AmilL1 1-71) okTobap 2013. 3,0 2,0
AmiL1 1-71) oktobap 2013. 15 1,2
AmilL1 1-71) maj 2014. 0,5 1,0
AmiL1 1-71) arpun 2014. 15 1,2
AmilL1l 1-71) (hebpyap 2014. 2,5 1,2
AmiL1 1-71) janyap 2014. 3,5 2,0
AmilL1 1-71) nenembap 2013. 50 2,2
AmiL1 1-7 3) oktobap 2013. 3,0 2,0
AmilL1 1-7 3) oktobap 2013. 1,5 1,2
AmiL1 1-7 4) oktobap 2013. 3,0 2,0
AmilL1 1-7 4) okTobap 2013. 15 2,0
AmiL1 1-7 4) maj 2014. 0,5 0,0
AmilL1l 1-7 4) anpun 2014, 15 0,8
AmilL1 1-7 4) bebpyap 2014. 2,5 1,0
AmilL1 1-7 4) janyap 2014. 3,5 0,2
AmilL1 1-75) oktobap 2013. 3,0 1,2
AmilL1 1-7'5) oktobap 2013. 1,5 1,2
AmiL1 1-75) maj 2014. 0,5 0,2
AmilL1 1-7'5) anpua 2014. 15 0,8
AmilL1 1-75) bebpyap 2014. 2,5 0,8
AmilL1 1-7'5) janyap 2014. 3,5 1,2
AmilL1 1-75) nenembap 2013. 50 1,2
AmilL1 2-1 mapt 2013. 1,0 2,0
AmilL1 2-12) oktobap 2013. 3,0 3,0
AmilL1 2-12) oktobap 2013. 1,5 2,2
AmilL1 2-13) oktobap 2013. 3,0 2,2
AmilL1 2-13) oktobap 2013. 15 18
AmilL1 2-13) maj 2014. 0,5 1,0
AmilL1 2-13) ampui 2014. 15 1,2
AmilL1 2-13) ¢bebpyap 2014. 2,5 1,8
AmilL1 2-13) janyap 2014. 3,5 1,8
AmiL1 2-13) nenembap 2013. 50 1,2
AmilL1 2-10 mapt 2013. 1,0 2,0
AmilL1 2-10 3) oktobap 2013. 3,0 1,0
AmiL1 2-10 3) okTobap 2013. 15 1,2
AmilL1 2-10 3) maj 2014. 0,5 0,0
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AmiL1 2-10 3) arpun 2014. 15 0,0
AmilL1 2-10 3) bebpyap 2014. 2,5 0,0
AmilL1 2-10 3) janyap 2014. 3,5 0,0
AmilL1l 2-9 mapt 2013. 1,0 0,0
AmilL1 3-21) mapt 2013. 1,0 1,0
AmiL1 3-22) mapt 2013. 1,0 1,0
AmilL1 3-22) oktobap 2013. 3,0 1,8
AmilL1 3-22) okTobap 2013. 15 1,8
AmilL1 3-22) maj 2014. 0,5 0,0
AmiL1 3-22) arpun 2014. 15 0,8
AmilL1l 3-22) (hebpyap 2014. 2,5 1,0
AmiL1 3-22) janyap 2014. 3,5 1,0
AmilL1 3-24) okTobap 2013. 15 0,4
AmiL1 3-24) oktobap 2013. 3,0 2,0
AmilL1 3-24) oktobap 2013. 1,5 1,0
AmiL1 3-24) maj 2014. 0,5 0,0
AmilL1 3-24) anpun 2014, 15 0,0
AmiL1 3-24) bebpyap 2014. 2,5 0,0
AmilLl 3-24) janyap 2014. 3,5 0,0
AmilLl 3-4 mapt 2013. 1,0 3,0
AmilL1 3-8 mapt 2013. 1,0 1,0
AmilL1 4-13 mapt 2013. 1,0 1,0
AmilL1 4-132) maj 2014. 0,5 1,0
AmilL1 4-13 2) anpmi 2014. 15 1,2
AmilL1l 4-13 2) (dhebpyap 2014. 2,5 2,2
AmilL1 4-132) janyap 2014. 3,5 1,2
AmilL1 4-132) neuembap 2013. 5,0 1,0
AmilL1 4-13 3) oktobap 2013. 3,0 1,2
AmilL1 4-13 3) oktobap 2013. 1,5 1,2
AmiL1 4-13 4) mapt 2013. 1,0 1,0
AmilL1 4-13 4) oktobap 2013. 3,0 1,2
AmilL1 4-13 4) oktobap 2013. 1,5 1,2
AmilL1 4-13 4) maj 2014. 0,5 0,2
AmilL1l 4-13 4) anpwui 2014. 1,5 0,2
AmilL1 4-13 4) bebpyap 2014. 2,5 0,8
AmilL1 4-13 4) janyap 2014. 3,5 1,2
AmilL1 4-7 mapt 2013. 1,0 2,0
AmilL1 4-71) oktobap 2013. 1,5 1,2
AmilL1 4-71) maj 2014. 0,5 1,0
AmilL1l 4-71) anpwi 2014. 1,5 1,2
AmilL1 4-71) bebpyap 2014. 2,5 1,8
AmilL1 4-71) janyap 2014. 3,5 1,8
AmilL1 5-1 mapt 2013. 1,0 1,0
AmiL1 5-12) okTobap 2013. 3,0 1,0
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AmiL1 5-12) oktobap 2013. 15 0,8
AmilL1 5-12) maj 2014. 0,5 0,0
AmiL1 5-12) arpun 2014. 15 0,2
AmilL1l 5-12) (hebpyap 2014. 2,5 0,2
AmilL1 5-12) janyap 2014. 3,5 1.2
AmiL1 5-111) oktobap 2013. 15 2,0
AmilL1 5-111) maj 2014. 0,5 1,2
AmiL1 5-111) arpun 2014. 15 2,2
AmilL1l 5-111) (hebpyap 2014. 2,5 2,0
AmilL1l 5-111) janyap 2014. 3,5 2,0
AmilL1 5-15 mapt 2013. 1,0 3,0
AmiL1 5-151) mapt 2013. 1,0 2,0
