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Funkcionalna karakterizacija gena DSS1(1) i DSS1(V) u odgovoru Arabidopsis thaliana na
oksidativni stres

Sazetak

DSSI1 je mali, visoko konzervisan protein i pripada familiji prirodno neuredenih proteina. Novija
istrazivanja su otkrila ulogu DSS1 u procesu DSSilacije, koja podrazumeva specificno oznacavanje
oksidovanih proteina za uklanjanje putem proteazomnog sistema. Genom Arabidopsis thaliana sadrzi
dva visoko homologna gena DSS1(I) i DSS1(V). Najbolje proucena uloga DSS1 u biljnom svetu je u
odrZavanju integriteta DNK kroz homolognu rekombinaciju (HR). Cilj ovog rada je bio da se
identifikuju funkcionalne razliCitosti izmedu proteina DSS1 sa fokusom na njihovu potencijalnu
ulogu u oksidativnom stresu. IstraZivanje je zasnovano na ispitivanju razli¢itih dss1 mutantnih linija
u model sistemu A. thaliana, kroz uporednu analizu sa biljkama divljeg tipa, u normalnim fizioloskim
uslovima i uslovima oksidativnog stresa. Pokazano je da t-dss1(V) T-DNK insercioni mutanati imaju
brze klijanje, dok u kasnijim fazama zaostaju u razvi¢u. Dodatno, uspostavljene su pojedinac¢ne linije
mutanata dss1(1).19 i dss1(V).20 sa velikim indelima pomoc¢u precizne tehnologije CRISPR/Cas9.
Kod ovih mutanata su uo¢ene razlike u duzini korena, stabla i povrsini rozete. Utvrdeno je da su
mutanati t-dss1(V) (knockdown) i dss1(V).20 (knockout) visoko osetljivi na oksidativni stres. Takode,
nemogucnost generisanja dssl duplih mutanata ukazuje na njihovu esencijalnu ulogu u bioloskim
procesima. Pored toga, pokazano je da samo overekspresija AtDSS1(l) kroz test funkcionalne
komplementacije dovodi do povecanja rezistencije Adss! mutanta Ustilago maydis na ispitivane
genotoksi¢ne agense, §to ukazuje na evolutivnu o€uvanost njegove uloge u popravei DNK putem HR.
U skladu sa navedenim, postoji funkcionalna razlika izmedu biljnih gena DSS1 i moze se smatrati da
je protein DSS1(V) klju¢na komponenta u biljnom odgovoru na oksidativni stres.

Kljuéne reci: DSS1(l), DSS1(V), oksidativni stres, Arabidopsis thaliana, proteinska homeostaza,
CRISPR/Cas9 tehnologija
Naucna oblast: Biologija

UZa nau¢na oblast: Molekularna biologija eukariota



Functional characterization of DSS1(l) and DSS1(V) in response to oxidative stress in
Arabidopsis thaliana

Abstract

DSS1 is asmall, highly conserved protein and a member of the intrinsically disordered protein family.
Recent studies revealed the role of DSS1 in a process called DSSylation, which represents the specific
marking of oxidatively damaged proteins for removal by the proteasome system. The Arabidopsis
genome contains two highly homologous genes DSS1(l) and DSS1(V) and role in maintaining DNA
integrity through homologous recombination is the only well-studied function in plants. The aim of
this work was to identify functional differences between DSS1 proteins by focusing on their potential
roles in oxidative stress and considering that plants are sessile organisms exposed to harmful
environmental influences. This study is based on examining various dss1 mutant lines in the model
system A. thaliana through comparative analysis with wild-type plants, under normal physiological
conditions and oxidative stress. It was shown that t-dss1(V) T-DNA insertion mutants have faster
germination, while having developmental delay in further stages. Additionally, single dss1(1).19 and
dss1(V).20 mutant lines with large indels were generated using precision CRISPR/Cas9 technology.
The characterization of these mutant lines revealed differences in root and stem lengths, and rosette
area size. t-dss1(V) (knockdown) and dss1(V).20 (knockout) mutants showed an increased sensitivity
to oxidative stress. In this work, the dss1 double mutant was not obtained. Also, only overexpressing
AtDSS1(1) through functional complementation test increases resistance of the Adss/ mutant of U.
maydis to the exposed genotoxic agents. This indicates its conserved role in DNA repair via HR. Our
study showed functional differences between plants DSS1 genes and a potentially important
component DSS1(V) in plant oxidative stress response.

Keywords: DSS1(l), DSS1(V), oxidative stress, Arabidopsis thaliana, protein homeostasis,
CRISPR/Cas9 technology

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Molecular biology of eukaryotes
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1. UVOD

1.1. Oksidativni stres kod biljaka

Svi Zivi organizmi su u kra¢im ili duzim periodima izlozeni ekstremnim i/ili nepovoljnim
uslovima zivotne sredine. Za razliku od zivotinja, biljke su sesilni organizmi koji nemaju mogucnost
da kretanjem izbegnu stresne faktore. Uprkos tome, biljke uspes$no prezivljavaju, jer su razvile
mnogobrojne mehanizme prilagodavanja, odbrane i tolerancije na negativne faktore sredine (Singh
et al., 2019). Oksidativni stres predstavlja promenu homeostaze u ¢eliji i ¢itavom organizmu, koja se
desava kao posledica abiotickog i/ili biotickog stresa, Sto rezultira prekomernim stvaranjem i
nakupljanjem reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS). Bioticki stres je izazvan nepovoljnim uticajem
drugih Zivih bi¢a na biljku, dok abioticki stres moze biti indukovan faktorima sredine kao Sto su:
svetlost (visokog ili niskog intenziteta), teski metali, hipoksija, vodni disbalans (nedostatak ili viSak
vode), temperaturni stres (Apel & Hirt, 2004).

Stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta se deSava kao posledica fotosintetickog transporta
elektrona, i predstavlja posledicu procesa celijske respiracije i fotosinteze koji se odvijaju u
mitohondrijama i hloroplastima. Ovi procesi su rezultat evolucije aerobnog metabolizma kod biljaka
(Apel & Hirt, 2004). ROS forme predstavljaju jedinjenja, atome, molekule ili jonske grupe atoma i
molekula, koji sadrze jedan ili vise ,,aktiviranih“ oblika molekulskog kiseonika, ali ne moraju uvek
biti u formi slobodnih radikala. Slobodni radikali su jedinjenja koja su nezavisna i imaju nespareni
elektron (Demidchik, 2015). Neki od slobodnih radikala su superoksid anjon-radikal (O2*),
hidroperoksil-radikal (HO2*®), hidroksil-radikal (*OH), lipidni peroksil-radikal (LOO®), alkoksil-
radikal (RO*®). Vodonik-peroksid (H20) i singletni kisonik (*O2) su predstavnici neradikalskih ROS
molekula (Hasanuzzaman et al., 2020). Prisustvo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u ¢eliji je regulisano
mehanizmima enzimskog i ne-enzimskog sistema antioksidativne zastite. Superoksid-dismutaza
(SOD), katalaza (CAT), askorbat-peroksidaza (APX), glutation-reduktaza (GR), glutation-
peroksidaza (GPX), su samo neki od predstavnika enzimskog odgovora na oksidativni stres
(Hasanuzzaman et al., 2020). Najvazniji enzimski antioksidanti pokazuju afinitet prema specifi¢énim
ROS molekulima i prikazani su u Tabeli 1 (Das & Roychoudhury, 2014). Komponente ne-enzimskog
mehanizma deluju nespecificno na ROS, a pripadaju im: askorbinska kiselina (AsA), glutation
(GSH), fenoli, fenolne kiseline, alkaloidi, flavonoidi, karotenoidi, prolin i tokoferol (Das &
Roychoudhury, 2014).

Tabela 1. Lista enzima antioksidativnog sistema sa funkcijama i ¢elijskom lokalizacijom. AsA- askorbinska kiselina;
DHA - dehidroaskorbinska kiselina; NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat ; NADP - Nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat; GSSG — oksidovani glutation (disulfid). Preuzeto i modifikovano iz publikacije Das & Roychoudhury,
2014.

Enzimski

antioksidanti Reakcija katalize Celiska lokalizacija

SOD Oy+2 Oy + 2H* — 2H,0; + O, Per0k5|zor_n|, mitohondrije, citosol,
hloroplasti

CAT 2H,0; — O2+ 2H,0 Peroksizomi, mitohodnrije

APX H,0p+ AsA — 2H;0 + DHA Per0k5|zor_n|, mitohondrije, citosol,
hloroplasti

GR GSSG + NADPH — 2GSH + NADP* Mitohondrije, citosol, hloroplasti

GPX H,0, + DHA — 2H,0 + GSSG Mitohondrije, citosol, hloroplasti,

endoplasmati¢ni retikulum




U uslovima kada se organizam nalazi u homeostazi, kada je niska ili umerena koncentracija ROS,
ovi molekuli predstavljaju signal za regulaciju metabolizma, pokre¢u ekspresiju gena koji su
odgovorni za antioksidativnu zastitu i uti¢u na aklimatizaciju na novonastale sredinske faktore (Singh
et al., 2019). Takode, ROS forme kao sekunardni glasnici uti¢u na fundamentalne bioloske procese,

kao $to su diferencijacija, proliferacija, polarnost, odgovor na gravitropizam i ¢elijsku smrt
(Demidchik, 2015).

Nepovoljni uslovi zivotne sredine uticu na povecanu produkciju reaktivnih kiseoni¢nih formi u
mnogim ¢elijskim organelama, pa je za odrzavanje Celijske homeostaze neophodno da postoji
ravnoteza u produkciji i odstranjivanju ROS molekula. Oksidativni stres je odgovor na stresne faktore
sredine koji ostecuje ¢elijske komponente izazivajuéi: lipidnu peroksidaciju, destrukciju nukleinskih
kiselina i proteina, kao i narusavanje metabolizma ugljenih hidrata; $to moze dovesti do disfunkcije
i smrti ¢elija (Hasanuzzaman et al., 2020).

Oksidacija lipida

Indikator oksidativnog stresa je oksidacija lipida, ¢iji je drugi termin lipidna peroksidacija.
Lipidna peroksidacija je lancana reakcija u kojoj nastaju lipid-radikali i koja dovodi do oStecenja u
fosfolipidnom sloju membrana ¢elija i organela, naruSavajuéi njihovu ulogu. Sastoji se iz tri faze:
inicijacija, propagacija i terminacija (Gaschler & Stockwell, 2017). Polinezasi¢ene masne Kiseline
dugog lanca sa vise od jedne dvostuke veze, kao i fosfolipidi, su najpodloznije oksidaciji. Faza
inicijacije predstavlja reakciju izmedu ROS formi i metilenske grupe masnih kiselina:

L-H + OH" — L’ (Lipid alkil radikal) + H-0O,
L*+ O, — L-OO" (Lipid peroksil radikal).

Nastali lipid-peroksil radikali imaju sposobnost da propagiraju lipidinu peroksidaciju izdvajanjem
vodonika iz bo¢nog lanca susedne masne kiseline:

L-OO" + L-H — L-OOH (Lipid hidroperoksid) + L".

Lanéana reakcija peroksidacije se nastvlja u smeru reakcije sa redukovanim metalima (Fe?* i Cu®)
gde se formiraju lipid alkoksil radikali. U fazi terminacije dolazi do medusobne reakcije derivata lipid
radikala i pri tome nastaju lipid dimeri. Takode, lipid hidroperoksidi mogu formirati sekundarne
reaktivne vrste kao §to su lipid alkoksil radikali, aldehidi, alkeni, lipid epoksid i alkoholi (Das &
Roychoudhury, 2014). Malonaldehid je jedan od reaktivnih aldehida, odnosno krajnjih agresivnih
produkta lipidne peroksidacije (Gaschler & Stockwell, 2017). Ovo jedinjenje je izuzetno toksi¢no za
¢eliju 1 predstavljaja marker oksidativnog stresa, koji se lako detektuje esejem sa tiobarbituratnom
kiselinom ili metodom baziranoj na masnenoj spektormetriji za identifikaciju pojedinacnih
oksidovanih lipida (Hodges et al., 1999; Jorge et al., 2016).

Oksidacija proteina

Proteini su glavne mete oksidativnog stresa kod mnogih bioloskih sistema usled njihove opste
zastupljenosti u svim kompartmanima unutar ¢elije, kao i van nje (Davies, 2005). Oksidacija proteina
dovodi do njihovih konformacionih promena tj. strukturnog odmotavanja i gubitka funkcije, $to kao
posledicu ima remecenje specificnih metabolickih puteva ili struktura u kojima ucestvuju
(Demidchik, 2015). Akumulacija oksidovanih proteina dovodi do stvaranja toksi¢nih proteinskih
agregata koji oStecuju celije, a mogu dovesti i do programirane ¢elijske smrti (Avery, 2011). Utvrdeno
je da su odredeni aminokiselinski ostaci izuzetno osetljivi na oksidativne modifikacije, narocito
cistein, treonin, triptofan i histidin (Droge, 2002). Direktne modifikacije dovode do nitrozilacije,
karboksilacije, formiranje disulfidnih mostova i glutationilacije (Das & Roychoudhury, 2014).
Neradikalski prooksidativni molekuli izazivaju manja oSte¢enja u proteinima, dok je oksidativna
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modifikacija proteina slobodnim radikalima brza i rezultira ve¢im oSte¢enjima proteinske strukture
(Davies, 2005). Modifikacije mogu biti ireverzibilne i njihov rezultat je nefunkcionalnost proteina,
ili reverzibilne 1 njima podleZzu enzimi antioksidativne zastite koji imaju ulogu u redoks regulaciji
(Anjum et al., 2015). Oksidovani proteini su targeti za proteoliticku digestiju od strane ubikvitin-
proteaznog sistema za degradaciju (Das & Roychoudhury, 2014).

Uloga vodonik-peroksida u oksidativnom stresu

Vodonik-peroksid (H202) je najstabilnija ROS forma, koja se neprekidno stvara kao
bioprodukt aerobnog metabolizma. Kod biljaka, glavni izvor H>O> u ¢eliji su organele sa visokim
nivoom aktivnosti oksidativnog metabolizma kao $to su peroksizomi, hloroplasti, mitohodrije i
endoplazmati¢ni retikulum (Demidchik, 2015). Peroksizomi i hloroplasti akumuliraju 30-100 puta
vise H202 u poredenju sa mitohondrijama (Saxena et al., 2016). H.O nastaje tokom redukcije
molekularnog kiseonika (O2) u superoksid anjon (O2"") (Sutherland, 1991). Ovaj molekul ima kratak
zivotni vek u tkivu (>1 s) zbog brzog delovanja antioksidativnih komponenti, kao Sto su katalaza i
peroksidaza. Takode, deo H20: brzo difunduje van Celije preko akvaporina u ¢elijskoj membrani. Za
razliku od citosola koji je visoko redukovana sredina, ekstracelularna sredina je kisela i zbog odsustva
antioksidativnih enzima, koji reguliSu koncentraciju ROS formi, dolazi do akumulacije H202 u
apoplastu i indukcije oksidativnog stresa. H.Oz, koji je sintetisan u apoplastu, je produkt aktivnosti
NADPH oksidaza i ekstracelularnih peroksidaza klase Il u prisustvu O2"/HO™. U uslovima
oksidativnog stresa H2O. indukuje proces programirane celijske smrti (Saxena et al., 2016).
Neophodno je napomenuti da je uloga H202 u ¢eliji dualne prirode. Pored uloge u oksidativnom
metabolizmu i oksidativnom stresu, ukljucen je u signalne puteve vezane za razvice biljaka, kao $to
su razvic¢e korenovih dlaka, diferencijacija ksilema, izgradnja celijskog zida i1 kontrola izgradnje
¢elijskog zida stoma (Saxena et al., 2016).

1.1.1. Oksidativni stres izazvan metil-viologenom

Metil-viologen (MV; N,N'-dimetil-4,4'-bipiridinium dihlorid) je glavni sastojak herbicida
parakvata. MV deluje na pojac¢anu produkciju ROS formi u fotosistemu I. Kao akceptor elektrona,
MV blokira proces fotosinteze tako §to sa kraja elektron transportog lanca u fotosistemu |
preusmerava elektron i redukuje O2do O2™, ¢ime inicira genezu unutarcelijskih toksi¢nih kiseoni¢nih
formi. Rezultat delovanja MV se ogleda u nedostataku NADPH i inhibiciji fiksacije CO>, sto
onemoguc¢ava normalno funkcionisanje hloroplasta usled razaranja tilakodinih membrana (Véaradi et
al., 2000). Takode, MV izaziva produkciju ROS u endoplazmati¢nom retikulumu i mitohondrijama
(Dodge, 1993).

1.1.2. Oksidativni stres izazavan UV radijacijom

Vaskularne biljke su tokom evolucije razvile mnoge fizioloSke procese koji su zavisni od
suncevog zracenja, kao Sto su: klijanje, morfogenetske promene, razvice stoma, cirkadijalni ritam,
cvetanje i mnoge druge (Nawkar et al., 2013). Suncevo zracenje Cini spektar razli¢itih talasnih duzina
elekromagnentnog zracenja, a koje obuhvata i ultraljubiCasto zracenje (UV, 200-400 nm),
fotosintetsko aktivno zracenje vidljivog dela spektra (PAR, 400-700 nm) i infracrvenu svetlost (IR,
700-780 nm) (Nawkar et al., 2013). UV elektromagnetno zracenje se sastoji 0d UV-A (talasne duzine
315-400 nm), UV-B (280-315 nm) i UV-C (200- 280 nm) (WHO, 2016). Ozon apsorbuje deo UV-B
I kompletno UV-C zracenje, a UV-A zracenje u potpunosti stize do povrsine Zemlje. lako su biljke
zavisne od sunéeve svetlosti, jak intenzitet svetlosti ima negativan efekat na biomakromolekule u
biljnoj ¢eliji. Ostecenja koja nastaju usled prekomernog zracenja su posledica akumulacije ROS formi
i oksidativnog stresa (Banas et al., 2020). Intenzitet UV zrac¢enja u velikoj meri zavisi od atmosfere
Zemlje 1 drugih faktora, kao §to su ugao padanja Suncevih zraka, stanje ozonskog omotaca, godisnje
doba, deo dana, geografska Sirina, pokrivenost oblacima itd. (Nawkar et al., 2013).
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Slika 1. Fotoprodukti koji nastaju usled delovanja UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm) i UV-C (100-280
nm) zracenja na DNK molekul. Kontinuiranom linijom je predstavljen nivo oste¢enja DNK; isprekidanom linijom je
oznacen nivo apsorbcije UV. CPD -ciklobutan pirimidin dimeri; 8-oxo0-dG - 7,8-dihidro-20-deksiguanozin; SSB —
jednolancani prekidi DNK (od eng. single strand breaks); DSB — dvolanc¢ani prekidi DNK (od eng. double strand
breaks). Preuzeto i modifikovano iz publikacije Banas et al., 2020.

Iako ne dolazi do povrSine Zemlje, pokazano je da UV-C zrafenje ima izuzetno Stetan efekat na
vaskularne biljke na nivou hloroplasta, mitohondrija, membrana, proteina i DNK molekula.
Negativan efekat se odrazava kroz inhibiciju funkcionisanja mitohondrija i hloroplasta, kao i
povecanog formiranja ROS formi. Direktna meta radijacije UV-C su oksidovani plastokinoni u
fotosistemu II, gde na talasnoj duzini 250-260 nm dolazi do njihove totalne destrukcije (Urban et al.,
2016). Na istoj UV talasnoj duzini, mitohondrije gube transmembranski potencijal i indukuje se
produkcija ROS formi, gde je krajnji rezultat programirana Celijska smrt (Urban et al., 2016). Takode,
pod uticajem intenzivnog UV zraCenja nastaju promene na nivou same strukture svih proteina, koje
uti¢u na njihovu funkciju, aktivnost i protein-protein interakcije (Banas et al., 2020). Sli¢no velikim
dozama UV-B i UV-C zracenje, ima mutageno dejstvo formirajuci dimere pirimidina - ciklobutan
pirimidin dimer (CPD) i pirimidin (6,4) pirimidon dimer (6,4 PP). UV-C uvodi i dvolan¢ane prekide
u molekulu DNK, ali ¢e$ce uti¢e na formiranje fotoprodukata (Yao et al., 2011). Nivo osSte¢enja koja
nastaju u molekulu DNK pod uticajem razli¢itih tipova UV se mogu videti na Slici 1. Nastale DNK
lezije pod uticajem UV-C su 10° puta veée u poredenju sa radijacijom UV-A (Bana$ et al., 2020). U
cilju o¢uvanja geneticke informacije i stabilnosti genoma, u ¢eliji postoje mehanizmi popravke
fotoprodukata koji su podeljeni na mehanizme zavisne od svetlosti i one koji to nisu. Fotoliaze su
enzimi koji ucestvuju u reparacionom sistemu fotoreaktivaciji, odsnosno fotoreparaciji, i za Ciju
aktivaciju je neophodna energija svetlosti. Mehanizmi nezavisni od svetlosti pripadaju tamnoj fazi
reparacije i to su nukleotidna eksciziona reparacija, bazna eksciziona reparacija i mismatch popravka
(Gill et al., 2015).

1.2. Protein DSS1

Uz dobro poznate komponente antioksidativnog sistema, primeceno je da su proteini velike
porodice prirodno neuredenih proteina (eng. IDP - an intrinsically disordered protein) takode
nepohodni za adekvatan odgovor biljaka na stres. IDP su visoko zastupljeni u proteomu eukariota.
Biljni IDP imaju klju¢nu ulogu u biologiji biljaka i uglavnom su spona izmedu brojnih unutar¢elijskih
regulatornih signala ili signala spoljasnje sredine. DosadaSnja istrazivanja su pokazala da ovi proteini
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imaju znacajnu ulogu u abiotickom stresu, regulaciji transkripcije, percepciji svetlosti 1 razvicu
biljaka (Sun et al., 2013).

Protein DSS1 (od eng. deletion of split hand/split foot 1) je mali, kiseo i visoko konzervisan
eukariotski protein. DSS1 pripada velikoj familiji prirodno neuredenih proteina, koji u formi
slobodnog proteina nema definisanu trodimenzionalnu strukturu. Uprkos izostanku 3D strukture,
neuredeni proteini ucestvuju u funkcionisanju ¢elije i doprinose stabilnosti bioloskih kompleksa
uglavnom kao regulatorne komponente, $to je pokazano i kod proteina DSS1 (Van Der Lee et al.,
2014). DSS1 je multifunkcionalan protein koji u¢estvuje u razli¢itim biolo§kim procesima, gde stupa
u interakciju sa komponentama mnogobrojnih proteinskih kompleksa. Kada se ovaj fleksibilni protein
veze za partner-proteine, on biva fiksiran i zadobija kona¢nu trodimenzionalnu konformaciju.

Humani DSSI, ili drugacije SHFM1 (od eng. split hand/split foot malformation type 1), je
otkriven tokom karakterizacije razvojnog poremecaja ektrodaktilije, odnosno malformacije kod koje
dolazi do odsustva ili fuzije pojedinih prstiju Sake i stopala (Crackower et al., 1996). Ortolog
humanog DSS1, Seml (od eng. suppressor of exocyst mutations 1), je izolovan iz Ccelija
Saccharomyces cerevisiae kao supresor razli¢itih mutacija u multiproteinskom kompleksu koji je
neophodan za egzocitozu (Jantti et al., 1999; Marston et al., 1999). Ubrzo nakon toga, otkriven je i
okarakterisan dss1 mutant kod Ustilago maydis, koji pokazuje izuzetnu osetljivost na zraenje i
poremecaj u rekombinaciji (Kojic et al., 2003). Prvi animalni model organizam kod koga je mutiran
dssl gen i pokazana njegova uloga u oogenezi, embriogenezi i razvi¢u larve je Caenorhabditis
elegans (Pispa et al., 2008).

Molekulska masa proteina DSS1 je 7 — 9 kDa, a duzina njegovog polipeptidnog lanca varira u
rasponu od 70 do 90 aminokiselina u razli¢itim organizmima ViSestrukim poravnanjima
aminokiselinske sekvence ortologa DSS1 je pokazan izuzetno visok nivo homologije izmedu gljiva,
biljaka, Zivotinja i ljudi (Slika 2). Izmedu miSa, pacova i ¢oveka podudaranje u aminokiselinskoj
DSS1 sekvenci je 100% (Yang et al., 2002). Pokazano je da je region dug petnaest aminokiselina
proteina DSS1, koji je kompletno konzervisan kod mnogih vrsta, funkcionalno znacajan za
interakciju sa drugim proteinima (Y. Zhang et al., 2014). Sekundarna struktura DSS1 sadrzi jednu
tranzijentnu a-zavojnicu na C-terminalnom kraju i dva kisela konzervisana regiona (Le et al., 2020;
Schenstrgm et al., 2018).
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Slika 2. Poravnanje proteinskih sekvenci DSS1 iz razli¢itih vrsta. Kod ¢oveka - HsDSS1 (Q13437); misa - MmDss1
(Q13437); pacova - RnDss1 (D3ZHW9); zebra ribice - DrDss1 (Q7ZU84); Zabe - XIDss1 (Q66KWS8) i XtDss1
(Q28EZ1); voéne musice - DmDss1 (Q9VM46); arabidopsisa - AtDss1 (Q9XIR8); kvasca - ScSem1 (094742) i
valjkastog crva - CeDss1 (Q95Y72). Najvisi i svetlo zuti delovi na conservation histogramu predstavljaju visoko

konzervisane regione aminokiselinske sekvence. Preuzeto iz publikacije Zhang et al., 2014.

Rezultati prethodnih istrazivanja ukazuju da DSS1 deluje na nivou protein-protein i protein-
DNK interakcija kroz modulaciju proteinskih kompleksa (Kragelund et al., 2016; Le et al., 2020;
Schenstrem et al., 2018). On ucestvuje u formiranju kompleksa ukljuéenih u raznovrsne bioloske
mehanizme kao $to su popravka DNK, degradacija proteina, eksport i splajsovanje iRNK, itd. (Slika
3) (Kragelund et al., 2016; Schenstrgm et al., 2018).
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Slika 3. Sematski prikaz neuredene 3D strukture slobodnog proteina DSS1 i njegovih partner-proteina.
Preuzeto iz publikacije Schenstregm et al., 2018.

1.2.1. Uloga DSS1 u homolognoj rekombinaciji

U reparaciji dvolancanih prekida u molekulu DNK, koja je posredovana homolognom
rekombinacijom (HR), sisarski DSS1 je partner medijatoru BRCA2 (od eng. breast cancer type 2
susceptibility). Protein BRCA2 je takode evolutivno konzervisan od gljiva do sisara, $to ukazuje na
univerzalnost ovog tipa reparacije DNK u prirodi. U ovom procesu, DSS1 je neophodan za pravilnu
aktivnost proteina BRCAZ2, tako §to blokira njegovu multimerizaciju 1 stabilizuje BRCA2 monomer
na jednolan¢anoj DNK (Le et al., 2020). Jedna od glavnih uloga BRCA2 je njegovo vezivanje za
procesovani dvolancani prekid 1 postavljanje rekombinaze RADS51 na jednolan¢anu DNK, ¢ime se
omogucava formiranje nukleoproteinskog filamenta, tj. polimerizacija RADS51 u filament (Mishra et
al., 2022). Naime, DSS1-BRCA2 kompleks uklanja filamente RPA (od eng. the replication protein
A) sa jednolan¢ane DNK, koja je nastala obradom dvolanc¢anog prekida egzonukleazama, i na njihovo
mesto postavlja RADS1. RADS1 je rekombinaza koja omoguc¢ava invaziju homolognih partner
lanaca DNK (Kristensen et al., 2010; Liu et al., 2010; Mishra et al., 2022; Zhao et al., 2015). Ova
strategija popravke oSteenih molekula DNK je jedna od najznacajnijih u ocCuvanju integriteta
genoma (Marston et al. 1999).

1.2.2. Interakcija proteina DSS1 i proteina sa PClI domenom

Na nivou mehanizama post-transkripcione i proteinske regulacije u ¢eliji, u in vivo i in vitro
studijama je pokazano da DSS1 ostvaruje veliki broj interakcija sa proteinima koji sadrze PCI domen
(Kragelund et al., 2016; Schenstrgm et al., 2018). Termin PCI je proistekao iz naziva tri kompleksa:
26S proteazoma, COP9 signalozoma (CSN) i elF3 kompleksa (eukariotski translacioni inicijacioni
factor 3) (Hofmann & Bucher, 1998). Subjedinice ,,kape* 26S proteazoma i sve ostale subjedinice
druga dva kompleksa sadrze PCI domen koji ima ulogu u stabilizaciji protein-protein interakcija.
Inace, CSN kompleks je biohemijski i prostorno povezan sa ubikvitin-proteaznim proteolitickim
putem (Kim et al., 2001).

Kompleks elF3

Eukariotski translacioni inicijacioni fakor 3 je centralna komponenta proteinske mreze faktora
za sintezu proteina (Hinnebusch, 2006). Kompleks elF3 stimuliSe regrutovanje metionil-tRNK i
IRNK ka 40S ribozomalnoj subjedinici u procesu inicijacije translacije. Na modelu
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Schizosaccharomyces pombe je pokazano da Dssl intereguje sa subjedinicama elF3a, elF3c i elF3m
koje poseduju PCI domen. Ove interakcije su o¢ekivane, s ozbirom na blisku prostornu organizaciju
kompleksa elF3 i proteazoma, kao i njihovu ulogu u metabolizmu proteina (Kragelund et al., 2016;
Pick et al., 2009; Schenstrgm et al., 2018).

Kompleks Csn12 i TREX-2

Kao Siroko rasprostranjeni uc¢esnik u raznim kompleksima, pretpostavlja se da je Sem1 (Dssl)
kvasca deo i dva strukturno povezana dinami¢na kompleksa sa razdvojenim funkcijama u
procesovanju iRNK. Jedan od njih je ternarni kompleks Thp3-Csn12-Seml za transkripcionu
regulaciju, koji posreduje u splajsovanju pre-iRNK. Protein Thp3 se povezuje sa binarnim
kompleksom Csnl12-Seml gde je Seml Cvrsto vezan samo za subjedinicu Csnl12 (od eng. Cop9
signalosome complex subunit 12) (Faza et al., 2009; Kragelund et al., 2016; Pick et al., 2009;
Schenstregm et al., 2018). Drugi ve¢i kompleks ima ulogu u eksportovanju iRNK, odnosno kompleks
NCP (nuklearne pore) - TREX-2 (asocirane sa kompleksom transkripcionog-eksporta-2). U
navedenom kompleksu, Sem1 ima funkciju u stabilizaciji veze izmedu Sac3-Thpl ¢ime doprinosi
sklapanju TREX-2 kompleksa. U S. cerevisiae je detektovano da se Seml primarno vezuje za
subjedinicu Thpl, §to je pokazano i u humanim ¢elijama izmedu humanog homologa Sem1 (DSS1)
i Thpl (PCID2, od eng. PCI domain-containing protein 2) (Faza et al., 2009; Kragelund et al., 2016;
Schenstrgm et al., 2018).

26S proteazom

Glavno mesto degradacije unutraéelijskih proteina je 26S proteazom, kojeg grade 20S
proteoliti¢ko jezgro sa ATP-aznom funkcijom i dve 19S ,kape“ koje predstavljaju regulatorne
partikule pozicionirane na krajevima jezgra (Voges et al., 1999). Supstrat proteazoma ¢ine proteini
koji su ciljano konjugovani sa ubikvitinskim lancem, a prepoznati su od strane Rpn10 i Rpn13 (od
eng. regulatory particle non-ATPase 10/13), regulatornih subjedinica 19S ,kape“. Takode je
pokazano je da i Dssl ima funkciju ubikvitin vezujuéeg receptora (Paraskevopoulos et al., 2014).
Ubikvitin vezuju¢a mesta u proteinu DSS1 su karakteristi¢na po nizu kiselih 1 hidrofobnih ostataka.
Izmedu ostalog, detektovano je da mutacije u genu DSS1 koje obuhvataju lizine (K48 1 K63) u okviru
ubikvitin-vezujuéih mesta izazivaju nagomilavanje ubikvitinovanih proteina i posledi¢no dovode do
velikih ¢elijskih oSte¢enja (Paraskevopoulos et al., 2014).

Kao najmanja regulatorna i strukturna subjedinica 26S proteazoma, Dss1 pored ubikvitin-
vezujuce aktivnosti ucestvuje i u pravilnom sastavljanju proteazoma. Dss1 predstavalja regulatornu
subjedinicu 19S ,kape® proteazoma 1 doprinosi njegovoj stabilnosti tako S$to uspeSno regrutuje
subjedinice Rpn3 i Rpn7, koje inace imaju nizak afinitet jedna prema drugoj (Kragelund et al., 2016;
Reed et al., 2022; Tomko & Hochstrasser, 2014). Iako je potpuno sklapanje proteazoma moguce i u
odsustvu Dss1, proteoliticka aktivnost ovakvog proteazoma je nepotpuna. Dss1 je tokom proteolize
neophodan za finu modulaciju Rpn7 u procesu efikasnog ATP-zavisnog odmotavanja supstrata (Reed
etal., 2022).

1.2.3. Proces DSSilacije oksidovanih proteina

Pored spomenutih dobro proucenih uloga proteina DSS1 u izgradnji proteazoma i
prepoznavanju poliubikvitinskog lanca, u in vitro eksperimentima na humanim ¢elijskim linijama je
otkrivena 1 njegova funkcija u specificnom prepoznavanju oksidovanih proteina. Tokom
oksidacionog stresa dolazi do visoke produkcije 1 nagomilavanja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta Sto
dovodi do oksidativnog oStecenja svih biomolekula, pa i proteina. U oksidativnhom stresu, DSS1 ima
ulogu u obelezavanju oksidovanih proteina i iniciranju njihove degradacije kroz ubikvitin-proteazni
sistem. Ovakav tip post-translacione modifikacije proteina, posredovan proteinom DSS1, koji vodi
ka prepoznavanju, obeleZavanju i uklanjanju oksidovanih proteina je nazvan DSSilacija (Y. Zhang et
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al., 2014). Pokazano je da je ovaj mehanizam ATP-zavisan i da se DSS1 kovalentno vezuje za
proteine oStecene u oksidativnom stresu. Nastali markirani produkti (DSS1-protein) bivaju dalje
prepoznati i ubikvitinovani od strane ubikvitin-ligaze E3, a zatim degradovani u 26S proteazomu. Za
sposobnost vezivanja DSS1 za ciljne proteine su kljuéne 4 aromaticne aminokiseline na
konzervisanim pozicijama (triptofan- W27, W39, W43 i fenilalanin- F52). Mutacije ili zamene ovih
aminokiselina dovode do gubljenja sposobnosti DSS1 da se veze za osteéene proteine. S obzirom na
tu ¢injenicu, postoji mogucénost da je obelezavanje DSS1 proteinom u uslovima oksidativnog stresa
evolutivno konzervisan mehanizam kod eukariota. Bioloski smisao postojanja DSSilacije je jo§ uvek
nedovoljno ispitan, ali se pretpostavlja da predstavlja dodatni mehanizam u proteastazi i prevenciji
od citotoksi¢nog delovanja proteinskih agregata (Y. Zhang et al., 2014).

Sredinski stresori P ATP
(UV svetlo, hemikalije, susa...) {f + \

Oksidovan DSS1 ADP+ Pi

protein
DSSilacija
\ protciry
Celija @
El1,E2
E3
Ubikvitinacija
—
Degradacija

268 proteazom

Slika 4. PredloZeni mehanizam Dssilacije. Modifikovan prikaz mehanizma predlozenog u publikaciji Zhang
et al., 2014, kreiran pomoc¢u programa BioRender (https://www.biorender.com/).

1.2.4. Protein Dss1 u gljivi Ustilago maydis

Ustilgo maydis, mehurasta gar, pripadnik razdela Basidiomycota, je patogena gljiva koja
inficira kukuruz (Zea mayis) izazivajuéi velika oStecenja klipa, a samim tim smanjenje prinosa
(Christensen, 1963; Mendgen & Hahn, 2002). Poseduje genom koji je u poredenju sa drugim gljivama
koje su patogeni biljaka manji, veli¢ine 20,5 Mbp, organizovan u 23 hromozoma (Kémper et al.,
2006; Meksem et al., 2005). U. maydis je jednocelijski eukariotski model sistem na kom je britanski
naucnik Robin Holidej postulirao mehanizam homologne rekombinacije (Holliday, 1974). Danas
predstavlja pogodan model sistem za molekularno-geneticke i morfoloske analize (K&mper et al.,
2006).

U. maydis je dobar model organizam u istrazivanjima koja se bave odgovorom i adaptacijama
na mnogobrojne nepovoljne abioticke faktore u toku saprofitske i biotrofne faze razvica. Tokom
zivotnog ciklusa, U. maydis je izlozen razli¢itim spoljasnjim uticajima kao Sto Su Smanjena
dostupnost hrane, vode, kiseonika i variranje temperature. Infekcija U. maydis inicira razvice
tumorskog tkiva i produkciju diploidnih spora, koje mejozom daju saprofitske haplodine ¢elije. U.
maydis se, za potrebe genetickih istrazivanja u laboratoriji, gaji u haplodinoj i diploidnoj formi.
Moguénost propagacije haploida znacajno olakSava molekularno-geneticke manipulacije na ovom
organizmu (Kamper et al., 2006). Ina¢e, U. maydis je poznat po visokoj toleranciji na ultraljubiasto
i jonizujuée zracenje (Steinberg & Perez-Martin, 2008), $to ga ¢ini pogodnim model sistemom za
izuCavanje popravki DNK ostecenja.

8


https://www.biorender.com/

Na U. maydis je pokazano da je visoko konzervisani protein UmDss1 funkcionalno povezan
sa ortologom humanog BRCAZ2, Brh2. U. maydis mutant Adss! (Umdssl) je visoko osetljiv na
zracenje, ima poremecenu rekombinaciju, narusenu stabilnost genoma i nema sposobnost infekcije
biljke i samim tim ne produkuje spore. Ovakav fenotip je izrazeniji nego kod mutanata Arad51 i
Abrh2 kod kojih su deletirani Rad51 i Brh2 geni koji zajedno sa Dssl ¢ine esencijalni kompleks u
homolognoj rekombinaciji, §to ukazuje da Dss1 moze imati i druge éelijske funkcije pored regulacije
HR u U. maydis (Kojic et al., 2003; Kojic et al., 2005).

4 0 40000044 2004000 4006 00

UmDssl MSATSSNSQSIKPEAQSSKPTEDNKSSLPSLGALDEDDEFEEFDE-QDWNDAETDLSHLTAATSNALGAGVGLTMGASSASTGDHLWQD SWDDD TVE DDFSKALRAELDKQSSAPQAMST
HSDSS1 MS------—————————————— EKKQPVDLGLLEEDDEFEEFPA-EDWAGLDEDEDA- -~ == —======———————— e HVWEDNWDDDNVEDDFSNQLRAELEKHGYKMETS
AtDSSl MA----—-=——===———- AEPKAATAEVVKMDLF EDDDEFEEFEINEDWLEKEEVKEV - = === === === mm— e m e m— o m SQQOWEDDWDDDDVNDDFSRQLRKELENGTDKK
ScSeml TS ----- TDYAAAQAQSKI?LTKKKNEE IWSB@D!?@WI -DTWA!IIGETIKSNAV---- T —— -—'--TTQTNMEN"QDWEVDDDH'NELKABIDR KRENQ
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B e e 2 ) ey - - - -
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4 BRCA2-contacting HsDSS1 residues Identical in 3/4 orthologs

Slika 5. Poravnanje proteinskih sekvenci DSS1 iz U. maydis (UmDss1), ¢oveka (HsDSS1), A.thaliana (AtDSS1) i
S. cerevisiae (ScSem1). Zutom bojom su ozna&eni identi¢ni aminokiselinski ostaci. Crvenim dijamantima su oznacena
mesta interakcije HSDSS1 sa BRCAZ2. NarandZasti valjci predstavljaju a helikse, a strelice B ploce u sekundarnoj
strukturi HsDSS1. Preuzeto iz publikacije Kojic et al., 2003.

1.2.5. Protein DSS1 u biljci Arabidopsis thaliana

Sekvenciranjem genoma i anotiranjem sekvenci otkriveno je da genom vrste Arabidopsis
thaliana sadrzi dva visoko homologna gena DSS1(1) (pristupni br. AT1G64750) i DSS1(V) (pristupni
br. AT5G45010), koji su locirani na istoimenim hromozomima | i V (Slika 6). Gen DSS1(l) ¢ine tri
egzona, a razli¢itom obradom prekursora iRNK potencijalno mogu nastati tri splajs varijante (Slika
7). Izoforme iRNK oznacene AT1G64750.1 1 AT1G64750.2, koje se sastoje od dva egzona, razlikuju
se u sekvenci i duzini netranslatiraju¢eg regiona gena (UTR, od eng. an untranslated region) (Tabela
2) (Cheng et al., 2017). Medutim, trec¢a i najduza pretpostavljena splajs varijanta AT1G64750.3, koja
bi mogla biti kodirana sa tri egzona, eksperimentalno nije potvrdena u A. thaliana (Nikoli¢, 2016).
DSS1(V) sadrzi dva egzona i kodira jednu izoformu iRNK (Slika 8). Uporedivanjem transkripta gena
DSS1(I) i DSS1(V), uocena je sli¢nost koja iznosi 90,7% (Dray et al., 2006). DuZina proteina DSS1(1)
iznosi 74 aminokiseline, a njegovog homologa DSS1(V) 73 aminokiseline (Tabela 2) (Cheng et al.,
2017). Sekvence proteina DSS1 A. thaliana se 88% podudaraju sa sekvencama ortologa kod ¢oveka,
U. maydis i S. cerevisiae (Dray et al., 2006).

Chr1Chr2 Chr3 Chr4 Chr5

AT1G64750 AT5G45010

Slika 6. Sematski prikaz lokacije gena DSS1(1) i DSS1(V) u genomu A.thaliana.



Tabela 2. 1zoforme iRNK i proteina DSS1 u A.thaliana registrovane u bazama TAIR i UniProt. CDS — kodirajuca
sekvenca; AA — aminokiselina.