AmilL1 5-151) oktobap 2013. 3,0 3,0
AmiL1 5-151) oktobap 2013. 15 3,0
AmilL1 5-151) maj 2014. 0,5 2,2
AmiL1 5-151) arpun 2014. 15 2,0
AmilL1 5-151) bebpyap 2014. 2,5 2,0
AmiL1 5-151) janyap 2014. 3,5 2,0
AmilL1 5-15 2) oktobap 2013. 3,0 3,0
AmiL1 5-152) oktobap 2013. 15 3,0
AmilL1l 5-15 4) okTobap 2013. 3,0 3,0
AmilL1 5-15 4) oktobap 2013. 15 3,0
AmilL1 5-154) maj 2014. 0,5 2,0
AmilL1 5-15 4) anpmi 2014, 15 2,2
AmilL1 5-154) bebpyap 2014. 2,5 2,2
AmilL1 5-15 4) janyap 2014. 3,5 2,2
AmilL1 5-7 mapt 2013. 1,0 1,0
AmilL1 5-71) oktobap 2013. 3,0 1,2
AmilL1 5-71) oktobap 2013. 1,5 1,2
AmiL1 5-71) maj 2014. 0,5 2,0
AmilL1 5-71) anpua 2014. 15 1,2
AmilL1 5-71) ¢bebpyap 2014. 2,5 1,2
AmilL1 5-71) janyap 2014. 3,5 1,2
AmiL1 5-71) nenembap 2013. 50 1,0
AmilL1 5-73) oktobap 2013. 3,0 1,2
AmilL1 5-73) oktobap 2013. 1,5 1,0
AmilL1 5-73) maj 2014. 0,5 0,0
AmilL1l 5-73) anpwi 2014. 1,5 0,2
AmilL1l 5-7 3) (dhebpyap 2014. 2,5 1,0
AmilL1 5-73) janyap 2014. 3,5 2,0
AmilL1 5-7 4) Mmaprt 2013. 1,0 0,0
AmilL1 5-7 4) oktobap 2013. 3,0 1,8
AmiL1 5-7 4) okTobap 2013. 15 1,0
AmilL1 5-74) maj 2014. 0,5 0,2
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AmilL1 5-74) anpwi 2014. 1,5 1,2
AmilL1 6-10 mapt 2013. 1,0 1,0
AmiS1 26-10 mapt 2013. 1,0 2,0
AmiS1 26-10 mapt 2013. 1,0 2,0
AmiS1 26-10 1) okTobap 2013. 15 0,4
AmiS1 26-10 4) okTobap 2013. 3,0 3,0
AmiS1 26-10 4) oktobap 2013. 1,5 3,0
AmiS1 26-10 4) maj 2014. 0,5 2,0
AmiS1 26-10 4) anpun 2014. 15 2,0
AmiS1 26-10 4) bebpyap 2014. 2,5 2,0
AmiS1 26-10 4) jamyap 2014. 3,5 2,0
AmiS1 26-12 mapt 2013. 1,0 3,0
AmiS1 26-13 1) okTobap 2013. 3,0 3,0
AmiS1 26-131) oktobap 2013. 15 3,0
AmiS1 26-13 1) Maj 2014. 0,5 2,2
AmiS1 26-131) ampm 2014. 15 3,0
AmiS1 26-13 1) (hebpyap 2014. 2,5 3,0
AmiS1 26-131) janyap 2014. 3,5 3,0
AmiS1 26-13 4) okTobap 2013. 3,0 3,0
AmiS1 26-13 4) oktobap 2013. 15 3,0
AmiS1 26-13 4) Maj 2014. 0,5 2,8
AmiS1 26-13 4) anpui 2014, 15 2,8
AmiS1 26-13 4) (hebpyap 2014. 2,5 3,0
AmiS1 26-13 4) janyap 2014. 3,5 3,0
AmiS1 26-13 4) nenemoap 2013. 5,0 3,0
AmiS1 26-14 1) oktobap 2013. 3,0 1,8
AmiS1 26-14 1) oktobap 2013. 15 1,2
AmiS1 26-14 1) Maj 2014. 0,5 0,2
AmiS1 26-14 1) anpui 2014, 15 1,0
AmiS1 26-141) (bebdpyap 2014. 2,5 1,0
AmiS1 26-14 1) janyap 2014. 3,5 1,0
AmiS1 26-14 1) nenemoap 2013. 5,0 1,2
AmiS1 26-14 2) oktobap 2013. 3,0 2,0
AmiS1 26-14 2) okTobap 2013. 15 2,0
AmiS1 26-14 2) maj 2014, 0,5 1,0
AmiS1 26-14 2) anpu 2014. 1,5 1,2
AmiS1 26-14 2) bebpyap 2014. 2,5 2,0
AmiS1 26-14 2) janyap 2014. 3,5 2,0
AmiS1 26-2 1) oktobap 2013. 3,0 3,0
AmiS1 26-2 1) okTobap 2013. 15 2,0
AmiS1 26-2 1) maj 2014, 0,5 2,0
AmiS1 26-2 1) anpui 2014, 15 2,0
AmiS1 26-2 1) bebpyap 2014. 2,5 2,0
AmiS1 26-2 1) janyap 2014. 3,5 2,0
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AmiS1 26-3 mapt 2013. 1,0 2,0
AmiS1 26-3 2) okTobap 2013. 1,5 0,4
AmiS1 26-3 2) maj 2014. 0,5 1,0
AmiS1 26-32) anpwui 2014. 1,5 1,2
AmiS1 26-3 2) bebpyap 2014. 2,5 1,2
AmiS1 26-32) janyap 2014. 3,5 1,2
AmiS1 26-3 2) janyap 2014. 3,5 18
AmiS1 26-9 mapt 2013. 1,0 2,0
AmiS1 27-112) oktobap 2013. 1,5 0,2
AmiS1 27-112) maj 2014. 0,5 0,0
AmiS1 27-112) anpua 2014. 15 0,0
AmiS1 27-112) bebpyap 2014. 2,5 0,2
AmiS1 27-112) janyap 2014. 3,5 0,0
AmiS1 27-113) oktobap 2013. 15 0,0
AmiS1 27-11 3) maj 2014. 0,5 0,0
AmiS1 27-113) arpun 2014. 15 0,0
AmiS1 27-11 3) bebpyap 2014. 2,5 0,0
AmiS1 27-113) janyap 2014. 3,5 0,0
AmiS1 27-12 mapt 2013. 1,0 3,0
AmiS1 27-17 mapt 2013. 1,0 0,0
AmiS1 27-18 mapt 2013. 1,0 1,0
AmiS1 27-18 4) oktobap 2013. 3,0 1,2
AmiS1 27-18 4) okTobap 2013. 15 0,4
AmiS1 27-18 4) maj 2014. 0,5 0,0
AmiS1 27-18 4) anpua 2014. 15 1,2
AmiS1 27-18 4) bebpyap 2014. 2,5 2,0
AmiS1 27-18 4) janyap 2014. 3,5 2,0
AmiS1 27-5 2) oktobap 2013. 15 2,2
AmiS1 27-52) maj 2014. 0,5 1,2
AmiS1 27-5 2) anpui 2014, 15 2,0
AmiS1 27-52) (bebdpyap 2014. 2,5 2,2
AmiS1 27-52) janyap 2014. 3,5 2,2
AmiS1 27-52) netembap 2013. 5,0 2,2
AmiS1 27-55) oktobap 2013. 1,5 1,4
AmiS1 27-5 5) okTobap 2013. 3,0 3,0
AmiS1 27-55) oktobap 2013. 1,5 3,0
AmiS1 27-55) maj 2014. 0,5 1,0
AmiS1 27-55) anpwi 2014. 1,5 1,8
AmiS1 27-55) bebpyap 2014. 2,5 2,2
AmiS1 27-55) janyap 2014. 3,5 2,2
AmiS1 27-9 mapt 2013. 1,0 3,0
AmiS1 27-9 3) okTobap 2013. 3,0 1,0
AmiS1 27-9 3) oktobap 2013. 1,5 0,0
AmiS1 27-9 3) maj 2014. 0,5 0,0
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AmiS1 27-9 3) ampmi 2014. 15 0,0
AmiS1 27-9 3) (hebpyap 2014. 2,5 0,0
AmiS1 27-9 3) janyap 2014. 3,5 0,0
AmiS1 27-9 4) okTobap 2013. 3,0 1,8
AmiS1 27-9 4) oktobap 2013. 15 1,2
AmiS1 27-94) maj 2014. 0,5 0,0
AmiS1 27-9 4) ampui 2014. 15 0,0
AmiS1 27-94) bebpyap 2014. 2,5 0,0
AmiS1 27-9 4) janyap 2014. 3,5 0,2
AmiS1 27-9 5) okTobap 2013. 3,0 3,0
AmiS1 27-95) oktobap 2013. 15 3,0
AmiS1 28-1 mapt 2013. 1,0 0,4
AmiS1 29-10 mapt 2013. 1,0 1,4
AmiS1 29-3 mapt 2013. 1,0 1,0
AmiS1 29-31) oktobap 2013. 15 1,0
AmiS1 29-31) maj 2014, 0,5 0,2
AmiS1 29-31) anpua 2014. 15 1,2
AmiS1 29-32) oktobap 2013. 3,0 2,0
AmiS1 29-32) oktobap 2013. 15 2,0
AmiS1 29-32) maj 2014, 0,5 2,0
AmiS1 29-3 2) anpun 2014, 15 1,8
AmiS1 29-32) bebpyap 2014. 2,5 2,0
AmiS1 29-32) janyap 2014. 3,5 2,0
AmiS1 29-5 mapt 2013. 1,0 1,0
AmiS1 29-51) okTobap 2013. 3,0 2,0
AmiS1 29-51) oktobap 2013. 15 1,2
AmiS1 29-51) maj 2014. 0,5 1,8
AmiS1 29-51) anpun 2014, 15 1,8
AmiS1 29-51) bebpyap 2014. 2,5 1,8
AmiS1 29-51) janyap 2014. 3,5 1,8
AmiS1 29-52) maj 2014. 0,5 1,0
AmiS1 29-52) anpwui 2014. 1,5 1,2
AmiS1 29-52) bebpyap 2014. 2,5 2,0
AmiS1 29-52) janyap 2014. 3,5 2,0
AmiS1 29-7 mapt 2013. 1,0 1,0
AmiS1 29-71) oktobap 2013. 1,5 1,2
AmiS1 29-7 2) oktobap 2013. 15 1,2
AmiS1 29-7 2) maj 2014, 0,5 0,8
AmiS1 29-7 2) anpwit 2014. 15 0,8
AmiS1 29-7 2) bebpyap 2014. 2,5 1,8
AmiS1 29-7 2) janyap 2014. 3,5 1,8
AmiS1 29-7 2) nenembap 2013. 50 2,0
AmiS1 29-7 3) oktobap 2013. 15 1,2
AmiS1 29-7 4) oktobap 2013. 1,5 1,8
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AmiS1 29-7 4) maj 2014. 0,5 0,0
AmiS1 29-7 4) anpun 2014. 15 1,8
AmiS1 29-7 4) bebpyap 2014. 2,5 2,0
AmiS1 29-7 4) janyap 2014. 3,5 2,2
AmiS1 29-8 mapt 2013. 1,0 2,0
AmiS1 29-9 mapt 2013. 1,0 1,0
AmiS1 29-9 2) okTobap 2013. 3,0 2,0
AmiS1 29-9 2) okTobap 2013. 15 1,8
AmiS1 29-9 2) Maj 2014. 0,5 0,0
AmiS1 29-9 2) ampmi 2014. 15 1,2
AmiS1 29-9 2) (hebpyap 2014. 2,5 1,8
AmiS1 29-9 2) janyap 2014. 3,5 1,8
AmiS1 29-9 4) oktobap 2013. 1,5 2,0
AmiS1 29-9 4) maj 2014, 0,5 1,0
AmiS1 29-9 4) anpua 2014, 15 1,2
AmiS1 29-9 4) bebpyap 2014. 2,5 1,2
AmiS1 29-9 4) jamyap 2014, 3,5 2,0
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Jlucra ckpaheHuna ca pe4YHMKOM