T - - . Pristupni DuZina
G Pristupni br. Broj Broj Izoforme  DuZina CDS  c¢DNK proteina
en introna IRNK gena(op)  (bp)  (bp) br.
gena egzona  in proteina (AA)
DSS1()1 1407 225 616 &
DSSL(I)  AT1G64750 3 2 DSSI()2 1325 225 624  QOXIRS 74
DSS1(1).3 1547 348 879 115
DSS1(V)  AT5G45010 2 1 DSS1(V) 1486 222 937 Q9FL96 73
24 052 500 24 053 000 24 053 500 24,
- { ———
AT1G64750.2
deletion of SUV3 suppressor 1(1)
+ I e ——
AT1G64750.3
deletion of SUV3 suppressor 1(l)
e ——

AT1GB4750.1
deletion of SUV3 suppressor 1(1)

Slika 7. Grafi¢ki prikaz tri pretpostavljene splajs varijante gena DSS1(l). Plavi pravougaonik — oznacava UTR
sekvencu; zuti pravouganik — egzon; linja — intron. Preuzeto i prilagodeno iz baze TAIR.

18,167,000 18,167,500 18,168,000

| -
" AT5G45010.1
" DSS1 homolog on chromosome V

Slika 8. Grafic¢ki prikaz gena DSS1(V). Plavi pravougaonik — ozna¢ava UTR sekvencu; Zuti pravouganik — egzon;
linja — intron. Preuzeto i prilagodeno iz baze TAIR.

Do sada je najbolje proucena uloga biljnih proteina DSS1 u o¢uvanju geneticke informacije
kroz HR reparaciju DNK Kkoja je posredovana proteinom BRCA2. U A. thaliana su identifikovane
dve izoforme ortologa BRCAZ2 proteina, koje imaju 94,5% medusobne slicnosti. DSS1(V) interaguje
samo sa AtBRCA2(V) proteinom, dok DSS1(I) uspostavlja vezu sa oba BRCA2(V) i BRCA2(IV)
(Dray et al., 2006). Druge studije su pokazale da su DSS1 proteini u A. thaliana nezavisno povezani
sa oba kompleksa TREX-2 i 26S proteazomom. Pretpostavlja se da DSS1 konekcija izmedu ova dva
velika kompleksa postoji u slucajevima kad je neophodno da se nadu u bliskom kontaktu (Lu et al.,
2010; Tian et al., 2012).

Navedene studije pokazuju da je prisustvo DSS1 neophodno kao spona u sklapanju gradivnih
blokova kompleksa u cilju stabilizovanja njihove arhitekture. Do sada nema dovoljno podataka koje
ukazuju da su DSSI1 i proces DSSilacije ukljuc¢eni u odgovor biljaka na oksidativni stres.

1.3. Primena genetickih manipulacija na bilinom model sistemu Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana je prvi, najbolje proucen i najsire koris¢en biljni model sistem za potrebe
istrazivanja u molekularnoj genetici, biljnoj fiziologiji, biohemiji i biologiji razvi¢a. A. thaliana je
zastupljen u naucnim ispitivanjima preko pet decenija. Kompletni genom A. thaliana, ekotipa
Columbia-0 (Col-0) je sekvenciran 2000. godine. Veli¢ina genoma A. thaliana iznosi 125 Mbp u
okviru koga je identifikovano 30000 gena, organizovanih u pet pari hromozoma (2n=10).
Sekvenciranjem kompletnog genoma A. thaliana, otvorio se put ka razvijanju razli¢itih pristupa u
cilju determinisanja funkcije gena (Initiative, 2000; Provart et al., 2016; Redei, 1975).

10



A. thaliana je niska, zeljasta, vaskularna, korovska biljka iz porodice Brassicaceae, koja
obuhvata veliki broj divljih, ali i kultivisanih vrsta/varijeteta koje se koriste u ishrani ili su znacajne
industrijske biljke. Ovu jednogodisnju biljku, poreklom iz Evroazije, prvi put je opisao Johannes Thal
u 16. veku na padinama planine Harc u Severnoj Nemackoj. Srpski nau¢nik Josif Panci¢ joj je dodelio
ime uro¢njak (Neskovi¢ et al., 2010). A. thaliana je kolonizator i pionirska biljka osiromasenih,
stenovitih predela u senci. Danas se A. thaliana moze naci i u nekim delovima Severne Amerike
(Mitchell-Olds & Schmitt, 2006). Najblize sestrinske vrste A. thaliana, koje su takode dobro poznate
u nau¢nim istrazivanjima su A. lyrata, A. arenosa i A. croatica (Koch & Matschinger, 2007).

Osobine A. thaliana zbog kojih je postao univerzalni referentni model organizam u
istrazivanjima u oblasti molekularne biologije i fiziologije biljaka, jesu: kratak Zzivotni ciklus,
sposobnost samooprasivanja, veliki broj semena iz velikog broja formiranih ¢aura, dobro anotiran
genom, jednostavno uzgajanje i dobro razvijene metode za geneti¢ku transformaciju. Zivotni ciklus
biljke od klijanja do cvetanja i formiranja zrelog semena traje 6 do 8 nedelja. Biljku A. thaliana
odlikuje kompaktna rozeta malih listova, pozicionirana u samom dnu stabla, tik iznad povrSine
zemlje. Semena arabidopsisa su dugoZiveca 1 visoko vijabilna u poredenju sa semenima njenih
srodnika, §to omogucava Cuvanje semena u duzem vremenskom periodu uz ocuvanje klijavosti.
Ovakve osobine olak$avaju istrazivanja u genetici, genetickoj manipulaciji, kao i identifikaciji,
selekciji i propagaciji transgenih linija ili linija mutanata (Kramer, 2015).

1.3.1. Transformacija A. thaliana posredstvom Agrobacterium tumafaciens

Efikasna geneticka transformacija A. thaliana se izvodi dobro poznatom i standardnom
metodom posredovanom bakterijom Agrobacterium tumefaciens (Clough & Bent, 1998).
Agrobacterium tumefaciens nastanjuje zemljiSte i patogen je dikotila koji izaziva tumore tkiva biljaka
u blizini mesta infekcije (Hellens et al., 2000). Ovaj tip geneticke transformacije se deSava i spontano
u prirodi tako §to bakterija prebacuje segment iz svog Ti plazmida (od eng. Tumor-inducing plasmid)
odnosno T-DNK region (od eng. transferred DNA) u biljnu ¢eliju, koji se ugraduje u genom biljke
(Meyerowitz & Pruitt, 1985). Ovaj region je na svojim krajevima omeden levim i desnim
grani¢nikom (LB — left border; RB —right border) duzine oko 25 bp, koji su promenjeni i prilagodeni
u naucne svrhe, a imaju ulogu u integraciji u genom biljke (O'Malley et al., 2015). Sekvenca izmedu
spomenutih grani¢nika moZe biti zamenjena sekvencom od interesa koja kao takva biva integrisana
u genom domacina (Wang et al., 1984). Naucnici su razvili mnogobrojne strategije za uvodenje strane
DNK sekvence u T-DNK region. Jedna od najzastupljenijih i najuspesnijih strategija je manipulacija
binarnim vektorima koje karakteri$e odsustvo gena virulencije (Gelvin, 2003). Geni virulencije (vir),
koji su odgovorni za transfer T-DNK i nalaze se prirodno u Ti-plazmidu, su razdvojeni u sistem
binarnih vektora za potrebe povecane efikasnosti transformacije 1 lakSe manipulacije. Tako su T-
DNK i geni vir razdvojeni u zasebne plazmide u istoj celiji A. tumefacins. Takode, iz T-DNK
sekvence su izbaCeni onkogeni Cime je spreceno formiranje tumora u zaraZzenim biljkama, a
bakterijski sojevi koji nose takve plazmide su ,,razoruzani*. Danas postoji velika ponuda sofisticiranih
i specijalizovanih kako T-DNK binarnih vektora, tako i ,,razoruzanih® sojeva A. tumefaciens koji nose
vir plazmide (Brenda G. Leicht, 2008; Hellens et al., 2000; Lee & Gelvin, 2008).

1.3.2. T-DNK inserciona mutageneza

Jedna od brzih i lako dostupnih strategija za ispitivanje funkcije gena, jeste upotreba velike
kolekcije komercijalno dostupnih linija mutanata A. thaliana koje su u manjoj ili vecoj meri
morfoloski i funkcionalno okarakterisane i nose T-DNK inserciju. Preko dve decenije ovakva
kolekcija semena ima znacajnu primenu u bioloskim istrazivanjima na biljakama nudeci sveukupno
700000 transgenih linija A. thaliana (Pucker et al., 2021). Centralni alat u kreiranju velike kolekcije
semena je T-DNK nasumicna inserciona mutageneza posredovana A. tumefaciens pomocu
transfomacije na visokoj skali, pri ¢emu se T-DNK fragmenti pozicioniraju nasumic¢no u genomu A.
thaliana. T-DNK inserti su veli¢ine od 5-25 kb i dovode do narusavanja funkcije gena ili regulatornih
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genskih elemenata u genomu (Radhamony et al., 2005). U okviru Laboratorije za genomsku analizu
na institutu Salk (The Salk Institute Genome Analysis Laboratory - SIGnAL), sekvenciranjem DNK
na velikoj skali se identifikuju tane lokacije mutacija u genomima transformisanih linija A. thaliana
(Brenda G. Leicht, 2008). Generisani stokovi semena su javno dostupni i ¢uvaju se u tri velika
najpoznatija centra. Jedan centar je Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC), u okviru
Drzavnog Univerziteta Ohajo koji vr$i distribuciju za Ameriku, drugi Nottingham Arabidopsis Stock
Centre (NASC) je za Evropski kontinent i RIKEN BioResource Research Center u Japanu, za Azijski
kontinent (Scholl et al., 2000; TAIR, 2023). Sveobuhvatna genomska baza podataka arabidopsisa sa
ponudom stokova transgenih semena i razli¢itih bioinformati¢kih alata je TAIR (The Arabidopsis
Information Resource) (Lamesch et al., 2012). TAIR je centralna platforma koja sadrzi pohranjene
podatke o anotiranim sekvencama, strukturama i funkcijama gena, metabolickim putevima,
obrascima ekspresije gena, stokovima semena i mapama genoma. Neke od poznatih kolekcija
mutanata sa definisanim mestima mutacija su SALK, GABI-KAT, SAIL i WISC linije biljaka
(O'Malley & Ecker, 2010). Pretrazivanje T-DNK kolekcije semena je moguce preko T-DNA Express
web sajta, koji nudi graficki prikaz gena i regiona genoma sa tatnom pozicijom T-DNK za datu
insercionu liniju (O'Malley et al., 2015; T-DNA Express).

1.3.3. CRISPR/Cas9 posredovana mutageneza

Sad ve¢ dobro poznat dvokomponentni alat za geneticku manipulaciju -  the Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR)/CRISPR-Associated protein 9 (Cas9)
system, je sredstvo za efikasnu i olakSanu modifikaciju genoma na precizan i predvidljiv na¢in. Ova
tehnologija se Siroko primenjuje od baketrija do sisarskih linja celija, a prilagodena je 1 za
modifikaciju genoma biljaka. CRISPR/Cas9 strategija ima veliki potencijal u biljnoj biotehnologiji
sa viSe aspekata, od ispitivanja funkcije gena do unapredivanja poljoprivrednih useva kroz pristup
reverzne genetike (Bortesi & Fischer, 2015; Feng et al., 2014; Ran et al., 2013).

CRISPR/Cas sistem je otkriven kao deo adaptivnog imunskog odgovora gram pozitivne
bakterije Streptococcus pyogenes. Ovaj imunski sistem individualne ¢elije podrazumeva integrisanje
delova genoma virusa ili plazmida u sopstvenu DNK i predstavlja memoriju koja ima funkciju u
zastiti od virusa i drugih mobilnih geneti¢kih elemenata (Gasiunas et al., 2012). CRSIPR/Cas sistem
se sastoji iz kratkih DNK sekvenci koje se ponavljaju kao grani¢nici izmedu unikatnih sekvenci (eng.
spacer) koje se perfektno poklapaju sa viralnom DNK i predstavljaju memorijski zapis prethodnih
infekcija. Nakon nove virusne infekcije dolazi do imunizacije domacdina, tako $to se viralna DNK
integriSe u obliku spejsera - ponovaka u CRISPR lokus, formiraju¢i memoriju i antivirusni sistem.
Tako se spejseri koriste kao matrica za crRNK (CRISPR RNK), za prepoznavanje viralnih DNK
elemenata i za njihovo uniStavanje. Aktivnost CRISPR sistema zahteva prisustvo CRISPR-
asociranog (Cas) gena, koji se uglavnom nalazi u blizini i kodira protein nukleazu koji je neophodan
u imunskom odgovoru (Gasiunas et al., 2012; Liu et al., 2015).

Naucnici su preuzeli i modifikovali CRISPR/Cas prirodni mehanizam u svrhu geneticke
manipulacije na razli¢itim organizmima. CRISPR/Cas predstavlja rutinsku i precizniju metodu u
poredenju sa prethodnim platformama za geneticku manipulaciju pomocu mesto-specifi¢énih
endonukleaza, kao $to su nukleaze sa cinkanim prstima (eng. zinc-finger nuclease - ZFN) i efektorne
nukleaze sli¢ne transkripcionom aktivatoru (eng. transcription activator-like effector nuclease -
TALEN) (Gaj et al., 2013). Sistem CRISPR/Cas ¢ini mesto specifi¢na endonukleaza tipa II, Cas9,
koja je udruzena sa oligonukleotidnim jednolan¢anim vodi¢em za prepoznavanje ciljane sekvence ili
gena - sgRNK (od eng. signle guide RNA). Kompleks Cas9/sgRNK prepoznaje ciljnu sekvencu DNK
(protospejser, dugacku oko 20 baznih parova), komplementarno se sparuje sa njom formirajuci
RNK/DNK heterodupleks. Uvodenje DNK dvolan¢anih prekida se odvija na 5’-kraju target sekvence,
nekoliko baznih parova uzvodno od PAM sekvence (od engl. a protospacer-adjacent motif). PAM
sekvenca sadrzi 5°-NGG-3’°, gde N predstavlja bilo koji nukleotid. PAM region je neophodan za
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pravilno pozicioniranje Cas9-sgRNA (Liu et al., 2015; Ran et al., 2013). Nastali dvolan¢ani prekidi
indukuju c¢elijske mehanizme popravke: mehanizam sklon greSskama - nehomologno spajanje
dvolanc¢anih krajeva - NHEJ (od eng. non-homologous end joining) i mehanizam precizne popravke
na osnovu matrice - homolognu rekombinaciju. Izbor izmedu ova dva nacina popravke zavisi od
dostupnosti DNK strukture prema kojoj bi se izvrsila popravka. Kod kopnenih biljaka je pokazano da
se Cas9 indukovani dvolancani prekidi u molekulu DNK dominantnije popravljaju kroz NHEJ
mehanizme reparacije. Ovakav tip popravke je nesavrSen, dovodi do stvaranja indela (od eng. indel,
insercija i/ili delecija) i pomeranja otvorenog okvira ¢itanja. Ukoliko se ovakve promene dese u genu,
one mogu rezultirati u stvaranju knockout ili knockdown mutanata (Bortesi & Fischer, 2015; Feng et
al., 2014; Ran et al., 2013).

U A. thaliana se stabilna integracija CRISPR/Cas9 sistema ostvaruje floral dip metodom
transformacije gde se cvetovi biljke potapanjem u te¢nu kulturu transformisanog Agrobacterium
tumefaciens. Za tu svrhu je razvijen ¢itav niz binarnih vektora, kao nosac¢a ovog sistema, koji se unosi
pomocu A. tumefaciens u biljni ¢éeliju (Xing et al., 2014). Za ciljanu disrupciju gena ili editovanje
genoma, CRISPR/Cas9 sistem je modifikovan i prilagoden za brzu i olakSanu modifikaciju biljnog
genoma na precizan i predvidljiv na¢in. Na ovaj nac¢in modifikovana sekvenca u T1 generaciji biljnog
genoma je nasledna i ireverzibilano prisutna u narednim generacijama (Feng et al., 2014; Liu et al.,
2015; Xing et al., 2014).

PAM
sekvenca

sgRNK

Protospejser Cas9

Genomska
DNK

Mehanizam popravke
T e e TR
T T T R ITIT

Slika 9. Vezivanje kompleksa gRNK-Cas9 za protospejser sekvencu u genomskoj DNK i uvodenje
dvolan¢anog prekida. Preuzeto sa https://www.diagenode.com/en/categories/crispr-cas9-genome-editing i
prilagodeno.
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2. CILJEVI

Cinjenice da je na Zivotinjskim model sistemima pokazana multifunkcionalnost proteina
DSS1 i da je nedavno otkriven fenomen DSSilacije, ukazuju na potrebu da se i kod biljaka traga za
potencijalno novim ulogama gena DSS1. Imajuci u vidu da su biljke pod pritiskom delovanja faktora
spoljasnje sredine razvile slozenu mrezu efikasnih mehanizama koji sluze za kontrolu homeostaze u
¢elijama tokom oksidativnog stresa, nastala je i ideja da se ispita potencijalna uloga DSS1 proteina u
odgovoru biljaka na abioticki stres. Koncept ovog rada je bio zasnovan na ispitivanju razlicitih linija
mutanata dssl u biljnom model sistemu Arabidopsis thaliana i analizi njihove osetljivosti na
oksidativni stres. Stoga je opsti cilj ovog istrazivanja bio da se utvrdi da li se funkcija biljnih gena
DSS1(I) i DSS1(V) moze povezati sa oksidativnim stresom i koji je bioloski smisao postojanja dve
izoforme ovog proteina.

S obzirom na navedeno, definisani su slede¢i ciljevi:

genotipizacija i fenotipska karakterizacija komercijalno dostupnih T-DNK insercionih
mutanata dss1 za oba homologna gena, kao i analiza njihove osetljivost na oksidativni
stres;

uspostavljanje linija mutanata dssl, primenom precizne i efikasne CRISPR/Cas9
tehnologije, zbog postojanja mogucnosti da raspolozivi T-DNK insercioni mutanti
nemaju zZeljenu smanjenu ili ukinutu ekspresiju gena od interesa;

analiza knockout i/ili knockdown pojedina¢nih i duplih mutanata dssl u pogledu
njihove senzitivnosti na oksidativni stres, kao i1 dodatno poredenje njihovih
karakteristika sa biljkama u kojima su overeksprimirani geni DSS1,;

ispitivanje nivoa oksidovanih proteina u biljkama divljeg tipa (WT) i linijama
mutanata sa izmenjenom ekspresijom gena DSS1,

analiza prezivljavanja Adss! mutanta Ustilago maydis komplementiranog
pojedinac¢nim biljnim genima DSS1 pod dejstvom genotoksic¢nih agensa.

Kako su biljke, kao sesilni organizmi, izlozene §tetnim uticajima spoljasnje sredine, a time i
uticaju oksidativnog stresa, cilj ovog rada je da doprinese rasvetljavanju potencijalne uloge DSS1
proteina kao novog u€esnika u mehanizmima prezivljavanja i odbrane od oksidativnog stresa, §to je
za biljne nauke 1 poljoprivredu od velikog znacaja.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Upotreba bioinformatickih alata
3.1.1. Web alati za predvidanje filogeneteskog stabla i kompjuterska analiza sekvenci

Konstrukcija filogenetskog stabla je obavljena upotrebom web alata PhylomeDB, koja
predstavlja javnu bazu podataka kompletne filogenije gena (Fuentes et al., 2021). Analiza homologije
proteinskih sekvenci dobijenih generisanjem filogenetskog stabla je radena u okviru programa Clusal
Omega (Sievers et al., 2011). Web alatom EXPASy Translate tool je sprovedeno prevodenje
nukleotidne sekvence u proteinsku sekvencu (https://web.expasy.org/translate/).

3.1.2. Bioinformati¢ke metode za predvidanje trodimenzionalne strukture i protein-
protein interakcija

Primarne i sekundarne strukture oba proteina DSS1 su analizirana upotrebom PSIPRED,
visoko preciznim algoritmom za predikciju aminokiselinskih struktura (McGuffin et al., 2000).
Koris¢enjem STRING baze podataka i web alata (od eng. Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes), koji predstavlja funkcionalnu proteinsku asocijacionu mrezu, uradeno je predvidanje protein-
protein interakcija (PPI) (Jensen et al., 2009). Koordinatne datoteke za homologne modele su
odredene kori$¢enjem kriterijuma identiteta sekvenci (prosecan identitet 37%). Prvo su kreirani
modeli trodimenzionalnih struktura proteina DSS1 upotrebom PHYRE2 Protein Fold Recognition
Server, pomocu slede¢ih aminokiselinskih sekvenci: AtDSS1(I) (Uniprot pristupni broj proteina:
QO9XIRS; Pristupni broj lokusa: AT1G64750) i AtDSS1(V) (Uniprot pristupni broj proteina: Q9FL96;
Pristupni broj lokusa: AT5G45010) (Kelley et al., 2015). Zatim, za modelovanje bazirano po Sablonu
preuzeta je veza humanog 26S proteazoma sa kompleksom USP14 (ubikvitin specificna peptidaza
14) i UbAL (ubikvitin-slican modifikator-aktivacioni enzim 1) (Protein Data Base — pdb
identifikacija: 5gjg). Ovaj tip poznate PPI ima 66% sli¢nosti sa ulaznom sekvencom DSS1 za koju se
traze partner proteini (Huang et al., 2016). Nakon upotrebe pdb modela, za potrebu predvidanja
komplementarnosti dokinga proteinskih kandidata, je uraden virtualni rigidni-doking algoritam
pomocu prediktivnog programa the PatchDock sa kriterijumom RMSD (od eng. cluster root mean
square deviation) od 4 A (Duhovny et al., 2002). Predlozenih prvih 20 klaster struktura su podvrgnuti
alatu FireDock (od eng. East Interaction REfinement in molecular DOCKing) za modelovanje
baziranom na transformaciji, odnosno preuredivanju i podesavanju polozaja molekula (Andrusier et
al., 2007). Funkcionalna procena se zashiva na geometrijskom uklapanju i energiji atomske
desolvatacije (Zhang et al., 1997). Za izraCunavanje predikcije globalne energije vezivanja (eng. GBE
- the global binding energy) kori$¢eni su sledeci parametri: atomska energija kontakta ili atomska
desolvatacija za protein u tranzitnoj formi nevezanog kompleksa ( od eng. ACE - Atomic Contact
Energy); vodoni¢ne i disulfidne veze (od eng. HB - hydrogen bond); zatim alifati¢ne interakcije (od
eng. ALIPH - the aliphatic potential integrated); van der Waals-ove veze; Kolumbove sile kratkog i
dugog dometa; katjonska-r i n-n steking interakcije.