amiRNA - /enr. artificial micro RNA/ - Bemurauku HampasibeHa mukpo PHK.

ANOVA - ananu3a BapujaHce, CTATUCTUYKA METO/A 3a nopel)eme BHIle TpyIia Mo1aTaka.
ATG - crapT KOJIOH KOjU 03HA4YaBa MECTO MOYETKA TPAHCKPHUIIIIH]E TeHA.

att- mecra - JIHK cekBenuie y okBupy Gateway BexTopa 3a peKOMOHHAIIH]Y.

AU - /ewr. arbitrary units/ - apoutpapse jeaunuile, jenuuuie npurrucka raca y UHPLC
CHCTEMY.

BAC - /enr. bacterial artificial chromosome/ - Bemrauku 6akrepujcku xpomosom, JTHK
KOHCTPYKT 0a3upan Ha F-ma3muny Oakrepuja /enr. functional fertility plasmid/ koju ce
KOPHCTH 3a CCKBEHIMPA¢ TeHOMA OpraHnu3ama.

BAP - 6en3unamMuHOnypuH, OMJbHU XOPMOH.

BP - /enr. band pass/ - ¢witep Koju mpomymiTa TajgacHe AYXHHE Yy JCPUHHCAHOM
OrICery.

bp - /enr. base pairs/ - 6a3Hux naposa.

ccdB ren - seranan reH koju mHTeparyje ca JIHK sxupazom Oaktepuja U crpedaBa
BUXOB PacT.

cDNA - xommnementapha JIHK, JIHK cunrerucana ca PHK matpunie nomohy ensuma
peBep3He TPaHCKpUIITas3e.

CDS - /ewnr. coding sequence/ - koaupajyha cekBeHIa reHa.
CE - /enr. collision energy/ - xonu3uoHa eHeprija.
COS - KOCTYHONUI CHHTA3a, CH3UM KOjU KaTauie ONOCHHTE3y KOCTYHOJIH/IA.

CTAB -  xekcaaeuwi-TpUMeTHJI-aMOHHjyM-OpoMua  (LETUITPUMETUIAMOHU]YM-
OpoMu1), Cyp(aKkTaHT KOjU C€ KOPUCTHU Y €KCTPAKLUjU HYKIEHHCKUX KHCEIHHA.

DEPC - nuetmnnupokapOoHaT, HpeBEP3NOUITHI HHXUOUTOP pUOOHYKIIeasa.
DMAPP - numerunamun gudocdar.

dNTP - nezokcupubonykieoTua hocdar.

DsRED - upBenu ¢uiyopeciieHTHH IPOTEUH - peropTep.

dsRNA - nsonanuana PHK.

EDTA - etunenimaMuHTeTpaIeTaT, Xeaupajyhu arexc.

eGFP - /enr. enhanced GFP/ - no6osbinanu 3emeHu (1yopecieHTHH TPOTEHH.

EST - /enr. expression sequence tag/ - kpatke cekBeHiie - moackymoBu CDNA cexBeHIn
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Fisher LSD posthoc - Fisher-os tect HajMambe 3HaYajHUX Pa3IdKa, CTATHCTHYKA METOa
3a nopeljerbe BHIIIE TPyIIa IojaTaka HaKOH aHaJIM3€e BapHjaHce.

FPP - dapue3nn nudocdar.
FS - /enr. full scan/ - Bpcra ekcriepuMeHTAIHOT MO/Ia HA MACCHOM CIIEKTPOMETPY.
GAO - repmakpeH A okcuaasza, €H3UM KOjH KaTalluIIe KOHBEP3Ujy repMakpena A.

GAS - repmakpeH A cuHTa3a, CH3UM KOjU KaTalHIIe CHHTE3Y (+)- repMakpeHa A of
FPP.

GAS long, CiGASIo - nyxa hopma repMakpe A cHHTa3e [UKOPHje
GAS short, CiGASsh - kpaha ¢opma repmMakper A CHHTa3e IIUKOPH]e

GFP - /enr. green fluorescent protein/ - 3emeHu ¢yopecleHTHH MPOTEHH KOjU Ce
KOPHCTH Kao peroprep.

GGPP - repanwnrepanun qudocdar.

GPP - repanun mqudocdar.

GUS - B-rmykypoHua3a, CH3UM KOjU ¢c€ KOPHCTH y 00j€HO] peaKIHju Kao peroprep.
HESI - /enr. heated electrospray ionization/ - rpejana eaeKTpocIpe] joHU3aIHja.
hpRNA - /enr. hairpin RNA/ - PHK mounekyn 00611Ka yKOCHHIIE.

HR - /enr. hairy-root/ - TpanchopmuicaHu KOPEHOBH creruduuHor (eHoTumna
("mnakactu kopeHoBH") H00MjeHN TpaHchopmarjom ca A. rhizogenes.

IAA - uaon-3-cupheTHa KucennHa, OMJbHU XOPMOH.
IBA - unon-3-6yTepHa KucearHa, OUJbHU XOPMOH.

IHF mpoteun - /enr. integration host factor/ - nporeun E.coli, komnonenta BP Gateway
MHKCa

IPP - uzonentennn qudocdar.

KIN - kuHeTrH, OUJbHU XOPMOH.

LB - /enr. left border/ - cexBenua koja orpannyasa T-JIHK ca neBe crpane mazmuja.
LB nomytora - /enr. liquid broth/ - xpanseuBa nmoasiora 3a rajeme O0akrepuja.

LED - /enr. light-emitting diode/ - quona Koja eMuTyje CBETIOCT.

LP - /enr. long pass/ - ¢unrep xoju mpomymrta TamacHe nyxuHe Behe on oxpehene
BPEIHOCTH.

MCS - /enr. multiple cloning site/ - perron Ha BeKTOpy ca BUILIE PECTPUKIIUOHUX MECTA.

MEP - 2-C-metun-D-eputpuron-4-docdar.
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MIiRNA - /enr. micro RNA/ - mukpo PHK.

MRM - /enr. multiple reaction monitoring/ - Bpcra eKCHEpUMEHTAJIHOT MOJa Ha
MaceHOM CIIEKTPOMETPY.

MRNA - /enr. messenger RNA/ - ungopmanmona PHK
MS - /enr. mass spectrometry/ - macena cieKTpomeTpuja.

MS menujym - /enr. Murashige and Skoog/ - 6azanHu Meaujym 3a rajeme Omibaka in
vitro.

MVA - MeBasiOHCKa KHCEIUHA.
NAA — nadpTun cupherHa kucenuHa, OUWBHA XOPMOH.

NADPH - penykoBanu 001MMK HUKOTHHAMUJ aJIcCHUH JUHYKIEoTU ] hocdaTta, KOeH3UMA
KOjU YYECTBYj€ Y PEAOKC peaKiiijama.

NOS - reH 3a HOoIaJINH CHHTA3y.