3.2. Biljni materijal, uslovi gajenja i tretmani biljaka
3.2.1. Semena i njihova povrsinska sterilizacija

U ovoj doktorskoj disertaciji su koris¢ena semena vrste Arabidopsis thaliana. Gajena su
semena divljeg tipa Columbia-0 i razli¢ite linije mutanata. Komercijalno dostupna semena koja sadrze
T-DNK insercije u pojedinacnim genima za DSS1(l) i DSS1(V) su nabavljena od banke semena
ABRC, Ohajo, SAD i njihov kataloski broj je SALK 069888. Dodatno je nabavljen stok semena od
ABRC, pod kataloskim brojem WiscDsLox374E10, koji je opisan kao T-DNK inserciona linija sa
insercijom u 5” UTR gena DSS1(l). Zatim su radene i analize na biljkama napravljenih CRISPR/Cas9
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mutantnih linija u Laboratoriji za molekularnu biologiju biljaka, IMGGI i na overeksprimiranim
linijama za pojedina¢ne DSS1(l) i DSS1(V), koja su generisana u laboratoriji Huswell, Bioloskog
depratmana na Vasington Univerzitetu u Sent Luisu, Misuri, SAD.

Semena koja su namenjena uzgajanju u hidroponi¢noj kulturi (Conn et al. 2013) ili na Petri
Soljama u sterilnom MS (eng. Murashige and Skoog) (Murashige & Skoog, 1962) medijumu su
prethodno tretirana vlaznom sterilizacijom. Koli¢ina od po stotinak semena je sterilisana u 1,5 ml
tubici u 70% etanolu (v/v) u trajanju od 5 min uz povremeno muckanje, a zatim su semena kratko
oborena centrifugiranjem, 20 s na 6000 rpm (Mini Spin, Eppendorf, Nemacka). Pipetom je zatim
pokupljen etanol i zamenjen je rastvorom za sterilisanje (10% komercijalna varikina, 0.05% (v/v)
Tween 20 (Sigma-Aldrich, SAD)). Semena su inkubirana 20 min na klackalici, na sobnoj temperaturi
kako bi se oblivala i posle su oborena centrifugiranjem pod istim uslovima. Pipetom je rastvor
zamenjen bidestilovanom vodom (bdH2O) u cilju ispiranja, zatim je tubica kratko promuckana i
semena su oborena kratkim centrifugiranjem pod istim uslovima. Ispiranje vodom je ponovljeno tri
puta. Svako izvlacenje reagensa ili vode pomocu pipete radeno je pazljivo da se ne bi povukla semena
sa dna tubice.

3.2.2. Uslovi gajenja u hidroponi¢noj kulturi

Za analiziranje odgovora odraslih biljaka na stres, biljke arabidosisa su gajene u hidroponici
(Conn etal., 2013) i nakon 5 nedelja od klijanja biljke su tretirane 5 mM/10 mM vodonik-peroksidom
(H202) i 100 uM/200 uM metil-viologenom (MV). Sterilisana semena su zasejana na podlogu od
0,2% agra (Phytagel™, SIGMA, SAD), rastvorenog u medijumu za klijanje (GM) (Tabela 3) u sistemu
prilagodenom za hidroponi¢no uzgajanje A. thaliana. Platforma za gajenje u hidroponoci je sa¢injena
od prilagodenih sistema kutija, saksija i nosaca za fitoagar. Izmedu 350-400 ml fitoagra je stavljeno
u nosac koji predstavlja probusSeni i iseceni crni poklopac tubice zapremine 1,5 ml, tako da je fitoagar
zadobijao ispupcen, konkavan oblik, dovoljan da Sto duZi vremenski period opstane 1 ne osusi se.
Poklopci tubica postavljani su u stalak za nastavke od 5 ml u svako drugo leziSte. Poklopac kutije za
nastavke napunjen je skoro do vrha GM i stavljen je nosac. Prethodno sterilisana smena postavljena
su na papirnu vatu i pripremljene su sterilne ¢ackalice. U svaki crni poklopac je stavljano po jedno
seme A. thaliana, pomocu vlazne ¢ackalice. Kutija je zatvorena i pokrivena aluminijumskom folijom.
Kako bi dormancija bila prekinuta, semena su 3-5 dana ¢uvana u mraku, pri vlaznim uslovima na
fitoagru, na +4°C. Posle inkubacije, kutija je postavljena ispod LED lampi (Apollo 4, max 140 W i
Apollo 8, max 280 W, Cidly Co., Ltd., SendZen, Kina) u sterilnu sobu za gajenje biljaka koja je
klimatizovana, na intezitet svetlosti oko 11 klux (~150 umol fotona po ms™) i izlagana kontrolisanim
uslovima sredine: dnevno/no¢ni rezZim dugog dana od 16/8 h, pri temperaturi od 21+1°C, 70%
vlaznost. Posle sedam dana, od trenutka postavljanja ispod lampi, GM je zamenjen, a posle 14 dana
3 dana zaredom se vrsi se izmena GM sa po 1/3 osnovni hranljivi rastvor (BNS, od eng. basal nutritive
solution) (modifikovani Hoaglandov rastvor) (Tabela 4) do 100% BNS u ve¢i deo kutije gde je
prebacen nosac¢ sa klijancima A. thaliana. Kutije su prekrivene providnom folijom radi odrzavanja
vece vlage, koja je mestimi¢no izbuSena iglom. Biljke su postavljene na intezitet svetlosti od 6 klux.
Nakon cetiri nedelje, A. thaliana su zajedno sa poklopcima tubica stavljene u iseCene rupe u tom
pre¢niku u poklopce 50 ml falkon tubi kojima je ise¢eno dno, kako bi koren bio potopljen u BNS. Po
pet tubi od 50 ml sa A. thaliana su postavljene u crne-neprozirne saksije zapremine 3 |, tako da rastvor
i korenovi budu u mraku. BNS je neprekidno aerisan i obnavljan na nedelju dana. Spoljasnji
kontrolisani uslovi su bili konstantni. Poluvlazna sterilizacija fitoagra, pojedinacnih makroelemenata
1 mikroelemenata je vrSena u autoklavima 15 min na 121°C.
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Tabela 3. Sastav GM rastvora.

Makroelementi Mikroelementi
) Finalna . Finalna
Soli .. Soli ..
koncentracija (mM) koncentracija (uM)

CaCl, 0,75 NaFe(I1)EDTA 50
KCI 1 HsBOs 50
Ca(NOgz)2-4H20 0,25 MnCl,-4H,0 5
MgSO4-7H20 1 ZnS04-7H20 10
KH2POq4 0,2 CuSO4-5H20 0,5
NazMoOs 0,1

Tabela 4. Sastav BNS rastvora.

Makroelementi Mikroelementi
Finalna Finalna
Soli koncentracija Soli koncentracija
(mM) (rM)
NH4NO3 2 NaFe(IINEDTA 50
KNO3 3 H3BOs 50
CaCl, 0,1 MnCl2-4H,0 5
KCI 2 ZnS047H20 10
Ca(NO3)2-4H20 2 CuS04-5H20 0,5
MgS04-7H20 2 Na:MoO3 0,1
KH2PO4 0,6
NaCl 1,5

3.2.3. Tretmani biljaka vodonik-peroksidom i metil-viologenom

Nakon 5 nedelja rasta u BNS, A. thaliana su podeljenje u 6 grupa i tretmani su vrSeni u
kontrolisanim uslovima:

1. Kontrolna grupa biljaka za tretman vodonik-peroksidom,
2. Biljke tretirane 5 mM H20,,

3. Biljke tretirane 10 mM H,0O3,

4. Kontrolna grupa biljaka za tretman metil-viologenom,

5. Biljke tretirane 100 uM MV,

6. Biljke tretirane 200 uM MV.

Analize biljnog materijala su radene prvog dana i treCeg dana tretmana sa H.O21 MV za svih
6 grupa. Biljni materijal je podeljen na listove i koren. Svi uzorci su neposredno nakon prikupljanja
smrznuti u te¢nom azotu 1 dalje cuvani na -80°C. Uzorci su prikupljeni iz tri bioloSki nezavisna
eksperimenta.
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3.2.4. Uslovi gajenja na ¢vrstim hranljivim podlogama

Za genotipizaciju, fenotipsku analizu i ispitivanje biljnog odgovora na abioticki stres, klijanci
A. thaliana su uzgajani na ¢vrstoj podlozi u horizontalnom i/ili vertikalnom polozaju. Cvrsta podloga
se sastojala od MS medijuma koja sadrzi 1% saharoze (Suc). U Tabeli 5 je prikazan sastav MS
podloge u ¢iji sastav pored makroelemenata i mikroelemenata, ulazi i 100 mg/1 inozitola, 36,70 mg/1
FeNaEDTA, 500 mg/l 2-(N-morfolino) etansulfonske kiseline (MES hidrat) (Sigma-Aldrich, SAD),
1% saharoze i 0,7% agra. Vrednost pH MS+Suc medijuma je podesena na pH 5,7 dodavanjem NaOH.
Posle poluvlazne sterilizacije u autoklavima na temperaturi od 116°C, 25 min, medijum je izliven u
Petri Solje. Semena su pripremljena u 0,1% rastvoru agaroze i zasejana na podlogu pomocu pipete
(potrebno je da nastavak na pipeti ima Siri otvor kako bi semena mogla da produ). Petri Solje sa
semenima su pokrivene aluminijumskom folijom i ostavljene na +4°C u cilju prekida dormancije.
Posle pet dana Petri Solje su prenesene u uslove dugog dana (16 h svetlost, 8 h mrak) intenziteta 11
klux i temperaturu 21+1°C, u komoru za rast biljaka (Percival LT-36VL, SAD). U zavisnosti od
daljeg toka eksperimenta, nakon 14 dana klijanci su prebaceni na nove MS+Suc Solje u uslove
abiotickog stresa, ili u zemlju u svrhu genotipizacije/fenotipizacije. Novi MS+Suc je sadrzao 5
mM/10 mM H2Oz ili 10 uM/100 uM MV. U slucaju tretmana UV radijacijom, nakon 14 dana klijanci
u Peri $oljama su izlagani intenzizetu 500 J/m? UV (tip UV-C lampe, A=245 nm, OSRAM, Germicidal
lamp, Puritec 30 W, G13 G30T8/OF). Klijanci su tre¢eg dana od izlaganja tretmanu uzorkovani i
neposredno nakon toga smrznuti u te¢nom azotu i dalje ¢uvani na -80°C.

Tabela 5. Sastav makro/mikroelemenata koji ulaze u sastav MS podloge.

Makroelementi Mikroelementi
Finalna Finalna
Soli koncentracija Soli koncentracija

(mg/l) (mg/l)
NHsNO3 1650 MnS0O4-4H0 22,3
KNOs 1900 ZnS04-7H20 8,6
CaCly-2H20 440 H3BO3 6,2
MgSO4-7H20 370 KJ 0,83
KH2PO4 170 NaxMo00O4-2H20 0,25

CuS04-5H,0 0,025

CoCly-6H.0 0,025

3.2.5. Uslovi gajenja biljaka u zemlji

Za genotipizaciju i fenotipizaciju, klijanci A. thaliana starosti oko 14 dana od klijanja su
prebaceni u zemlju sa peskom (Flora supstrat je mesan sa peskom veli¢ine zrna 1 u razmeri 4:1 i
dodato je tecno dubrivo 0.5% (v/v)) u bastenskim saksijama i/ili Arasystem-u (Belgija,
https://www.arasystem.com/#). Nakon ¢ega su biljke gajene u kontrolisanim uslovima dugog dana
(16 h svetlo/8 h mrak), pri svetlosti intenziteta 11 klux, relativne vlaznosti od 70% i na temperaturi
od 21°C.

3.2.6. Fenotipska analiza biljaka upotrebom ImageJ programa

U cilju pracenja i opisivanja morfoloskih razlika izmedu linija mutanata i WT biljaka, biljke
su uslikane kamerom mobilnog telefona/fotoaparata (Nikon D3400, Tajland) u razli¢itim fazama
razvi¢a. Dodatno, za ranije faze razvica kori$¢ena je uvelicavajuca lupa (3x) kao dodatak na kameru
telefona. Za merenje duzine korena, ukupne povrsine rozete i duzine stabla sa fotografija, koriséen je
program ImageJ otvorenog koda (Schneider et al., 2012). Duzina korena je utvrdena kako na
vertikalnom, tako i na horizontalnom MS medijumu. Prvo je bilo neophodno skalirati sliku prema
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uslikanom lenjiru pored biljaka, iscrtavanjem linija duzine 1 cm na lenjiru pomocu opcije Straight
Line, koja se nalazi u osnovnom bar-u alata programa. Zatim u opciji Analyze je pozivana funkcija
Set scale (Menu Bar), podesena je Known distance i zatim je cm uveden kao jedinica mere u Unit of
Length. Duzina svakog korena je utvrdena iscrtavanjem linije glavnog korena pomoc¢u kompjuterskog
alata Freehand Lines (Tool Bar) i pozivanjem funkcije Measure iz padajuc¢eg menija Analyze.

U slucaju merenja povrsine rozete, za skaliranje je dodat beli kvadrat povrsine 1 cm?
neposredno uz biljku na povrsSinu zemlje. Istim postupkom je skalirana slika kao Sto je prethodno
opisano za merenje duzine korena. Nakon toga je bilo neophodno podesiti boju fotografije kako bi se
omogucilo olakSano oznacavanje rozete. U opcijama Image/ Adjust/ Color Threshold su podeseni
slede¢e parametri: Hue na 0/120; Saturation na 155/255; Brightness na 65/255 i odabrano je dugme
Filtered (moguca su minimalna odstupanja u zavisnosti od pozadine i osvetljenja). Nakon toga je
pozivana opcija Analyze/ Tools/ ROl Manager uz odabir Show All + Labels. Potom je opcijom Wand
Tracing Tool-a obelezena povrSina koja je predstavljala rozetu i nakon svake selekcije je pozvana
opcija Add. Nakon zavr§enog merenje povrsina pojedina¢nih rozeta, klikom na Measure dugme bilo
je moguce kopirati rezultate u Excel tabelu (Microsoft Office, SAD), gde su dalje statisticki obradeni.

3.3. Procedure za rad sa bakterijama
3.3.1. Bakterijski sojevi

U cilju umnoZavanja Zeljenih plazmida za transformaciju su koris¢ene DH5a hemijski
kompetentne ¢elije, soja Escherichia coli, koje imaju sposobnost da budu transformisane toplotnim
Sokom.

Da bi se izvrSila propagacija i odrzivost plazmida koji sadrze ccdB gen, Koris¢ene su
specifi¢ine kompetentne ¢elije E. coli, koje su potekle TOP10 soja, otporne na CcdB efekat — soj One
Shot ® ccdB Survival 2 T1R hemijski kompetentnih ¢elija (Invitrogen™, SAD).

Takode, kori$éene su i komercijalne elektrokompetentne E. coli éelije MegaX DH10B T1R
(Invitrogen™, SAD).

Elektrokompetentne ¢elije bakterijskog soja Agrobacterium tumefaciens, C58C1 su kori$éene
za transformaciju A. thaliana u svrhu generisanja CRISPR/Cas9 transgenih linija. Za stvaranje DSS1
overeksprimirajué¢ih linijja A. thaliana je upotrebljen soj A. tumefaciens GV3101 hemijski
kompetentnih ¢elija, GV3101.

3.3.2. Vektori

Za potrebe ligacije specificnh PCR produkata upotrebljen je komercijalni pCR™II vektor koji
sadrzi: 3'-T preklapajuce krajeve za direktnu ligaciju Tag-amplifikovanog PCR produkta; promotore
T7 1 Spb6 za in vitro transkripciju i sekvenciranje RNK molekula; polilinker sa bo¢nim mestima za
se¢enje enzimom EcoRI za eksciziju i inserciju; komplementarna mesta za vezivanje prajmera M13
za sekvenciranje, gene za rezistenciju na ampicilin (Amp®) i na neomicin/kanamicin (Neo®/Kan®)
(Slika 10).
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Slika 10. Mapa vektora pCRII za kloniranje. Preuzeto sa web stranice Addgene.com.

Kako bismo dalje subklonirali gene od interesa, koriS¢en je ekspresioni vektor pCM1027.
pCM1027 je derivat vektora pBlueScript (Stratagene) koji moZe da se propagira u bakteriji
Escherichia coli, a sadrzi promotor pgap (odgovaraju¢i promotor gena za gliceraldehid-3-fosfat
dehidrogenezu, za ekspresiju u U. maydis) i marker za selekciju na ampicilinu (Amp®).
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Slika 11. Mapa vektora pCM1027. Kreirano pomoc¢u programa BioRender (https://www.biorender.com/).

Za potrebe generisanja CRISPR/Cas9 mutiranih biljaka kori$¢ena je Golden Gate tehnologija.
Za tu svrhu koris¢en je prilagodeni binarni vektor pHEE401E. Vekotor pHEE401E (Slika 12, Br.
71287, ABRC stok broj CD3-1980) je CRISPR/Cas9 vektor veli¢ine 17112 bp, koji sluzi za
kloniranje gRNK molekula. Vektor sadrzi: specificnu kombinaciju promotor/pojacivac
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EC1.2en/EC1.1p (od eng. Egg cell-secreted protein 1.2/1.1p) za kontrolisanu ekspresiju
optimizovanog proteina kukuruza Cas9 (3xFLAG-NLS-zCas9-NLS) u semenom zametku; terminator
rbcS-E9; pCAMBIA t.j. kicmu vektora; gRNK region za inserciju ciljne sekvence pod promotorom
U6-26; gen za negativnu selekciju na antibiotik spektomicin (Sm®), na &ije mesto se ugraduje gen od
interesa; kao i gene za pozitivnu selekciju na antibiotik kanamicin (Kan®) u bakterijama i na
higromicin (Hyg®) u biljkama.

lac promoter| [CAP binding site
lac operator|
Mi3revl . ‘

nucleoplasmin NLS} T

pHEE401E
17,112 bp

SV40 NLS|

74 " (pVSL RepA

1
RB T-DNA repeat

Slika 12. Mapa vektora za kloniranje Golden Gate tehnologijom. Preuzeto sa web stranice Addgene.com.

Za generisanje overeksprimiraju¢ih linija primenjeno je kloniranje pomocu Gateway™
tehnologije (Invitrogen™, Thermo Scientific™, SAD). Za ovu svrhu kori$éeni su binarni vektori
pDONR™ 221 i pEarlyGate100. pDONR™ 221 kao vektor donor omogucava brzo kloniranje,
veli¢ine je 4761 bp, derivat pUC vektora i sadrzi: attP1 i attP2 sekvence tj. dva rekombinaciona mesta
izmedu kojih se u BP reakciji ubacuje sekvenca od interesa iz Gateway ekspresionog klona ili attB
PCR produkta; smrtonosni gen ccdB (inhibitor Ziraze) za negativnu selekciju, lociran izmedu attP
mesta, koji se tokom rekombinacionog kloniranja zamenjuje sa DNK od interesa; univerzalna M13
mesta za sekvenciranje; gene za rezistenciju na hloramfenikol (Cm®) i na kanamicin (Kan®) (Slika
13). pEarlyGatel00 (broj ABRC stoka CD3-724) je ulazni vektor (od eng. entry clone), koji
predstavlja ciljni vektor (od eng. destination vector) u ovom istrazivanju. Veli¢ina pEarlyGate100 je
11649 bp i nosi: rekombinaciona mesta attR1 i attR2 izmedu kojih se ugraduje gen od interesa u LR
reakciji; gen ccdB; M13 sekvence; kao pozitivne markere na selekciju u bakterijama ima gene CmR i
Kan® za otpornost na hloramfenikol i kanamicin; a gen BIp® za rezistenciju biljke na toksi¢ni efekat
Basta (glufosinat-amonijum) herbicida (Slika 14).
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Slika 13. Mapa donor vektora za kloniranje Gateway™ tehnologijom. Preuzeto sa web stranice Addgene.com.
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Slika 14. Mapa ulaznog vektora za kloniranje Gateway™ tehnologijom. Preuzeto sa web stranice Addgene.com.
3.3.3. Hranljivi medijumi za uzgajanje bakterija

Lurija-Bertani (LB) medijum

Teéni LB medijum sadrzi: 1% (w/v) tripton; 1% (w/v) NaCl; 0,5% (w/v) ekstrakt kvasca. Za
pripremu ¢vrste podloge se u te¢ni LB medijum dodaje 1,5% (w/v) agar. Sterilizacija podloga se vrsi
u autoklavu na 121°C, 20 min ili u mikrotalasnoj peénici na 100°C, 10 min. Antibiotici se dodaju

nakon hladenja medijuma (oko 50°C).

S.0.C. te¢ni medijum

Ovaj sterilni medijum sluzi za oporavak bakterija nakon transformacije i obezbeden je u
okviru kita za One Shot® ccdB Survival™ 2 TIR Chemically Competent Cells (Invitrogen™, SAD).
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3.3.4. Gajenje i odrzavanje bakterija

Za potrebe kloniranja ili izolovanja, kulture transformanata E. coli su gajene u LB medijumu
uz dodatak odgovarajucih antibiotika preko no¢i na 37°C, uz muckanje na 180 obrtaja u minutu (rpm)
radi optimalne aeracije, ili na ¢vrstoj podlozi LB. Soj A. tumefaciens je gajen u LB medijumu sa
odgovarajuc¢im antibioticima 2 dana na 28-30°C, ili na ¢vrstoj podlozi LB (videti detaljnije u Odeljku
3.6.). Petri Solje sa bakterijama su cuvane na +4°C i obnavljane na tri do Cetiri nedelje. Za dugoro¢nu
upotrebu kulture bakterija sa Zeljenim vektorima su zamrzavane na -80°C u 15% (v/v) glicerolu.

3.3.5. Transformacija DHSa ¢elija toplotnim Sokom

Transformacija DH5a ¢elija, E. coli je vrSena toplotnim Sokom (Heat shock) izlaganjem ¢elija
toplotnom stresu u prisustvu plazmida ili ligacione smese. Alikvot od 50 pul kompetentnih bakterija,
¢uvan na -80°C, je otopljen na ledu. Nakon dodavanja 1-5 ul (10 pg do 100 ng) DNK, smesa je lagano
promesana i ostavljena 30 minuta na ledu. SmeSa plazmida i bakterija je zatim izlagana toplotnom
Soku tako §to je iz leda brzo prebacena na 42°C u vodeno kupatilo (Memmert Waterbath WBU 45,
Nemacka) u trajanju od 45-60 s, nekon Cega je sledila inkubacija na ledu tokom 5-10 min.
Transformisane Celije su stavljene na oporavak u 1 ml neselektivnog LB medijuma na 37°C, 60 min,
uz intenzivnu aeraciju na 220 rpm. Po oporavku, transformaciona smesa je oborena 1 min na 15000
rpm, odliven je supernatant i preostala smeSa u proseku od 100 pl je utrljana na odgovaraju¢u LA
selektivnu podlogu i gajena preko noc¢i na 37°C. Druga varijanta je da se direktno totalna oporavljena
smesa Celija utrlja u LA podlogu sa antibiotikom.

3.3.6. Transformacija One Shot® ccdB Survival™ 2 T1R ¢elija toplotnim Sokom

Uz izmene u odnosu na originalni protokol iz kita, primenjena je transformacija toplotnim
$okom na One Shot® ccdB Survival™ 2 TIR ¢elije, E. coli u prisustvu plazmida. Polovina originalnog
alikvota od 50 pl kompetentnih bakterija, koja je ¢uvana na -80°C, je otopljena na ledu. Takode,
S.0.C. medijum sa +4°C je zagrejan na sobnoj temperaturi. Nakon dodavanja 0,5-2,5 uL (5 pg do 50
ng) plazmida, smesa je neZno promesana i inkubirana 30 minuta na ledu. SmeSa plazmida i bakterija
je zatim izlagana toplotnom Soku tako §to je iz leda brzo prebacena na 42°C u vodeno kupatilo
(Memmert Waterbath WBU 45, Nemacka) u trajanju od 45 s, nekon ¢ega je sledila inkubacija na ledu
tokom 2 min. Transformisane ¢elije su stavljene na oporavak u 125 pl S.O.C. medijuma na 37°C, 60
min, uz konstantno mesanje na 225 rpm. Po oporavku, totalna transformaciona smesa je utrljana na
LA podlogu u Petri Solji sa odgovaraju¢im antibiotikom 1 gajena preko no¢i na 37°C.

3.3.7. Transformacija MegaX DH10B T1R elektrokompetentnih ¢elija

Transformacija E. coli elektroporacijom je radena na uredaju Electroporator 2510
(Eppendorf, Nemacka). Kori$éene su komercijalne elektrokompetentne éelije MegaX DH10B T1R,
soja E. coli (Invitrogen™, SAD). U 10 pul izdvojenih komercijalnih DH10B ¢elija je dodavana bdH,O
do 80 pl. Celije su inkubirane sa po 2-5 pul plazmidne DNK na ledu 10 min. Smesa je prebacivana u
ohladenu kivetu za elektroporaciju (1 mm razmak izmedju elektroda), stavljana u leziste uredaja
Electroporator 2510 (Eppendorf, Nemacka) i vrSena je elektroporacija na 1250 V. Odmah po
elektroporaciji bakterije su prebacene u 800 ul LB medijuma i oporavljane 60 min na 37°C, pri
meSanju na 220 rpm. Transformaciona smesa je utrljana na LA hranljivu podlogu sa 100 pg/mL
ampicilina i inkubirana preko no¢i na 37°C.

3.3.8. Transformacija Agrobacterium tumefaciens metodom elektroporacije

Za transformaciju biljaka su koris¢eni alikvoti ¢elijske suspenzije A. tumefaciens soja C58C1
zapremine od 40 pl, ¢uvani na na -80°C. Masa plazmidne DNK koja je dodata ohladenim nastavkom
u celijsku suspenziju, nakon §to se otopila na ledu, bila je 600 ng. Nakon toga je ova smeSa
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prebacivana u hladne kivete (2 mm razmak izmedju elektroda) za elektoporaciju. Uslovi
elektroporacije su bili 1800 V na aparatu Electroporator 2510 (Eppendorf, Nemacka). Po zavr$enoj
elektroporaciji u kivetu je brzo dodavano 500 ul LB medijuma i ¢elije su oporavljane 2-4 h na 28°C,
uz intenzivno mesanje na 150 rpm. Zatim su transformacione ¢elije razmazivane na selektivnu LA
podlogu sa 50 ug/ml kanamicina. Inkubacija je trajala 2 dana na 28°C.

3.3.9. Transformacija Agrobacterium tumefaciens zaledivanjem i odledivanjem

Transformacija hemijski kompetentnih ¢elija A. tumefacines, soja GV3101 je vrSena
zaledivanjem i odledivanjem, tj. izlaganjem tecnom azotu u prisustvu plazmida. Odledenim ¢elijama
soja GV3101, zapremine 50 pl, je dodato 10 ul (50 ng - 500 ng) plazmidne DNK, tapkanjem su
promesane i zatim inkubirane 30 min na ledu. Potom je smeSa naglo zamrznuta u tecnom azotu U
trajanju od 1 min, onda otopljena na 37°C i dodato je 900 pl LB medijuma za oporavak. Celije su
oporavljene 1-2 h na 28°C, uz mesanje na 225 rpm i oborene u centrifugi na 10000 rpm, 2 min.
Oceden je veci deo bistrog supernatanta, a ostatak od oko 100 pl je resuspendovan i izliven na LA
medijum sa trostrukim antibiotikom: 50 pg/ml rifampicin, 30 pg/ml gentamicin i trec¢im
odgovarajuc¢im selektivnim antibiotikom za inokulirani plazmid. Inkubacija je trajala 2 dana na 28°C.

3.4. Procedure za rad sa Ustilago maydis
3.4.1. Sojevi U. maydis

Za test funkcionalne komplementacije koris¢eni su U. maydis sojevi UCM350 i Adssl.
UCM350 je nominalni divlji laboratorijski soj (narl-6 panl-1 albl), a Adssl soj je nastao
disrupcijom Dss1 gena u UCM350.

3.4.2. Vektori

Za ekspresiju biljnih gena AtDSS1 u U. maydis mutantu Adssl kori$éen je ekspresioni vektor
pCM955. Vektor pCM955 poseduje: ori mesto replikacije (mesto pocetka replikacije u E. coli
¢elijama); polilinker mesto za kloniranje; promotor pgap; mesto UmARS (sekvenca za autonomnu
replikaciju) i gen za rezistenciju na higromicin (Hyg®) (Slika 15).

Sacl
Kpnl
Smal

Slika 15. Mapa vektora pCM955. Kreirano pomoéu programa BioRender (https://www.biorender.com/).

Dodatno, transformacija U. maydis Adss1 mutanta je sprovedena i vektorom pCM1019, koji
nosi komplementarni gen za UmDss1 i rezistenciju na HygR.
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3.4.3. Hranljivi medijumi za gajenje U. maydis

Hranljivi medijum YEPS

Tec¢ni medijum YEPS (engl. Yeast Extract Peptone Succrose) je sadrzavao: 1% ekstrakt
kvasca, 2% pepton i 2% saharozu (Torlak, Srbija). Za pravljenje ¢vrste YEPS hranljive podloge, u
medijum je dodavan agar (Torlak, Srbija) u finalnoj koncentraciji od 2% (w/v). Takode, u svaki
hranljivi medijum je dodavan tetraciklin (15 pg/ml) radi spre¢avanje bakterijskih kontaminacija. Za
gajenje transformanata, u podloge je dodavan higromicin u finalnoj koncentraciji 100 pg/ml.

Hranljivi medijum YSH

Nakon transformacije, protoplasti U. maydis su zasejavani na ¢vrste YSH hranljive podloge,
odnosno YEPS podloge koje su dodatno sadrzavale 1 M sorbitol (Centrohem, Srbija) radi odrzavanja
izotoni¢ne sredine i 150 pg/ml higromicin za selekciju transformanata sa plazmidima koji nose
rezistenciju na ovaj antibiotik.

3.4.4. Gajenje i odrZzavanje U. maydis

U te¢nom medijumu, sojevi U. maydis (divlji tip i mutanti) su rasli preko noé¢i na 30°C, uz
konstantno mesanje na orbitalnom Sejkeru (LabTherm LT-W, Kiihner, Svajcarska ) (180 rpm) radi
optimalne aeracije. Na ¢vrstim podlogama, sojevi su rasli 2-3 dana na 30°C, do pojave jasno uocljivih
kolonija. Petri Solje su cuvane na +4°C, gde sojevi ostaju vijabilni tri do Cetiri nedelje, nakon ¢ega su
obnavljani iz glicerolskih stokova. Za dugoro¢nu upotrebu kulture su zamrzavane u glicerolu na -
80°C.

3.4.5. Pravljenje protoplasta i transformacija U. maydis

Celije U. maydis iz logaritamske prekonoéne te¢ne kulture su taloZene centrifugiranjem na
3000 g/ 3 min/sobna temperatura. Celije su oprane vodom (50 ml), a potom i sa 10 ml SCS pufera
(1M sorbitol, 20 mM natrijum-citrat, pH 5,8) i ponovo talozene centrifugiranjem pod istim uslovima.
Nakon odlivanja pufera, ¢elije su resuspendovane u ostatku pufera snaznim meSanjem, a potom je
dodavan SCS pufer koji je sadrzavao 60 mg enzima za lizu ¢elijskog zida (Vinotaste Pro, Novozymes,
Danska). Celije su inkubirane na 30°C uz konstantno mesanje 180 rpm tokom 30 min. Efikasnost
protoplastiranja je proveravana mikroskopski na 40x uveli¢anju (BA80, Motic). Za razliku od
intaktnih Celija koje su Stapicastog oblika, protoplasti su okrugli, te se lako mogu uociti. Efikasno
protoplastiranje podrazumeva generisanje viSe od 80% protoplasta u suspenziji ¢elija. Nakon
dobijanja protoplasta, svi dalji koraci su vrSeni na ledu i sa prethodno ohladenim puferima.
Zaustavljanje enzimske reakcije je vrSeno pranjem ¢elija hladnim SCS puferom dva puta i taloZenjem
protoplasta centrifugiranjem na 1000 g/ 8 min/ 4°C. Nakon resuspendovanja laganim mesanjem na
ledu, protoplati su oprani u STC puferu (1 M sorbitol, 10 mM TRIS-CI, pH 7,5, 0,1 M CaCly) i
talozeni pod istim uslovima. Pelet je resuspendovan u 300 -500 pl STC pufera i po 100 ul je koris¢eno
za transformaciju ili je cuvano na -80°C do upotrebe.

Za transformaciju protoplasta Ustilago maydis, inkubirano je 5 ul rastvora DNK sa heparinom
(30% heparin, 500 ng plazmidne DNK) na ledu u trajanju od 5 min. U rastvor DNK je dodavano je
100 pl protoplasta, smesa je blago promesana okretanjem tube i inkubirana na ledu 10 min. Potom je
dodato 0,5 mL SPTC rastvora (1 M sorbitol, 10 mM Tris-Cl pH 7,5; 40% PEG 3350, 0,2 M CaCly),
mikrotuba je invertovana 4-5 puta i ostavljana na sobnoj temperaturi. Posle 15 min suspenzija je
razmazana bez pritiskanja na YSH podloge. Solje su inkubirane na 30°C do pojave jasno uoéljivih
kolonija (tri dana).
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3.4.6. Tretman ¢elija U. maydis

Stepen rezistencije U. maydis na genotoksi¢ne agense je odredivan semikvantitativno. Broj
¢elija u prekonocnoj kulturi je precizno odredivan upotrebom komore za brojanje krvnih cCelija
(hemocitometar) pod 10x uveli¢avaju¢im objektivom svetlosnog mikroskopa (BA80, Motic). Gustina
kulture je podesavana na 2x107/ml. Od ove poéetne kulture pravljeno je pet 10x serijskh razblazenja,
od kojih je po 10 pl iskapavano na ¢vrst YEPS medijum s leva na desno. Radi ispitivanja rezistencije
¢elija na genotoksi¢ne agense, medijum je sadrzavao ili 0,015% metil-metanosulfonat (MMYS), ili
0,01% diepoksibutan (DEB), ili su Petri $olje bile izlagane UV zracenju ja¢ine 100 J/m?.

3.5. Test funkcionalne komplementacije U. mayds Adss1 mutanata AtDSS1 homolozima A.
thaliana i tretman UV radijacijom

Za test funkcionalne komplementacije je sprovedena serija kloniranja i subkloniranja u cilju
analize komplementacije Ustilago mayds Adss1 mutanata osetljivog na UV stres, proteinima DSS1(1)
i DSS1(V) A. thaliana.

3.5.1. Kloniranje transkripata AtDSS1 u parentalni vektor pCRII

Pojedina¢ne kodirajuce sekvence gena DSS1(1) i DSS1(V), dobijene umnozavanjem u PCR
reakciji, su uklonirane u zasebne vektore pCRII. cDNK sekvenca DSS1(l) je umnoZena prajmerima
UmNdel/cDNA | R, odnosno cDNK sekvenca DSS1(V) prajmerima UmNdel/3UTR DV. Prajmerom
UmNdel je ugradeno mesto prepoznavanja za restrikcioni enzim Ndel na koje se nastavlja start mesto
translacije gena DSS1 A. thaliana. Reverzni prajmer cDNA IR je kori$éen za specifiéno umnozavanje
transkripta DSS1(1), prajmer 3UTR DV r za transkript DSS1(V). Ligacija PCR proizvoda (40 ng) sa
pCRII vektorom je obavljena upotrebom 74 Cloning™ Kit, Dual Promoter kita (Invitrogen™, SAD)
prema uputstvu proizvodaca. Po 5 ul ligacione smese pCRII-DSS1(l), odnosno pCRII-DSS1(V) je
koris¢eno za transformaciju elektrokompetentnih ¢elija, MegaX DH10B T1R. DH10B su gajene u
hranljivom medijumu sa 50 pg/ml kanamicina. Sekvenciranjem primenom prajmera M13 je
proverena uspesnost kloniranja, kao i ispravnost sekvence ovih gena (Europe BV, Amsterdam).

3.5.2. Subkloniranje sekvenci AtDSS1 u vektor pCM1027

Duplom digestijom restrikcionim enzimima Ndel i Hindlll su linearizovani vektori
pCM1027, pCRII-DSS1(l) i pCRII-DSS1(V). Reakcije su inkubirane preko no¢i na 37 °C (Tabela 6).
Zatim su sa 1,5% agaroznog gela produkti digestije eluirani 1 preciS¢eni pomocu kita PureLink™
RNA Mini Kit (Invitrogen™, SAD) prema uputstvu. DSS1(l), odnosno DSS1(V) inserti A. thaliana su
ligirani u linearizovan vektor pCM1027 na poziciji nizvodno od promotora pgap za ekspresiju u U.
maydis. Zatim je uradena transformacija DH10B soja E.coli produktima ligacije i transformanti su
selektovani na podlozi sa 100 pg/ml ampicilina.

Tabela 6. Sastav 40 pl reakcione smese digestije restrikcionim
enzimima Ndel i HindlII.

Koli¢inaza Koli¢ina za

Komponente - ,op)1+Dss1  pCM1027
10x pufer R 4 ul 4 ul
Plazmidna DNK 32 ul 10 pl
Ndel (10 U/ul) 2 ul 2 ul
HindlI1 (10 U/pl) 2 ul 2 ul
bdH>O / 22 ul
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3.5.3. Subkloniranje sekvenci AtDSS1 u ekspresioni vektor pCM955

Duplom digestijom restrikcionim enzimima Acc651 i BamHI su linearizovani plazmidi
pCM955, pCM1027-DSS1(1) i pCM1027-DSS1(V) (Tabela 7). Eluirani i preciséeni fragmenti pgap-
DSS1(1), odnosno pgap-DSS1(V) inserti su ligirani u linearizovan ekspresioni shuttle vektor pCM955.
Zatim je uradena transformacija DH5a, E.coli ¢elija produktima ligacije i transformanti su
selektovani na podlozi sa 50 pg/ml higromicina. Sekvenciranjem primenom prajmera M13 je
proverena uspesnost kloniranja (Europe BV, Amsterdam).

Tabela 7. Sastav 20 pl reakcione smese digestije
restrikcionim enzimima Acc651 i BamHI.

Komponente Koli¢ina
10x pufer Tango 4 ul
Plazmidna DNK 7 ul

pCM955/pCM1027+DSS1
Acc65I 1l
BamHI 1wl
bdH.O 7ul

3.6. Transformacija biljaka metodom - Floral dip

Transformacija biljaka A. thaliana obavljena je alternativnom metodom transformacije
potapanjem cvetova - Floral dip. Za ovu potrebu su pripremljene procvetale biljke, 5-8 nedelja od
klijanja, sa mladim, neotvorenim pupoljcima i sa razgranatim stablom. Uklonjeni su svi otvoreni
cvetovi. Takvim biljkama je veéina stabla bilo potapano u suspenziju transformisanih bakterija
Agrobacterium tumefaciens, uz paznju da se ne potope rozete i zemlja.

U prvom koraku gajene su transformisane bakterije soja A. tumefaciens, koje su sadrzavale
plazmide od interesa, na selektivhim LA medijumima tako S§to su inkubirane 2 dana na 28°C.
Selektivni medijum sadrzi smeSu dva antibitika za selekciju pomoénih plazmida i specifican
antibiotik za selekciju binarnog plazmida od interesa. Zatim su zasejane te¢ne pocetne kulture
bakterija u zapremini 2,5 ml sa istom kombinacijom antibiotika i rasle su 24 h na 28°C, uz konstantno
mesSanje na 180 rpm. Narednog dana je 250 ml svezeg tecnog LB medijuma inokulirano sa 250 pl
prekonoéne Agrobacterium pred-kulure u prisustvu kombinacije 3 antibiotika (50 pg/ml rifampicin,
30 pg/ml gentamicin i tre¢i odgovarajuci antibiotik za inokulirani plazmid) i 10 mM MgSO4-7H20.
Posle 18-20 h rasta merena je apsorbanca na 600 nm i OD je podeSen na 1 (Ultrospec 3300 pro,
Amersham Biosciences, UK), nakon cega je podeljen sadrzaj kulture u 2 boce od 250 ml i
centrifugiran 15 min na 3000 rpm (Sorvall RC-5B refrigerated superspeed centrifuge) na +4°C.
Supernatant je odliven u posude sa varikinom, a talog je dobro rastvoren u 200 ml MS+5%Suc uz
periodicno meSanje tokom 15-30 min. U vecoj staklenoj posudi je pripremljeno 300 ml
resuspendovane kulture sa 80 pl surfaktanta Silwet L-77 (Lehle Seeds, SAD) (0.02% finalne
koncentracije) i 600 ml preostale 5% saharoze. U tako pripremljenu suspenziju bakterija ubacene su
pripremljene biljke u trajanju 30 s, tako da su svi izdanci bili dobro potopljeni. Transformisane biljke
su polozene bo¢no na papirnu vatu u pokrivene tacne i odloZzene na mra¢no mesto. Poklopac je
postavljen radi povecanja vlaznosti vazduha. Posle 24 h poklopac je malo otvoren, a nakon 48 h skroz
uklonjen. Biljke su uspravljene i odloZene u komoru za rast da se tako osuse. Takode, do prvog
zalivanja zemlja je ostavljena da se dobro osusi.