PCR - /enr. polymerase chain reaction/ - mosimmepasHa JlaH4aHa peakiyja.
PEG - nonmeTHiieH IIMKOJL.

phasiRNA - /enr. phase secondary SiRNA/ - pa3ue cexynnapue SIRNA.

PIS - /enr. parent ion scan/ - BpcTa EKCIEPUMEHTATHOI MOJa Ha MacCEHOM
CIIEKTPOMETDY.

pre-miRNA - npumapuu Tpanckpunt mukpo PHK rena.

PrIS - /enr. product ion scan/ - BpcTa eKCHEPHMEHTAIHOT MOJa Ha MAaceHOM
CIIEKTPOMETDY.

PTGS - /ewr. posttranscriptional gene silencing/ - yrumaBame TeHa Ha
MMOCTTPAHCKPUIITHUOHOM HHUBOY.

gPCR - /enr. quantitative PCR/ - kBantutatuBau PCR, meroma 3a Mepeme HHBOA
eKcCIIpecHje rexa.

RB - /ewr. right border/ - cexBenma koja orpanmuaBa T-/IHK ca necne crpane
I1a3MHIa.

RDR mnonumepaza - /enr. RNA dependent RNA polymerase/ - mommmepasa koja
cunretuie PHK monekyn Ha ocHoBy PHK matpune

Ri - /enr. root-inducing/ - mrasmuana JTHK mpucytha y cojeBuma A. rhizogenes, na
K0JjOj ce Hajla3e TeHW OroBopHU 3a popmupame HR denotuna.

RISC xommutekc - /ene. RNA-induced silencing complex/ - mpoTenHCKH KOMITIEKC KOju
y4ecTByje y yTHIIaBawky I'eHa

RNAI - /enr. RNA interference/ - PHK untepdepenia, Tun yruniaBama resa.
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Rol renu - /enr. root locus/ - rean oarosopuu 3a popmupame HR dpenoTuma.
ROS - /enr. reactive oxigene species/ - c1o60/1He paguKaicKke BpCTe.
rRNA - pu6ozomanna PHK

RT - pereHUIMOHO Bpeme, BpeME CHIIACKa jEIUIbCHa Ca KOJIOHE NPHINKOM TEUHE
xpomatorpaduje.

RT-PCR - nmomumepasHa JlaHuaHa peakiuja y Kojoj ce kao marpuiia kopuctu CDNA
CHHTETHCAaHa PEBEP3HOM TPAHCKPHUITIIHOjOM.

SiRNA - /enr. small interfering RNA/ - mane untepdepupajyhe PHK.

SOC momiora - /enr. super optimal broth/ - Bucoko XpaH/bHBa MOAJIOra 3a rajeme
OakTepuja.

tasiRNA - /enr. trans-acting SiRNA/ - cexynnapse tpaHc-aenyjyhe SIRNA

TGS - /enr. transcriptional gene silencing/ - yrumiaBame reHa Ha TPaHCKPHUIILIHOHOM
HUBOY.

Ti - /enr. tumor inducing/ - mnasmuana JIHK npucytHa y cojeBuma A. tumefaciens, na
KOjOj c€ Hajla3e reHu OJIrOBOPHHU 3a (DOpPMHpAHE KATYCHUX TyMOpA.

Tris - 2-amuHO-2-xUApOKCUMETHI-TIporan-1,3-1uon, mydep ca pKa 8,07.

UHPLC - /emr. ultra high performance liquid chromatography/ - Teuna
Xxpomarorpaduja BUCOKHX nepPopMaHCH.

UidA reH - reH Koju Koaupa 3a B-riiyKypoHHIa3y.
UV - ynrpasbybrdacTu €0 CIIeKTpa CBETIIOCTH.

vir rean - /eur. virulence genes/ - OakTepHjCKM T€HH KOjU KOAMpPajy Qakrope
BUPYJICHIIH]E.

wt - /enr. wild-type,/ - HeTpanchopmucana OubKa, OMbKa JUBIHET THIIA.

YEB motora - /enr. yeast extract broth/ - xpanssrBa motora 3a rajeme 6akTepHja.

B( - BereraTuBHa (haza pa3suha.
r¢ - renepatuBHa (asza pa3suha, (asza uBerama.
JHK - ne3oxkcupuOoHyKIENHCKA KUCETHHA.

MBb - majka 6usbka, HeTpaHchOpMECaHa OMJbKA Of KOj€ Cy MOTEKJINU TpaHCHOPMHUCAHU
KJIOHOBH.

PHK - pubonykienHcka KucenrHa.

CJI - ceCKBUTEPIEHCKY JIAKTOHHU.
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CryneHToB t-TecT - cTaTUCTUYKA METO/1a 3a ropehemne 1Be TpyIe moaaraka.

T-IHK - /enr. transfer DNA/ - tpancdepoBana JIHK, nco cexkenme Ri wmm Ti
ma3Muia bakTepuja Koju ce yrpahyje y renom gjomahuna.