Semena (T1) transformisane generacije biljaka (TO) su sakupljena i dalje selektovana na
antibiotik ili herbicid, u cilju identifikacije stabilnih transformanata.
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3.7. Prajmeri

U reakcijama PCR, HRM i gPCR kori$¢eni su odgovarajuci specifi¢ni prajmeri, ¢iji su nazivi,
sekvence (u orijetaciji 5'—3") i veli¢ine produkata navedeni u Tabelama 8-15. Prajmeri su dizajnirani
u programu Primer3Web (https://primer3.ut.ee/), na osnovu sekvenci od interesa koje su preuzete iz
baze podataka TAIR ili NCBI baze (National Center for Biotechnology Information). Moguce
sekundarne strukture i komplementarnost izmedu parova prajmera je proverena web alatom
OligoAnalyzer™ Tool (Integrated DNA Technologies, Inc.,
https://www.idtdna.com/pages/tools/oligoanalyzer). Sekvence prajmera za aktin, koji je kori$¢en kao
endogena kontrola, su preuzeti iz publikacije Remans i saradnici (2008). Sekvence prajmera su
navedene u Tabeli 3.1.; za katalazu iz Du i saradnici (2008); a za glutation sintetazu iz Semane i
saradnici (2007).

Tabela 8. Lista prajmera za umnoZavanje transkripata DSS1(1) i DSS1(l) u testu funkcionalne komplementacije
U. maydis Adssl mutanta.

. . . Veli¢ina
Naziv prajmera Sekvenca prajmera orodukta (bp)
UmNdel TCCATATGGCGGCAGAACCG 347
cDNA IR GCAAAGGAAAAGCAGAACCG
UmNdel TCCATATGGCGGCAGAACCG 431
3UTR DV TGGCTAACTTCCTTCACTTCT
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Tabela 9. Lista prajmera za genotipizaciju T-DNK mutantih linija za oba gena DSS1 i za pretragu dodatnih
neZeljenih T-DNK insercija kod biljaka u multi-insercinalnom stoku semena SALK_069888 (LP/RP — gen specifi¢ni
prajmeri, LBb1/RP — prajmeri za detekciju T-DNA insercija). Prajmeri su dizajnirani u programu T-DNA primer design
(www.signal.salk.edu/tdnaprimers.2).

Naziv Naziv Sekvenca prajmera Velicina Lokus
polimorfizma  prajmera praj produkta (bp)
SALKSEQ LP.1 TGTTTGAGGACGACGATGAG 1112 AT1G64750
069888.1 RP.1 TCCATGTCCATACGGAACAC (DSS1(l))
AT1G77990 -
SALKSEQ LP.2 TGGTACTTGATGTCGAACAACC 1165 AT1G78000
069888.2 RP.2 GCCAAGTTGAGAAACCGAAC (intergenski
region)
AT1G26860 —
SALKSEQ LP.3 AAACCGCACAACGATGAAAG 1179 AT1G26870
069888.3 RP.3 GTAACCACACGCGGTACATG (intergenski
region)
AT3G06750
(Galaktoza
SALKSEQ LP.4 CACTGCCCACGTTAAGCTAGCC 1002 oksidaza/kelch
069888.4 RP.4 CTGATCCTTCCGTCAAAAGC ponovci
superfamilije
proteina)
AT3G21320 -
SALKSEQ LP.5 AACCAAAAATGTCGGTCGGTCGAG 1136 ATG21330
069888.5 RP.5 ATTGCAGATCACGCTAGCAC (intergenski
region)
SALKSEQ 06 LP.6 ACGAATGCGACTATTGGACC 1222 AT5G45010
9888.6 RP.6 CGAGAAATTTGCATCCAAGG (DSS1V))
AT5G60100
SALK (promotor
— LP.x TAGGATGCGTATTTGTCGGTC PRR3-
069888.54.50.  ppx AGCGACAAGACAAACAAAAGC 1239 Promotor
X regulatora
pseudo-
odgovora 3)
/ LBbl GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT

Tabela 10. Lista prajmera za genotipizaciju T-DNK mutantih linija za gen DSS1(l) u stoku semena
WiscDsLox374E10.

Naziv prajmera Sekvenca prajmera
WISC dssl LP TGATGAATCGATTCAAAAATCG
WISC dssl RP CAAGGACTTGACAAAACTCGC
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Table 11. Lista prajmera Kkoji su koriS¢eni u analizi nivoa ekspresije pojedina¢nih gena DSS1, kao i gena CAT,
GSH2, UVR3, PHR1 u WT i mutantnim linijama biljaka.

Naziv prajmera Sekvenca prajmera Vehcm(%g)mduma
ACTf CTTGCACCAAGCAGCATGAA 68
ACTr CCGATCCAGACACTGTACTTCCTT

CAT1F AGGAGCCAATCACAGCC 104
CATI1R TCAAGACCAAGCGACCA
GSH2F ATTGGCTAAAGCTTGGTTGGAGTA 79
GSH2R CGTTCTTCTGGCTGTACAATTACCA
AtUVR3f TCCGGTTCTTGCTTGAGAGT 141
AtUVR3r CAAAGCAAAGCCTCTTCACC
AtPHR1f GGGACTGACAGCAGATCCTC 183
AtPHR1r GGGTCACGACCATCAATCTC
3UTR DI f TTGTTTGTACTGCATCCTTTGG 166
3UTR DI r CCATGTCCATACGGAACACA
BUTR DV f TTGAATTGCATCCTTTGGTTT 150
3UTRDVr GAGAGAAGATGGTGATTATCAGAATAG
tDSSI For CTGAAGTAGTAAAGATGGATCTGTTT 103
tDSSI Rev TGGCTAACTTCCTTCACTTCT
tDSSV For AAGTGGTGAAGGTGGATCTATTC 103
tDSSV Rev CATTTCTTCTCACTAGCATTCTCAAG
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Table 12. Lista prajmera Kkoji su kori§¢eni u pretraZivanju CRISPR/Cas9 mutanata za gene DSS1.

. . . Veli¢ina produkta
Naziv prajmera Sekvenca prajmera (bp)

Scsl f TCTCGATCTGGTTGGTTCCT 477

Scslr CCTATCTCACACCTGAAATTGACA

Scal f TCTCGATCTGGTTGGTTCCT 105

Scal r CTCATCGTCGTCCTCAAACA

ScsV f TCTCGATCTGGTTGATTTGCT 374
ScsVr ATCCGTTTTCGCATCAGAAC

ScaV f TCTCGATCTGGTTGATTTGCT 103
SrcaV'r ACTCATCGTCGTCCTCGAAT

Tabela 13. Lista prajmera za amlifikaciju off-target sekvenci - neZeljenih mesta delovanja CRISPR/Cas9 u
mutiranim dssl linijama

Sifra gena Ngziv Sekvenca prajmera Velicina
prajmera produkta (bp)
a0 T
prewsso S mmmecTeenon
aseo VT S
REEE RN e
smews VI oMo
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Tabela 14. Lista prajmera koji su kori$¢eni za dodavanje attB specifi¢nih mesta transkriptima DSS1 za BP
reakciju, Gateway kloniranja.

Naziv Veli¢ina
orajmera Sekvenca prajmera produkta
(bp)
Dlattf GGG GAC AAG TTT GTA CAA ARA AGC AGG CTC TAC CAT GGC GGC AGA ACC GRA GG b
Dlattr GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GT TTA TTT CTT GTC AGT ACC ATT CTC 288 bp
DVattf GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTC TAC CAT GGC GGC AGA ACC CAA GG b
DVattr GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTTC ATT TCT TCT CAC TAG CAT TCTC 285 bp
Tabela 15. Spisak dodatnih parova prajmera kori§¢enih u ovom radu.
Naziv prajmera Sekvenca prajmera Svrha
M13 F TCCCAGTCACGACGTCGT L .
M13 R CGAAACACCTATGACCATG Provera uspesnosti transformacije
35S5f ATTGATGTGATATCTCCACTGACGT Provera uspesnosti integracije inserta
35Sr CCTCTCCAAATGAAATGAACTTCCT umnoZavanjem promotora CaMV 35S
U6-26p-F TGTCCCAGGATTAGAATGATTAGGC Provera uspesnosti transformacije
U6-26t-R CCCCAGAAATTGAACGCCGAAGAAC umnoZzavanjem promotora U6-26

3.8. Procedure generisanja linija mutanata A. thaliana
3.8.1. Generisanje mutanata tehnologijom CRISPR/Cas9
3.8.1.1. Dizajniranje sgRNA sekvenci

Kreirane su odgovarajuce sekvence sgRNK (jednolancani vodi¢ RNK —single guide RNA) za
ciljano prepoznavanje gena DSS1(l) (pristupni br. AT1G64750) i DSS1(V) (pristupni br.
AT5G45010) upotrebom in silico alata CHOPCHOP v2 (Labun et al., 2016) i CRISPR-P v2.0 (Liu
et al., 2017). Odabrane komplementarne sekvence sgRNK za editovanje su navedene u Tabeli 16.
Kao takve, one sadrze dodatna nepalindromska 4 nukleotida na svojim 5’ krajevima komplementarna
lepljivim krajevima vektora generisanim usled digestije endonukleazom Bsal.
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Tabela 16. Specifi¢ni prajmeri za Golden Gate kloniranje.
Delovi sekvence obeleZeni sivom bojom predstavljaju mesta prepoznavanja za restrikcioni enzim Bsal.

Ciljana mesta

Prajmeri za Golden Gate kloniranje

editovanja
DSS1(1) sgDSS1(l)f 5’ -ATTGGACTGCTGAAGTAGTAAAGA-3’
za
sgDSS1(r 3’ -CTGACGACTTCATCATTTCTCAAA-5"
sgDSS1(V)f 5’ -ATTGAGCTGTCGAAGTGGTGAAGG-3'
za DSS1(V) , .
sgDSS1(V)r 3’ -TCGACAGCTTCACCACTTCCCAAA-5

3.8.1.2. Konstrukcija CRISPR/Cas9 binarnih vektora tehnologijom Golden Gate

Pomocu tehnologije Golden Gate konstruisani su pojedina¢ni pHEE401E binarni vektori za
potrebe CRISPR/Cas9 editovanja oba gena DSS1. Golden Gate pristup je molekularna tehnika
kloniranja koja se koristi za viSestruko spajanje fragmenata DNK u jednoj reakciji (Engler et al.,
2009). Prednost Golden Gate kloniranja je u optimizovanoj ko-inkubaciji restrikcionog enzima i
ligaze u jednom koraku. Vektor pHEE401E je dizajniran da sadrzi samo dva restrikciona mesta za
enzim Bsal koji omogucavaju ugradivanje Zeljenog fragmenta izmedu njih i time smanjuje
insertovanje fragmenta u pogresnom smeru. Komponente Golden Gate reakcione smese su:

e 20 uM oligonukleotida (sgDSS1(1)f/sgDSS1(I)r ili sgDSS1(V)f/sgDSS1(V)r

e 200 ng/ ul vektora pHEE401E

e 1xBSA

e 5 U Bsal (Restriction Endonuclease Products, New England Biolabs Inc. (NEB),
SAD)

e 200 U enzima T4 ligaze
e 1 x pufer T4 ligaze buffer (NEB).

Reakcija je inkubirana pod slede¢im uslovima: 5 h na 37°C, 5 min na 50°C i 10 min na 80°C u PCR
masini (Tprofessional Thermocycler, Biometra, Nemacka).

Po 5 ul ligacione smese pHEEK401E-DSS1(l), odnosno pHEEK401E-DSS1(V) je koris¢eno
za transformaciju toplotnim Sokom soja DH5a, E.coli. Za brzo pretraZivanje kolonija koje su izrasle
na selektivnoj podlozi sa 50 pg/ml kanamincina, uraden je Colony PCR (Odeljak 3.8.6.) sa
prajmerima U6-26p-F | U6-26t-R. U cilju utvrdivanja pravilne ugradnje oligonukleotidnih sekvenci
od interesa u vektore, plazmidi su izolovani iz bakterija GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Scientific, SAD) (Odeljak 3.8.2.) i poslati na usluzno komercijalno sekvenciranje (Macrogen Europe
BV, Holandija). Plazmidi su potvrdeni prajmerima U6-26p-F i U6-26t-R koji su komplementarni delu
ki¢me vektora pHEEK401E koji okruzuje sgRNK.

3.8.1.3. A. tumefaciens posredovana transformacija A. thaliana

Kompetentni soj A. tumefaciens, C58C1 je transformisan dobijenim vektorima putem
elektoporacije 1 zasejan na podloge koje su sadrzavale 50 pg/ml kanamicina. Prisustvo vektora koji
nosi Cas9 kasetu u bakterijskim kolonijama proveravano je metodom Colony PCR uz upotrebu
prajmera U6-26p. Transformacija biljaka generacije TO je sprovedena floral dip metodom sojevima
C58C1 koji su nosioci vektora pHEEK401E-DSS1(l) ili pHEEK401E-DSS1(V). Selekcija stabilnih
transgenih biljaka u T1 generaciji je uradena na MS hranljivim podlogama koje su sadrzale antibiotik
higromicin u koncentraciji 50 pg/ml.
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3.8.1.4. Pretrazivanje prisustva CRISPR/Cas9 mutiranih linija u T1 i T2 generaciji

U cilju potvrde prisustva mutanata, pomo¢u PCR metode je uradena analiza dela sekvence
koja sadrzi CRSIPR/Cas9 ciljana mesta primenom Scsl f/Scsl r, odnosno ScsV f/ScsV r prajmera.
PCR produkti su podvrgnuti PCR analizi restrikcionim enzimom Bspl143l (Thermo Scientific™,
SAD). Dalje je uradena HRM analiza na 2000% razblazenim i neseCenim PCR produktima u digestiji
enzimom Bspl43l. Za precizno detektovanje primenom HRM metode (od eng. High resolution
melting PCR), kori$¢eni su insert-specifi¢ni prajmeri dizajnirani za umnozavanje kratkih fragmenata
(oko 100 bp) Scal f/Scal ri ScaV f/SrcaV. PCR umnosci sa razli¢itim krivama topljenja od WT kriva
topljenja su dalje odabrani za sekvenciranje u Macrogen Europe BV (Holandija). Dobijeni
sekvencirani hromatogrami su uporedeni upotrebom web softvera Tide (Brinkman et al., 2014).

Tabela 17. Sastav 20 pl reakcione smese digestije restrikcionim ezimima Bsp1431.

Komponente Koli¢ina
10x pufer Bsp143lI 2ul

PCR produkti 15 ul
Bsp143l 1wl
bdH20 2 ul

3.8.1.5. Analiza off-traget mesta

Potencijalno mutirana nezeljena mesta (off-target) u genomu generacije CRISPR/Cas9
mutanata su pretrazena CHOPCHOP v2 (Labun et al., 2016) i CRISPR-P v2.0 (Liu et al., 2017)
softverima. Zatim su dizajnirani parovi prajmera koji su komplemetarni preklapajuc¢im off-target
mestima (Tabela 13). UmnoZeni fragmenti su provereni sekvenciranjem da bi se identifikovale
moguée promene u WT sekvenci genoma usled potencijalne aktivnosti Cas9 van ciljnih mesta.

3.8.2. Generisanje duplih dss1(1)/dss1(V) CRISPR/Cas9 mutanata

U cilju dobijanja duplih CRISPR/Cas9 mutanata za oba DSS1 gena, sprovedeno je ru¢no
oprasivanje biljaka. U prvoj fazi donor polena su bili cvetovi biljaka dss1(l) mutanata, a pupoljci
dss1(V) mutanata su predstavljali liniju Zenskog pola odnosno recipijente polena. Prvo je bilo
neophodno odabrati izdanake kod dss1(V) mutanta, koji su bili u fazi zatvorenog pupoljka i ukloniti
im sve cvetne delove sem zenskog reproduktivnog dela. Zatim su ubrani zreli pupoljci dss1(l) mutanta
i pincetom su uhvacéeni za samu bazu ¢asi¢nih listova. Ovim potezom pincete, ¢asi¢ni i krunucni
listovi se povlace 1 otvara se unutras$njost cveta, Cime se oslobadaju prasnici u slobodnu sredinu. Tako
otvorenim cvetom se vestacki oprasuje pripremljeni tu¢ak dss1(V) biljke. Opraseni tucak je potom
obelezen crvenim koncem 1 odgovaraju¢im oznakama (genotip roditelja, datum, itd.). Nakon 7 dana
od oprasivanja je moglo da se uoci izduzivanje tu¢kova, odnosno formiranje ¢aura (eng. silique). U
narednoj fazi je oprasivanje sprovedeno u obrnutom smeru, gde je biljka dss1(V) mutanta bila donor
polena.

3.8.3. Generisanje linija mutanata sa overeksprimiranim proteinom
3.8.3.1. Gateway sistem za kloniranje

U cilju kreiranja linija biljaka A. thaliana sa overeksprimiranim proteinima DSS1(l) i
DSS1(V), primenjena je metoda Gatway za kloniranje. Gateway sistem, razvijen od strane kompanije
Invitrogen, nudi lak i ireverzibilan pristup kloniranja, kombinovanja i prenos$enja fragmenata DNK
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izmedu razli¢itog spektra specijalizovanih vektora za ovu svrhu. Ova visoko efikasna metoda umesto
restrikcionih enzima sadrzi modifikovane mesto-specificne rekombinaze A bakteriofaga za inserciju
fragmenta od interesa u vektor i odvija se u dvostepenoj reakciji (Katzen, 2007).

Tabela 18. Sematizovani prikaz Gateway kloniranja.

attB1-DSS1(1)/DSS1(V)-attB2 % attP1-ccdB-attP2
(PCR produkt) (PDONR221)
)
attL1-DSS1(1)/DSS1(V)-attL2  x attR1-ccdB-attR2
(Ulazni vektor) (Ciljni vektor)
BP reakcija

Prvi stepen predstavlja BP reakcija, u kojoj se rekombinacija odvija izmedu mesta attB u PCR
produktu gena od interesa i mesta attP u donor vektora. U ovoj reakciji produkt je ulazni (entry) klon
koji sadrzi gen od interesa izmedu novonastala dva attL mesta.

Prethodno umnozeni fragmenti DSS1(l)/ DSS1(V) sa dodatkom attbl i attb2 mesta (Tabela
14) na krajevima su uklonirani u vektor pPDONR221. BP reakcija je postavljena prema izmenjenoj
proceduri proizvodaca Invitrogen, u ukupno 4 pl zapremine, preko no¢i na 25°C. Sastav reakcije
prikazan je u Tabeli 19.

Tabela 19. Komponente BP reakcije.
Komponente Koli¢ina

attB-PCR produkti > 5 ng/ul
pDONR221 75 ng/ul
TE pufer pH 8,0 do 4 ul
+ BP Clonase™ I1 1l

Reakcija je prekinuta dodavanjem 0,5 pl Proteinaze K i inkubacijom smeSe na 37°C, 10 min. Od
ukupne smeSe uzet je 1 pl za transformaciju toplotnim Sokom DH5a kompetentnih ¢elija, koje su
nakon toga zasejane na LA medijum sa 50 pg/ml kanamicinom i 20 pg/ml hloramfenikolom.
Uspesnost kloniranja je proverena izolacijom plazmida koji su koriS¢eni kao matrica za PCR metodu
u prisustvu M13 direktnog i reverznog prajmera i tDSSI For/tDSSIRev, odnosno tDSSV For/tDSSV
Rev.

LR reakcija

Drugi stepen je LR reakcija, gde se zapravo odvija subkloniranje gena od interesa iz ulaznog
vektora u ciljni (destination) vektor sa attR mestima za rekombinaciju i nastaje ekspresioni klon koji
sadrzi gen od interesa izmedu novonastala dva attB mesta.

LR reakcija koja je sadrzavala pDONR221-DSS1(l) (2774 bp), odnosno pDONR221-
DSS1(V) (2773 bp) i pEarlyGate100, postavljena je prema modifikovanoj proceduri proizvodaca.
Prethodno su pDONR221 vektori sa genima od interesa linearizovani u digestiji sa endonukleazom
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Mlul (10 U/ul, Thermo Scientific™) (Tabela 20), na 37°C, 16 h. Cilj ove digestije je da se ukine
rezistencija na kanamicin i tako spre¢i ponovna transformacija DHS5a zaostalim neZeljenim
produkatima LR reakcije. U tabeli 21 je prikazan sastav LR reakcije u ukupno 4 ul zapremine, koja
je inkubirana preko no¢i na 25° C. Zatim je reakcija prekinuta dodavanjem 0,5 pl Proteinaze K (2
pg/ul) na 37°C, 10 min. Za transformaciju DH5a, upotrebljeno je 1 pl reakcione smesSe. UspeSnost
kloniranja je proverena izolacijom plazmida koji su koris¢eni kao matrica za PCR metodu u prisustvu
M13 direktnog i reverznog prajmera i tDSSI For/tDSSIRev, odnosno tDSSV For/tDSSV Rev. Za
najprecizniju proveru, plazmidi su sekvencirani u Macrogen Europe BV (Holandija).