TC - TeprieH cuHTasa.
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Buorpadguja ayropa

Munnma J[. bormanoBuh pohena je 4. mapra 1984. romune y beorpany.
OcHOBHY WIKOJly W THUMHas®Wjy je 3aBpmwia y beorpamy. buomomku ¢akynrer
VYuuep3utera y beorpany ynucana je mkoiacke 2003/2004. romuHe Ha CTYIIHjCKO]
rpynu buonoruja. Jlumuiomupana je 2008. roguHe ca mpocedyHoM orieHoM 9,79 u crekiia
3Bame JUIUIOMHpaHu Ouosor. JlokTopcke cryauje ymucana je mkosncke 2007/2008.
TOJIMHE Ha CTYIUjCKOM Mporpamy ExcrepuMeHTanHa ¥ MpUMEHkeHa OoTaHWKa (MOMYI
Oduznonornja W MoJEKyJlapHa Owojoruja Owspaka) buonomkor —dakynrera

YHuBep3urera y beorpany.

On mapra 2008. no neuem6pa 2010. roguHe O6uia je HOKTOPAHT CTUIICHAMCTA
MuHucTapcTBa 3a HayKy M TexXHOJOMKH pa3Boj Pemybmuke CpOuje. On 1. janyapa
2011. rogunae 3amocnena je y MHctuTyTy 3a Omonomka ucTpaxkuBama "CHHUIIA
Crankosuh", Ha Onememy 3a GU3NOIOTH]y OMJbaka Kao MCTPaKMBA4 IPUIIPABHUK, a
26. mapta 2012. ronuHe CTEKIIa je 3Bambe UCTPAXKUBAY CapaJHUK. Y MEPHOAY O MapTa
2008. no xpaja 2010. rongmHe aHra)KoBaHa j€ HAa HAYYHO-HCTPAXHBAUYKOM IPOjEKTY
"CBeTJIOCHAa ¥ XOpPMOHAJIHa KOHTPOJIa pacTerha U pa3Buha, iN Vitro pasMHoXkaBame U €X
SitU 3amITHTa PETKUX M YrPOKEHHX OWJbHHX BpcTa', (PMHAHCHPAHOM OJi CTpaHe
MunucrapcTBa 3a Hayky Pemyb6muke CpOuje, mox 6pojem 143031Bb. On 2010. ronune
aHraxoBaHa je Ha MehyHapomHom wuctpaxkuaukom PDII7 mpojekry "Terpmed”, mon
Oopojem 227448, a onx janyapa 2011. ronune Ha mpojekty "dwuznononika, XeMHjcka u
MOJIeKyJIapHa aHaJln3a JUBEP3UTETAa PETKUX M YIPOKEHUX OMJBHUX BpCTa y LUIBY €X
Situ 3amrTuTe W MPOAYKIHje OHOJIOIIKA aKTHBHUX jeluibema’, (pUHAHCHPaHOM O]

cTpane MuHHCTapcTBa MpocBeTe U Hayke PemyOnuke Cpbuje, moa Opojem 173024.

VY nepuony ox mapta a0 jyHa 2011. rogusae u ox anpuia jo jyna 2012. roause,
Mwmna borganoBuh je Owia Ha HaydyHOM ycaBpiiaBamy Yy JlaGopartopuju 3a

¢busnonorujy ousbaka YHausepsurera y Wageningen-y, Xonanauju.

Mununa bormanoBuh je uman JlpymtBa 3a ¢dusmonorujy O6msbaka CpOuje u
mehyHapoaue opranusainmje FESPB (Federation of European Societies of Plant
Biology).
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Mpwnor 1.

Usjasa o ayTopCcTBY

MoTtnucaHu-a Mwunuua Borgarnosuh

6poj nHaekca EA070102

UsjaBrbyjem
[a je goKTopcka aucepralmja nog HacnoBom

“BuocuHTe3a reajaHonuaa xoa uukopmje (Cichorium intybus L.) - yTuuaj
TpaHcdopmMaumje Ha NPOAYKUMjY M UCTIUTHBAHE aKTUBHOCTH repMakpeH
A-cuHTa3e u -okcuaase kopuwherweM NPOMOTOPCKMX (py3snja u
yTUllIaBaa reHa”

e pesynTaT COMNCTBEHOr MCTPpaXWBaYKor paaa,

e [a NPeAnOXeHa aucepTaLMja y LIeMuHW HU y Aenosuma Huje Guna npeanoxena
3a pobujare 6uNO koje AvNNoMe npema CTYA|CKUM nporpamMuMa Apyrux
BUCOKOLLIKONCKUX YCTaHOBA,

e [a Cy pesynTaTti KOPEKTHO HaBeAeHu! v

e [a HACaM KpluMo/Na ayTopcka npaBa W KOPUCTMO MHTEneKTyanHy CBOjUHY
ApYrUX nuua.

Mornuc aokropaHaa

Y Beorpagy, /. A2 -2 oAk

/(Lu MUE‘;A [/c’l‘?p‘ H\}(’.u 9



Mpwunor 2.

MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U eNieKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

Mme u npesume aytopa Munuua BorgaHosuh

Bpoj nuHaekca EAQ70102

CTyaujcku nporpam EkcriepumeHTanHa u npumerseHa 6otaHuka

Hacnos paga __“BuocuHTe3a reajaHonuaa koA uukopuje (Cichorium
intybus L.) - yTuuaj Tpanccopmauumje Ha NpoAyKUMjy U UCIUTUBaH:E
aKTUBHOCTU repMakpeH A-cuHTa3e U -okcuaase kopuwherwem
NPOMOTOPCKMX (hy3uja U yTUWaBaHa reHa”

MeHTop __ap AHa CumoHoBuh 1 ap AHrenvHa Cy6oTuh

MoTtnucanw/a Munuua BorgaHosuh

W3jasrbyjem Aa je wramnaHa Bepauja Mor [OKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKO)
BEpauju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBake Ha noprany [fdurutanHor
peno3uTopujyma YHuBep3autera y Beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOjU NUYHWM Mnofauu BesaHu 3a aobujare akagemckor
3Bara JOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UMe U npesume, roguHa u MecTo pofjerwa v aatym
onbpaHe papa.

OBYM NUYHM nogaun Mmory ce o06jaBuTU Ha MpEeXHUM CcTpaHuuama gurutanqe
6ubnuoTeke, y eneKTPOHCKOM kaTanory v y nybnukauvjama YHusepsuterta y beorpagy.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpaay, ___ /.12 201k,
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Mpwunor 3.

Usjasa o kopuwhewy

OsenawhyjeM YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® ga y [durutantu
penoauTopujyM YHuBepauteTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noA
Hacnoeom:

“BuocuHTe3a reajaHonuaa koa uukopuje (Cichorium intybus L.) - yTuuaj
TpaHccopMauumje Ha NPOAYKUUjY M UCMUTUBAHKE aKTUBHOCTU repMakpeH
A-cuHTaze M -okcupase KopuwheweM npomoTopckux dysmja u
yTuwaBaka reHa”

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[ucepTaumjy ca cBUM npunosumMa npeaao/na cam y enekTpoHckoM opmary norogHom
3a TpajHO apxuBUpame.

Mojy AOKTOpPCKY AucepTauujy noxpareHy y [urutanHu penosutopujym YHusepaurteta
y Beorpagy Mory fa kopucTe CBM Koju noLuTyjy oapeabe caagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuuie (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyduo/na.

CEAyTopcrso
2. AyTOpCTBO - HeKoMepLujanHo
3. AyTopcTBO — HekomepuujanHo — 6e3 npepaae
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLjanHo — AeNUTU NOJA UCTUM yCrioBUMa
5. Aytopcteo — 6e3 npepage
6. AyTOpPCTBO — AEnuTU NoAa UCTUM ycrosuma

(MonuMo [fa 3a0KpyXUTe caMo jeAHy Of LecCT NoHyfeHux nuueHuw, KpaTtak onuc
NUUEHUM AaT je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc aokropaHaa

Y Beorpagy, _ /.12 2044
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1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYyUMjy U jaBHO caonliTasake
fena, v npepage, ako ce HaBefe MMme ayTopa Ha HauvH oapefeH oa cTpaHe ayTopa
W1 gaeaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja o cBux
nuueHum.

2. AyTOpCTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTpudyLmjy v jaBHo
caonwTaBarwe Aena, U npepage, ako ce HaBefe MMme aytopa Ha HauuH oapeheH of
cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He 403BOrbasa Komepuujandy
ynoTpeby aena.

3. AyTopctBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepape. [lo3sBorbaBaTe yMHOXaBae,
avctpubyumjy v jaBHO caonwTaeawe aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosarsa wnu
ynotpebe gena y CBOM Aeny, ako ce HaBeAe MMe aytopa Ha HauvH ogpeheH of
cTpaHe ayTtopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BoSbaBa Komepuujandy
ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuueHue, 0BOM fULEHLOM Ce orpaHuyasa
Hajsehu o6um npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuWjanHo — AEnUTU Noj UCTUM ycrnosuma. [losBorbasate
yMHOXaBake, AUCTpuByLMjy 1 jaBHO caonwuTasate Aena, U npepage, ako ce Haseae
“Me ayTopa Ha HauuH ogpefieH oa CTpaHe ayTopa WUnv AaBaoua NULEHUE U ako ce
npepaga AuCTpubyupa noa WCTOM WNM CrMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
[03BObaBa komepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepape. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUDYLM)y U jaBHO
caonwTasame gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe gena y csom geny,
ako ce HaBege uUMme aytopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe aytopa wunu gasaoua
nuueHue. Osa nuueHua Ao3Borbasa KoMmepuujanHy ynotpeby aena.

6. AytopcTBO - Aenutu noA ucTuMm ycnosuma. [lo3sorbasaTe yMHOXaBate,
AvcTpubyumjy 1 jaBHO caonwiTasawe Aena, v npepage, ako ce Haseae ume aytopa Ha
HauuMH oppefeH of cCTpaHe ayTopa WnNW Aasaoua NWUEHUe W ako ce npepaja
avctpubyvpa noa MCTOM wunu cnudHoM nuueHuom. Osa nuueHua Ao3Borbasa
KomepuujanHy ynotpeby aena v npepaga. CnuyHa je codTBepckuM nuvueHuama,
OAHOCHO NULEHLIama OTBOPEHOr Koaa.