Odabrani konstrukti su iskoriS¢eni za transfomaciju teCnim azotom soja GV3101, A.
tumefaciens i dalje inokulirani metodom floral dip u TO generaciju WT zrelih biljaka A. thaliana.

Tabela 20. Digestija pPDONR221-DSS1(l) i
pDONR221-DSS1(V) restrikconim enzimom Mlul.

Komponente Koli¢ina
H20 6 ul
10x pufer R 2 uL
Plazmid (0.5-1 pg/ul) 10 pl
Mlul (10 U/uL) 2ul

Tabela 21. Komponente LP reakcije.

Komponente Koli¢ina
pDONR221+gen (150 ng/pul) 75 ng/ul
pEarlyGate 100 75 ng/ul
TE pufer pH 8,0 do 4 ul

+LP Clonase™ II 1wl

3.8.3.2. Selekcija stabilno transformisanih biljaka

Nakon $to su sakupljena semena TO generacije biljaka i zatim gusto zasejena u zemlju,
ostavljena su da rastu do faze drugog para primarnih listova (oko 2 nedelje od klijanja). Biljke T1
generacije su intenzivno prskane rastvorom herbicida Basta (1:1000), ukupno tri puta svaki drugi dan.
Basta je komercijalni naziv za fosfinotricin ili glufosinat hemikaliju i kao selektivni agens se
primenjuje u identifikaciji transgenih biljaka transformisanih vektorom koji sadrzi gen za
fosfinotricin acetiltransferazu, tj. koji omogucava rezistenciju na fosfinotricin.

3.9. Procedure za rad sa DNK
3.9.1. lzolacija genomske DNK iz biljnog materijala

U zavisnosti od zahteva analiza za odredenim nivoom ¢isto¢e DNK uzoraka, dve metode su
koriS¢ene za izolaciju DNK.

Za potrebe genotipizacije, pojedina¢ni mladi listovi A. thaliana su odvajani u 2 ml tube sa 400
ul pufera za ekstrakciju (200 mM Tris-HCI pH 7,5-8; 250 mM NaCl; 25 mM EDTA, 0.5% SDS).
Mehanicko razbijanje biljnog tkiva, uz upotrebu kuglica od nerdajuceg Celika, je uradeno u Tissue
Lyser Il (Qiagen, Nemacka), 2x u trajanju 45 s, u pri frekvenciji vibracije od 30 Hz. Nakon
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usitnjavanja biljnog materijala, ¢elijski ostaci su oboreni >10000 g, 5 min (Centrifuge 5424,
Eppendorf, Nemacka) i 300 pul supernatanta je izdvojeno u nove 1,5 ml tube sa 300 ul izopropanola.
Sadrzaj smeSe je promeSan okretanjem tubica 4-5 puta, zatim inkubiran na sobnoj temperaturi, 5 min.
Uzorci su centrifugirani na maksimalnoj brzini 10 min i te¢ni deo je odbacen. Osuseni talog, u Speed
Vaac-u (Eppendorf, Nemacka) na 30°C u trajanju od par minuta, je rastvoren u 100 pl sterilne bdH20
ili TE puferu (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA).

Za izolovanje Cciste visokomolekularne DNK visokog prinosa materijala za svrhu
sekvenciranja, esktrakcija DNK molekula je sprovodena upotrebom DNeasy® Plant Kit (Qiagen,
Germany) po protokolu proizvodaca.

Koncentracija molekula DNK je odredivana spektrofotometrijski koriS¢enjem aparata
BioSpec-nano (Shimadzu, Japan).

3.9.2. Izolacija plazmidne DNK iz bakterijskih sojeva

Za izolovanje plazmidne DNK, pojedinacne kolonije E. coli ili A. tumefaciens su zasejavane
u 3 mL LB medijuma u koji je dodat odgovarajuci antibiotik i inkubirane preko no¢i na orbitalnom
Sejkeru (37°C/28°C, 180 rpm). Koris¢ene su dve metode, u zavisnosti od potrebnog nivoa ¢istoce
izolata.

Ukoliko su izolati koriS¢eni samo za analizu dobijenih klonova, plazmidi su izolovani brzom
procedurom koja daje izolate manje Cistoce. Prekonoéna bakterijska kultura je taloZzena u 2 ml tubici,
centrifugiranjem na 10000 g, 1 min (Centrifuge 5424, Eppendorf, SAD). Te¢ni medijum je odbacen,
ali tako da preostane priblizno 150 pl. Zatim je ¢elijski talog intezivno promesan na mesalici i
pomesan sa sveze napravljenim 300 pl TENS puferom (10 M Tris-Hcl pH 8,0; 1 mM EDTA; 1 M
NaOH; 0,5% (w/v) SDS). Daljim meSanjem sa 150 pl 3 M Na-acetata pH 5,6 formirao bi se belicast
precipitat. Nakon centrifugiranja na 13000 g, 5 min supernatant je prebacen u Ciste tubice sa 900 ul
hladnog apsolutnog etanola i promeSan obrtanjem tubica. U narednom koraku posle centrifugiranja 5
min na 13000 g, supernatant je odbacen i talog je intezivno prome$an na mesalici (Vortex-Genie 2,
SAD) sa 500 ul 70% etanola, u cilju ispiranja taloga. IzvrSeno je kratko obaranje u centrifugi, 20 s na
6000 rpm. Talog je nakon suSenja u Speed Vaac-u rastvoren u 50 pl TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0, 1
mM EDTA) sa 3 ul RNaze A (20 mg/ml) (Invitrogen, SAD) inkubiranjem na 65°C, 10 min.

Za izolovanje Ciste plazmidne DNK upotrebljen je GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Scientific, SAD) prema protokolu proizvodaca. U poslednjem koraku, na kolonu je naneseno 50 pl
vode ili pufera za eluciju i nakon 5 min inkubacije DNK je eluirana kratkim centrifugiranjem 2 min,
na 13000 g. Ovako precis¢eni plazmidi su koriS¢eni za sekvenciranje, transformacije i PCR.

Koncentracija plazmida je odredivana spektrofotometrijski koris¢enjem aparata BioSpec-
nano (Shimadzu, Japan).

3.9.3. Reakcija lan¢anog umnoZavanja fragmenata DNK

Zaumnozavanje DNK fragmenata metodom PCR (Polymerase Chain Reaction) koris¢ene su
polimeraze DreamTaq™ PCR Master Mix (2X) | DreamTaq™ Green PCR Master Mix (2X) (Thermo
Scientific, SAD) u svrhu genotipizacije i pretrazivanja mutanata. U svrhu kasnijeg eluiranja sa gela
ili analize HRM metodom PCR produkata, koris¢en je DreamTaqg™ PCR Master Mix (2X). PCR
reakcija, zapremine 25 pl sadrzala je slede¢e komponente: 12,5 ul DreamTaq PCR Master Mix (2X),
po 0,2 uM prajmera (direktnog i reverznog), 10 ng matrice DNK i bdH20 do finalne zapremine. PCR
reakcije su izvodene u uredaju Tprofessional Thermocycler (Biometra, Nemacka). Oligonukleotidni
prajmeri koji su kori$éeni su prikazani u Tabelama 9, 10, 12 i 15. Temperaturni profili PCR reakcija
i svrha upotrebe prikazani su tabelarno (Tabela 22).
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Tabela 22. Temperaturni profil PCR reakcija.

Kori$¢eni prajmeri PCR profil Matrica Svrha
LP.1/RP.1; LBb1/ RP.1;
LP.2/ RP.2; LBb1l/ RP.2; 94°C/ 5 min:
LP.3/ RP.3; LBb1/ RP.3; (94°C/ 30 s ’60°C/ 30s Pretrazivanja mutanata sa
LP.4/ RP.4; LBbl/ RP.4; 72°C/ 1 mir,l) %40: " gDNK T-DNK insercijom u
LP.5/ RP.5; LBb1/ RP.5; 79°C/ 5 min ' DSS1 genima
LP.6/ RP.6; LBb1/ RP.6;
LP.x/ RP.7; LBb1/ RP.X;
94°C/ 5 min; Pretrazivanja mutanata sa
LPWISC/3UTR DIt (94°C/ 305 88°C/ 308, e T-DNK insercijom u
72°C/ 1,5 min) x40; DSS1(1) genu
72°C/ 5 min g
95°C/ 5 min; Pretrazivanja
Scsl f/ Scsl r; ScsV f/ (95o Cl 45 S; 61 C'/ 30s; gDNK CRISPR/Cas9 mutanata
ScsV r 72°C/ 1 min) x30; 72 DSS1 gene
72°C/ 5 min g
94°C/ 5 min;
(94°C/ 45 s; 60°C/ 35 s; Plazmidna .
M13f/M13R 72°C/ 30 5) x40: DNK Detekcija M13 sekvence
72°C/ 5 min
94°C/ 5 min; DNK
(94°C/ 45 s; 60°C/ 35 s; g N Detekcija CaMV 35S
35Sf/35Sr o ) plazmidna
72°C/ 30 s) x40; DNK promotora
72°C/ 5 min
134f /134r; 1496f /1496r;  94°C/ 3 min;
V117f /V117r;, V145f (94°C/ 1 min; 57°C/ 1 .. : )
IN145r: V258 V258r:  min; 72°C/ 1 min) x40; 9PNK Detekcija off-target-a
V175f /V175r 72°C/ 10 min
95°C/ 5 min;
(95°C/ 30s; 61°C/ 30s; gDNK, Umnozavanje gena /
ACTTIACTT 72°C/ 1 min) x30; cDNK transkripta aktina
72°C/ 5 min
95°C/ 5 min;
(95°C/ 30s; 61°C/ 30 s; Umnozavanje gena /
tDSSI For DSSIReV. 350611 min) x30: CONK transkripta DSS1(I)
72°C/ 5 min
95°C/ 5 min;
{DSSV For ADSSV Rev (95°C/ 30 s; 62°C/ 30 s; cDNK Umnozavanje gena /

72°C/ 30 s) %30;
72°C/ 5 min

transkripta DSS1(V)

3.9.4. Reakcija umnoZavanja fragmenata DNK sa visokom precizno$éu

Za potrebe testa funkcionalne komplementacije, sekvenciranja i Gateway kloniranja,
umnozavanje fragmenata DNK je radeno sa velikom precizno$éu pomoc¢u Q5% High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs, SAD). PCR reakcije su postavljane prema predlozenoj proceduri
proizvodaca. Za zapreminu od 25 ul komponente su: 5 pl 5x QS5 pufera za reakciju; 0,2 pl 25 mM
dNTP; 1,25 pl 10 uM prajmera; 1-2 pl matrica; 0,25 pl Q5 High-Fidelity DNK polimeraze i bdH20
je dodato do finalne zapremine. Spektrofotometrijski metodom je vrSeno merenje koncentracije
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krajnjih produkata PCR. Temperaturni profili PCR reakcija i svrha upotrebe prikazani su tabelarno
(Tabela 23).

Tabela 23. Temperaturni profil Q5® High-Fidelity PCR reakcija.

Koris¢eni prajmeri PCR profil Matrica Svrha

98°C/ 30's;
Dlattf /Dlattr; Dvattf (98°C/ 10s; 72°C/ 1 . _
IDVattr min) x35; Plazmidna DNK  Gateway kloniranje

72°C/ 2 min
134f /134r; 1496f /1496r; 98°C/ 30 ss;
V117f IV117r; V145f (98°C/ 10 s; 60°C/ 30

/1451 V258F V258 s 72°C1 30's) x30; DMK Sekvenciranje
V175f /V175r 72°C/ 2 min
98°C/ 30's; Test funkcionalne
(98°C/ 10 s; 60°C/ 30 komplementacije u
UmNdel /cDNA TR s; 72°C/ 30 s) x30; cDNK mutantima dss1 U.
72°C/ 2 min maydis
98°C/ 30s; Test funkcionalne
(98°C/ 10 s; 58°C/ 30 komplementacije u
UmNdel /SUTR DV r s; 72°C/ 30 s) x30; cDNK mutantima dss1 U.
72°C/ 2 min maydis

3.9.5. Analiza krive topljenja DNK visoke rezolucije (HRM)

Provera uspes$nosti uvodenja CRSIPR/Cas9 mutacija u gene DSS1(l) i DSS1(V), izmedu
ostalog 1 uvodenja mutacija van zeljenih mesta sprovedena je analizom krive topljenja DNK visoke
rezolucije (HRM — High-Resolution Melting). Visoko osetljiva HRM metoda omoguéava
detektovanje prisustva promena na nivou jednog nukleotida u sekvenci ispitivanog alela. Ova
analiti¢ka metoda nakon konvencionalnog PCR se zasniva na detekciji razlika u tackama topljenja
hibridizovanih fragmenata DNK sa i bez mutacije.

Krive topljenja su analizirane softverom MicPCR, Verzija 2.12.2 (Bio Molecular Systems,
Australija). U ovoj metodi za reakciju PCR je koris¢ena hemikalija pod nazivom 5x HOT FIREPol®
EvaGreen® HRM Mix (Solis BioDyne, Estonija). Komponente 10 pl reakcije su sledece: 2 ul 5xHOT
FIREPoI® EvaGreen® HRM Mix; po 0,25 ul 25 mM prajmera; 1 ul matrice koju predstavlja (2000x)
razblazen rastvor PCR produkta; 6,5 ul bdH.0. HRM reakcija je uradena u Mic Real Time PCR
Cycler (Bio Molecular Systems, Australija), po slede¢em programu: 15 min na 95°C i 40 ciklusa u
okviru kojih se ponavljaju 3 koraka (15 s na 95°C; 20 s na 60°C; 20 s na 72°C). Standardna kriva
topljenja je uporedo generisana sa malim temperaturnim inkrementom koji je iznosio 0.1°C/s.
Prajmeri koris¢eni u ovoj metodi su navedeni u Tabelama 12 i 13.

3.9.6. Reakcija umnozZavanja fragmenata DNK direktno iz bakterijskih kolonija

U cilju brze provere prisustva Zeljenog plazmida u bakterijskim kolonijama izraslih na
selektivoj podlozi kori$é¢ena je metoda PCR iz kolonije (Colony PCR). U pripremljene tubice od 0,5
ml sa 10 pl vode je ispran nastavak pipetmana kojim je prethodno zahvacéen deo kolonije. Petri Solje
su vra¢ene na adekvatnu temperaturu rasta kako bi se oporavile. Tubice sa sadZajem razblazenih
kolonija su stavljane na inkubaciju na 98°C u termoblok (Thermoblock TB1, Biometra, Nemacka) u
trajanju od 6 min i odmah posle prebacene na led. PCR reakcija je pustana po slede¢em programu:
95°C na 10 min, 95°C na40s, 60°C na 30 s, 72°C na 30 s i poslednja 3 koraka su ponovljena 30 puta.
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3.9.7. Elektroforeza DNK na gelu od agaroze

Fragmenti DNK razdvajani su elektroforezom na gelu od agaroze (SERVA Electrophoresis
GmbH, Nemacka) koncentracije 2% (w/v) u TAE puferu (0,04 M Tris-acetate; 1 mM EDTA). U gel
je dodavan etidijum-bromid (Sigma, SAD) u koncentraciji 0,5 pg/ml. Raspon napona je bio od 5-10
V/cm gela. Posle zavrSene elektroforeze, DNK je vizualizovana na UV transiluminatoru na talasnoj
duzini od 266 nm (BioDoc Analyzer, Biometra, Nemacka). DNK marker, koris¢en kao standard u
svim elektroforetskim analizama je bio GeneRuler DNA Ladder Mix (Thermo Scientific™, SAD),
veli¢ine 100 — 10000 bp.

3.9.8. PreciS¢avanje fragmenata DNK sa gela od agaroze

Zeljeni fragmenti DNK su pre¢idéeni upotrebom PureLink™ DNA Mini Kit (Invitrogen™,
SAD), prema protokolu proizvodac¢a. DNK je razdvojena elektroforezom na 1-1,5% gelu od agaroze
(Sigma, SAD), a potom su fragmenti DNK od interesa vizualizovani na UV transiluminatoru, ise¢eni
iz gela skalpelom i inkubirani u 3x vecoj zapremini pufera.

3.9.9. Digestija DNK restrikcionim enzimima

U cilju utvrdivanja pravilno ligiranih Zeljenih inserta u vektore ili lineararizovali vektore,
radena je digestija DNK restrikcionim enzimima prema proceduri proizvodaca (Thermo Scientific,
SAD). Reakcija digestije plazmida je trajala 1 h (Fast Digest enzymes) ili preko no¢i, u zavisnosti od
tipa enzima. Reakcija restrikcione digestije je prekidana kratkom inkubacijom na 65°C.

3.9.10. Ligacija DNK sa plazmidnim vektorima

Reakciona smesa za ligaciju DNK fragmenta od interesa i vektora je sadrzavala 50 - 100 ng
plazmidnog vektora u 1x T4 DNK ligacionom puferu sa 1 U T4 DNK ligaze (Termo Scientific, SAD).
Kako bi se povecala efikasnost i prinos ligacije, insert je bio u 3 puta molarnom visku u odnosu na
vektor. Reakciona smesa je inkubirana preko noc¢i na 16°C.

3.9.11. Sekvenciranje DNK

Usluzno sekvenciranje plazmidne DNK je radeno u kompaniji Macrogen Europe BV,
Holandija (https://dna.macrogen.com/).

3.10. Osnovne procedure rada sa RNK
3.10.1. Ekstrakcija ukupne RNK iz biljnog materijala

Ukupna RNK je izolovana i pre¢iS¢ena iz razorenog biljnog tkiva koris¢enjem GeneJET RNA
Purification kita (Thermo Scientific, SAD) prema uputstvu proizvodac¢a. Na kraju je izmerena
koncentracija RNK pomocu spektrofotometra BioSpec-nano (Shimadzu, Japan).

3.10.2. Izolacija RNK iz dormantnih i imbibovanih semena

U cilju ispitivanja profila ekspresije gena u fazi dormantnog i imbibovanog semena A.
thaliana, izolovana je ukupna RNK.

U avanu pomocu tucka i te€nog azota usitnjeno je 100 mg semena i snazno promesano sa 700
pl ekstrakcionog pufera (8 M guanidin-hidrohlorid, 20 mM MES, 20 mM EDTA, 2% p-
merkaptoetanol pH 7,0). Nakon $to je dodat fenol (Sigma, SAD) u razmeri 1:1, uzorak je intezivno
promesan na meSalici i1 taloZzen na 12000 rpm, 2 min (Centrifuge 5415D, Eppendorf, Nemacka).
Supernatant je prebaten u nove tube i1 dodat mu je isti volumen rastvora SEVAG
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(fenol:hloroform:izoamilalkohol = 25:24:1), posle meSanja, smesa je oborena na 12000 rpm, 2 min.
Gornja faza je prebacena u nove tube i ponovljen je prethodni korak. Gornja faza je opet odvojena u
nove tube sa dva puta ve¢im volumenom apsolutnog etanola i 1/20 volumena 4 M Na-acetata pH 5,2,
a potom lagano izmeSana i inkubirana na -20°C, 30 min. Posle centrifugiranja 10 min na 12000 rpm,
RNK talog je opran u 70% etanolu, osusen na ledu 1 rastvoren u 100 pl bdH20.

Za izolaciju RNK iz imbibovanih semena je kori§¢en sli¢an pristup. Nakon 4 dana inkubacije
semena na vlaznom filter papiru, imbibovana semena su isprana sa papira pomoc¢u bdH20 u avan.
Voda iz avana je pokupljne pipetmanom i pomoc¢u suvog filer papira. U 100 mg usitnjenog biljnog
materijala do praha je sipano 500 ul zagrejanog ekstrakcionog pufera (8 M guanidin-hidrohlorid, 20
mM MES, 20 mM EDTA, 2% B-merkaptoetanol pH 7,0) na 80°C i isto toliko fenola, mesano 30 s da
bi se homogenizovalo. Zatim je dodato 250 ul smese hloroform-izoamilalkohol (24:1) 1 promesano
na voteksu (Vortex-Genie 2, SAD). Nakon obaranja u centrifugi na 12000 rpm, 5 min na +4°C
(Centrifuge 5415D, Eppendorf, Nemacka), gornja faza je odvojena u Cistu tubu i ponovljen je
prethodni korak. Posle ponovnog centrifugiranja, u te¢nu fazu u novoj tubici je dodato isto toliko
volumena 4 M LiCl i ostavljeno da precipitira preko no¢i na +4°C. Narednog dana, nakon §to je
uzorak oboren na maksimalnoj brzini, 20 min, +4°C, te¢ni deo je odbacen, a talog rastvoren u 250 pl
bdH>0. Zatim je dodato 1/3 od volumena Na-acetata pH 5,2 i duplo ve¢i volumen apsolutnog etanola.
Inkubirano je 30 min na -80°C i supernatant je odba¢en nakon centrifugiranja na 12000 rpm, 20 min
na +4°C. Talog je ispran u 70% etanolu i oboren 10 min. RNK je resuspendovana u bdH:O.

Koncentracija ekstrahovane RNK je izmerena na NanoVue™ Plus spektorfotometru (GE
Healthcare, UK).

3.10.3. Tretman dezoksiribonukleazom (DNazom)

Pre reverzne transkrpicije vrSen je DNazni tretman (DNA-free™ DNA Removal Kit,
Invitrogen, SAD) RNK uzoraka u cilju uklanjanja zaostale genomske DNK. Po najvise 10 ug RNK
pojedinacnih uzoraka biljnog tkiva, pomeSano je sa 5 ul 10x puferai 1 pl rDNaze tipa [ u tubama od
0,5 ml, tako da finalna zapremina bude 44 pl. Uzorci su inkubirani 30 min na 37°C u termobloku
(Thermoblock TB1, Biometra, Nemacka). Zatim je reakcija zaustavljana sa 5 pl inaktivatora DNaza I
i inkubirana 2 min na sobnoj temperaturi uz povremeno muckanje. Posle obaranja na 10000 g, 1,5
min u centrifugi (Centrifuge 5424, Eppendorf, Nemacka), 40 ul supernatanta je prebacen u nove tube
i izmerena je koncentracija RNK na BioSpec-nano (Shimadzu, Japan).

3.10.4. Sinteza komplementarne DNK (cDNK)

Za sintezu ¢cDNK koris¢en je RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo
Scientific™). Iz svakog uzorka je uzeta neophodna zapremina u odnosu na pojedinacne koncentracije
vodenog rastvora RNK uzoraka tako da bude dovoljno RNK za reakciju (0,1-5 ug), zatim je dodato
1 pl nasumicnih heksamernih prajmera (0,2 pg/ upl) i ,,Nuclease-free” vode do 6,5 pl finalne
zapremine. Takva smeSa je inkubirana 5 min na 65°C. Nakon inkubiranja, uzorci se odmah ohladeni
na ledu, 2 min i dodate su slede¢e komponente: 4 pl 5% reakcionionog pufera, 2 pl 10 mM dNTP
smesa, 0,5 pul RNaze (RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ul)) i 1 pl reverzne transkriptaze (RevertAid
RT (200 U/ul)). Reakcija je nastavljena po slede¢em programu: 25°C, 10 min; 42°C, 60 min i 70°C,
10 min u PCR masini (TProfessional Thermocycler, Biometra, Nemacka).

3.10.5. Reakcija lan¢anog umnoZavanja u realnom vremenu (Real time PCR - gPCR)

PCR u realnom vremenu (Real time PCR - gPCR) omogucava da se umnoZeni proizvod
detektuje 1 meri kako reakcija napreduje. Uzorci cDNK su razblazeni 1:5 ,,Nuclease-free* vodom.
Alikvoti istog cDNK uzorka upotrebljeni su kao matrica za gPCR sa prajmerima koji su navedeni u
Tabeli 9, 10 i 11. Reakcija je uradena na ploc¢i od 96 bunarica, ili u tubicama, i koris¢en je Maxima
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SYBR Green qPCR Master Mix (2X), with separate ROX vial (Thermo Scientific™, SAD) za pracenje
ekspresije gena. Ukupni volumen reakcione smese je 12,5 ul i sadrzi 6,25 ul Maxima SYBR Green
gPCR Master Mix (2x), po 0,5 ul specifi¢nih prajmera (10 pmol), 0,25 ul H2O i 1 ul cDNK razblazene
matrice. Reakcije su izvodene u triplikatima kori§¢enjem 7500 Real-Time PCR Systems aparata
(Applied Biosystems) ili u Magnetic Induction Cycler (Mic gPCR, Bio Molecular Systems, Australija).
Reakcije su se odvijale po slede¢em programu: 50°C, 2 min; 95°C, 10 min, za ¢im je sledilo 40 ciklusa
od po 15 sekundi na 95°C i 1 min na 60°C. Akumulacija PCR produkata je detektovana u realnom
vremenu i rezultati su analizirani u Excel tabeli (Microsoft office, SAD). Relativna ekspresija
analiziranih gena prikazana je kao 22, gde je ACt razlika izmedu Ct vrednosti target gena i endogene
kontrole.

3.10.6. Sekvenciranje i analiza transkriptoma

Sekvenciranje transkriptoma i bioinformaticka analiza rezultata je radena u kompaniji
Novogene (https://en.novogene.com/). Ova usluga je obuhvatila utvrdivanje koli¢ine i kvaliteta
uzoraka izolovane totalne RNK, pripremu iRNK biblioteke, sekvenciranje (Illumina Novaseq
platform). Takode, izvrSena je i analiza rezultata: kontrola kvaliteta; mapiranje prema referentnom
genomu (softver HISAT2- Hierarchical Indexing for Spliced Alignment of Transcripts 2);
kvantifikacija nivoa genske ekspresije preko FPKM (od eng. Eragments Per Kilobase of transcript
sequence per Millions base pairs sequenced); testiranje diferencijalne ekspresije (od eng. DEGS)
(softver DESeqg2 R); Enrichment analysis - funkcionalna GO (od eng. Gene ontology) i KEGG (od
eng. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) analiza.

3.11. Osnovne procedure rada sa proteinima
3.11.1. Ekstrakcija ukupnih proteina

Izdvojeno je 100 mg samlevenog biljnog materijala (koren 1 list ili klijanci) uz pomo¢ tucka 1
avana u tecnom azotu. Za izolovanje proteina koriS¢en je ekstrakcioni pufer koji je sadrzao 25 mM
trisaminometan (Tris) - HCI pH 7,5, 2 mM EDTA, 0,1 mM fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF) i 50
mM ditiotritol (DTT). DTT je dodat da bi inhibirao dalju oksidaciju proteina koja je mogla da se javi
nakon lize ¢elija. Tokom 60 min inkubacije na ledu, uzorci su snazno povremeno mesani na vorteksu
(Vortex-Genie 2, SAD), a zatim centrifugirani 20 min na 10000 g (Centrifuge 5417R, Eppendorf,
Nemacka). Supernatant je koriS¢en za dalje analize.

3.11.2. Vertikalna elektroforeza na poliakrilamidnom gelu pod denaturiSué¢im uslovima
(SDS-PAGE)

Proteinski uzorci su analizirani SDS-PAGE metodom (sodium dodecil sulfat-poliakrilamidna
gel elektroforeza). Uzorci za analizu su pripremani tako Sto su rastvarani u puferu za uzorak (125 mM
Tris, pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerol; 0,025% boja bromfenol plavo; 4% B-merkaptoetanol). Ovako
pripremljeni uzorci su inkubirani 5 min na 100° C. U 12% ili 15% akrilamidnim gelovima proteini
su razdvajani prema molekulskoj masi prema modifikovanoj metodi po Leammli-ju (Laemmli, 1970).
Denaturisuc¢i SDS poliakrilamidni gel sastoji se iz dva dela: za koncentrovanje uzorka (od eng.
stacking gel) i gela za razdvajanje uzoraka (od eng. running gel). 12% SDS-poliakrilamdini gelovi su
koriS¢eni za analizu oksidativnog statusa ukupnih proteina ili za verifikaciju proteinskih izolata tako
Sto je gel dalje bojen Comassie brilliant blue bojom R-250 (0,25%) (CBB). 15% SDS-poliakrilamidni
gel koris¢en za imunoblot detekciju DSS1 proteina. Sastav delova gelova je detaljno izlistan u Tabeli
24. Dimenzije gelova su bile 8 x 5 cm, dok je njihova debljina bila 1 mm.
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Tabela 24. Procedura za pravljenje 12% i 15% SDS-poliakrilamidnih gelova.

Gel za razdvajanje uzoraka Gel za koncentrovanje uzoraka
Koli¢ina komponenti Kolicina
Komponente p Komponente komponenti za
za5 ml
2ml
Rastvor akriamida-bis Rastvor akriamida-bis
akrilamid(29:1) (30% 12% 15% akrilamid (29:1) (30% w/v) 5%
w/Vv) (SERVA, Nemacka) (SERVA, Nemacka)
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,3 ml 1 MTris-HCI pH 6,8 130 pl
10% SDS 50 pul 10% SDS 20 pl
10 % amonijumpersulfat 10 % amonijumpersulfat
(APS) 50 (APS) 20l
tetrametiletilendiamin 2 ul tetrametiletilendiamin 2 ul
(TEMED) H (TEMED) H

Neposredno pre nanosenja na gel, uzorci (25 pg) su pomesani sa 4x koncentrovanim
denaturiSu¢im puferom za uzorak (125 mM Tris pH 6,8; 4% SDS; 20% glicerol; 0,2 M DTT ili 4%
B-markaptoetanol) koji je sadrzao boju (0,02%, brom-fenol plavo), a zatim denaturisani na 95°C, 5
min. Radi odredivanja molekulske mase proteina, koriS¢eni su komercijalni proteinski markeri
(PageRuler, ThermoFisher Scientific, SAD), veli¢ine u proseku od 10-180 kDa.

Totalni proteinski ekstrakti su razdvojeni elektroforezom u TGB puferu (25 mM Tris, 250
mM glicin, 0,1% SDS u ddH20) pri naponu od 130 V i jaéini struje od 30 mA (Biometra aparatura
za vertikalnu elektroforezu).

Vizualizacija proteina je vrSena bojenjem gelova bojom CBB rastvorenoj u 45% metanolu i

10% sirc¢etnoj kiselini 1 njihovim obezbojavanjem u rastvoru 45% metanola 1 10% sircetne kiseline
(Sambrook et al., 1989).

3.11.3. PoluvlaZni prenos proteina sa gela na PVDF membranu

Transfer proteina je sproveden na odgovarajuce poliviniliden-difluorid (PVDF) membrane sa
porama veli¢ine 0,45 um (Immobilone-P, Millipore, MA, SAD), kori§¢enjem Semi-dry Fastblot B43
transfer sistem (Biometra, Analytik Jena, Nemacka). Izuzetak je 15% poliakrilamidni gel koji je
nakon elektoroforeze podeljen na dva dela 1 prenos je raden u 2 zasebna sistema za transfer u cilju
efikasnijeg prenosa proteina od interesa, a i kasnije imunodetekcije.

Standardna procedura pocinje potapanjem gela u katodnom puferu (25 mM Tris pH 9,4; 40
mM glicin; 20% (v/v) metanol) u trajanju od 5 min. Anoda sistema je nakvasena anodnim puferom I
(300 mM Tris pH 10,4; 20% metanol), dva sloja 3 MM papira u dimenziji gela, su natopljena anodnim
puferom 1 i postavljena na anodu. Jedan sloj 3 MM papira nakvaSen je anodnim puferom II (25 mM
Tris, pH 10,4; 20% (v/v) metanol) i dodat u “sendvi¢” za transfer. Prethodno isecena PVDF
membrana po dimenzijama poliakrilamidnog gela, je kratko aktivirana u metanolu (2 s), a zatim je
oprana u vodi 5 min i inkubirana u anodnom puferu Il dodatnih 5 min. Membrana je nakon inkubacije
stavljana u “sendvi¢” i prevlacenjem pomocu staklenog Stapica preko membrane istisnuti su mehurici.
Gel je nakon toga stavljen na membranu i dodata su tri sloja 3 MM papira prethodno potopljena u
katodni pufer. Elektrotransfer je u ovom sistemu vrsen tako $to je postupak prenoSenja proteina sa
gela na membranu odgovarajuce povrsine trajao 20 min (za detekciju proteina DSS1) i 40 min (za
detekciju aktina) pri konstantnoj jagini struje od 5 mA po 1 cm?, prema uputstvu proizvodaca.
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3.11.4. Imunoblot analiza

Po zavrSetku transfera, membrane su inkubirane preko no¢i u puferu za blokiranje, koji sadrzi
5% govedeg seruma albumina (BSA, Bovine Serum Albumin, Sigma, SAD) rastvorenog u fosfatnom
puferu (PBS - 50 mM NacCl, 40 mM NazHPQO4, 10 mM NaH2PO4) soli sa 0,1% deterdzentom Tween®
20 (Sigma, SAD) (PBST pufer) uz konstantno oblivanje na klackalici na +7°C. Posle toga su
membrane isprane 1x 15 min i 2x 5 min u PBST puferu. Potom je membrana sa proteinima vece
molekulske mase inkubirana u rastvoru primarnog antitela specifi¢nog na aktin (ab197345, abcam,
UK). Druga polovina membrane, na kojoj su proteini manje molekulske mase, su potopljeni u rastvor
primarnog antitela na protein DSS1 (FL-70, SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC., SAD), preko
noc¢i na +7°C. Visak antitela je sa membrane ispran u PBST puferu (1x 15 min i 2x 5min), a zatim su
inkubirani u rastvoru istog sekundarnog antitela kuplovanih sa HRM (HAF008, R&D Systems ™
SAD). Detaljna specifikacija antitela i procedura pripreme rastvora primarnih i sekundarnih antitela
se nalaze u Tabeli 25. Prema protokolu proizvodac¢a, hemiluminiscentna detekcija je uradena pomocu
the Immobilon Western Chemiluminescent Horseradish Peroxidase (HRP) Substrate (Millipore).
Membrana je pokrivena 0,1 ml supstratom za perkosidazu po 1 cm?, koji je sadinjen od rastovora
peroksida i reagensa luminola u razmeri 1:1. Nakon reakcije u trajanju od 5 min, signal je zabelezen
digitalnim sistemom za slikanje (the ChemiDoc Imaging System, Bio Rad, SAD). Kvantifikacija
oksidovanih proteina je uradena denzitometrijskom analizom u softveru ImageJ.

Tabela 25. Primarna i sekundarna antitela koriS¢ena u imunoblot analizi.

Primarno antitelo  Razblazenje . USIOV!. Sekur_1darno Razblazenje . USIOV!.
inkubacije antitelo inkubacije
. . 1:1000 u 1%
Zecje anti-DSS1
antitelo BS'AE,;g.llfferu LhnaST koziji HRP- 1:1000 u 1%
konjugovani anti-  BSA u puferu 1hna ST
o 1:1000 u 1% zegji-1gG PBST
Zeqje ﬁtll aktin BSA u puferu 1hnaST 19
antitelo PBST

3.11.5. Oksiblot analiza

Ukupni biljni proteinski ekstrakti su analizirani brzim i senzitivnim pristupom za detekciju
proteina modifikovanin ROS formama - Oksiblot metodom. Ova metoda omogucava detekciju
karbonilovanih grupa u bo¢nim lancima o$tecenih proteina oksidativnim stresom. Priprema i analiza
uzoraka je radena prema uputstvu OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit (Merck Millipore,
SAD). U 5 uL (25 pg) izdvojenog proteinskog izolata je dodato 5 pl 12% SDS kako bi finalna
koncentracija bila 6% SDS. Proces derivatizacije uzoraka je uraden po principu dodavanja 10 ul
komercijalnog rastvora 1x2-4-dinitrofenilhidrazina (DNPH). Nakon inkubacije 15 min na sobnoj
temperaturi 1 dodavanja 7,5 pl neutralizacionog pufera, uzorci su bili spremni 1 Cuvani su maksimalno
do 7 dana na +4°C. Zatim je po 10 pl derivatizovanih uzoraka nanoseno i razdvojeno na 12%
poliakrilamdinom gelu, metodom SDS-PAGE, a potom je vr$en njihov transfer na PDFV membranu
(procedura opisna u Odeljku 3.11.3.). PDFV membrana nakon prekono¢ne inkubacije u puferu za
blokiranje je kratko isprana u 1XPBS-T i svi naredni koraci su radeni na sobnoj temperaturi. Zatim je
membrana potopljena 60 min u primarno antitelo (zecji anti-2,4-dinitrofenilhidrazon (DNP),
razblazenje 1:150 u 1% BSA). Membrana je nakon toga isprana u 1xPBS-T na slede¢i nac¢in: 1x 15
min, potom 2% po 5 min. U narednom koraku membrana je 60 min inkubirana u sekundarnom antitelu
(kozije HRP-konjugovano anti-ze¢ji-IgG, razblazenje 1:150 u 1% BSA u PBST puferu). Ponovljen
je identican korak pranja membrane kao Sto je opisano pretposlednjem korku. Signal
hemiluminiscencije je vizualizovan kao $to je prethodno opisano u odeljku 3.11.4., na ChemiDoc
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Imaging System (Bio Rad, SAD) uz ekspoziciju membrane u trajanju od 30 s. Kvantifikacija
oksidovanih proteina je uradena denzitometrijskom analizom u softveru ImageJ.

3.12. Procedura bojenja pomocu DAB za detekciju vodonik-peroksida u biljnom tkivu

Nakon primenjenog tretmana oksidativnim stresom, na klijancima (5-6 biljaka) je uredena in
situ detekcija molekula vodonik-peroksida bojenjem pomo¢u DAB (3,3’-diaminobenzidine) (SERVA,
Nemacka) (Thordal-Christensen & Zhang, 1997). Klijanci su potopljeni u 5 ml sveze pripremljeni
vodeni rastvor DAB (1 mg/ml, pH 3,8) u staklene boce sa poklopcem (do 6 ml zapremine). Tako
pripremljeni klijanci su inkubirani u mraku tokom 24 h, uz konstatno oblivanje na klackalici. U cilju
fiksiranja DAB boje i uklanjanja hlorofila iz tkiva klijanaca, obojeni klijanci su prebaceni u 10 ml
etanola (100%) u pripremljene tube zapremine 15 ml i zagrevani 20 min na 100°C uz periodi¢no
mesanje. Vizalizacija DAB bojenja je sprovedena na klijancima postavljenim na plasti¢nu podlogu
sa 60% glicerola. l1zgled obojenih klijanaca pomoc¢u DAB je zabelezen fotografijama.

3.13. Procedura za odredivanje nivoa lipidne peroksidacije

U prikupljenom biljnom materijelu analiziran je nivo lipidne peroksidacije kao mera nivoa
oksidativnog stresa u biljnim ¢elijama nakon tretmana. Merenje je sprovedeno detekcijom
koncentracije produkta malondialdehida (MDA), kao markera oksidativne degradacije lipida, koji
nastaje u reakciji sa tiobarbituratnom kiselinom (TBA) (Heath & Packer, 1968). Prethodno zamrznuti
biljni materijal, samleven je u avanu sa te¢nim azotom pomocu tucka. Priblizno je odvojeno 100 mg
samlevenog materijala u 1,5 ml tube u duplikatu i rastvoreno u 800 pl 20% trihlorsiréetne kiselne
(TCA), promesano i ohladeno na ledu. Zatim je talog centrifugiran na 13000 rpm, 20 min na
temperaturi od +4°C u hladnoj centrifugi (Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Nemacka). U prethodno
pripremljene 1,5 ml tubice, sa izbuSenim poklopcem pomocu igle, izdvojeno je 600 ul supernatanta i
pomesano sa istom zapreminom 20% TCA koja je sadrzala 0,5% TBA. Takva smesa je inkubirana
30 min u vodenom kupatilu (Memmert Waterbath WBU 45, Nemacka) na 95°C, brzo ohladena na
ledu 5 min 1 centrifugirana na 13000 rpm, 30 min na +4°C. Koli¢ina MDA je dobijena razlikom
izmedu specifi¢ne apsorbancije supernatanta na talasnoj duzini 532 nm i nespecifi¢ne apsorbancije
na 600 nm na spektrofotometru (Ultrospec 3300 pro, Amersham Biosciences, UK). Nivo lipidne
peroksidacije izraZen je u sadrzaju MDA po koli¢ini biljnog tkiva u reakcionoj smesi, tj. kao nmol
MDA po gramu sveze mase i izracunat koriséenjem ekstinkcionog koeficijenta 155 mM-tcm™,

3.14. Statisticka obrada podataka

Prikupljeni podaci su statisticki obradeni u programu Excel (Microsoft Office 2016, SAD) i
prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD), koja je dobijena u ponovljenim
bioloSkim eksperimentima i1 ponovljenim merenjima u okviru svakog od eksperimenta. Program
GrafPad Prism 8.0 je koris¢en za odredivanje statisticke znacajnosti, upotrebom Turkey’s multiple
comparison test kroz two-way analizu varijanse (od eng Analysis of Variance, ANOVA). U
slu¢ajevima gde je p vrednost iznosila manje od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Filogenetska analiza proteina DSS1 u biljnom svetu

Prvi korak u analizi DSS1 proteina A. thaliana bila je in silico filogenetska analiza, koja je
vr$ena u programu PhylomeDB (Fuentes et al., 2021). Izvedeni su evolucioni podaci iz javne baze
PhylomeDB koja sadrzi anotirane sekvence, poravnanja i filogeniju homolognih gena. Za ulazne
parametre su upotrebljeni nazivi gena DSS1(l) i DSS1(V) na osnovu kojih je dobijeno filegenetsko
stablo evolutivno srodnih biljnih proteina DSS1 (Slika 16A). Prema pozicioniranju oba gena DSS1 u
biljnom svetu ovih visoko konzervisanih neuredenih proteina, baza PhylomeDB je omogudila
predikciju paraloga i ortologa za ovu familiju gena. Pretpostavlja se da nakon razdvajanja nove vrste
od Vitis vinifera dolazi do dogadaja duplikacije gena DSS1 kod vrsta A. lyrata i A. thaliana. Predikcija
ukazuje na to da je rezultat tog dogadaja tokom evolucije nastanak gena DSS1(V).

Primarne proteinske strukture vrsta dobijenin generisanjem filogenetskog stabla, su
medusobno poredene i analizirane u programu Clustal Omega (Sievers et al., 2011). Dobijeni rezultati
jasno ukazuju na visoku homologiju, tj. konzervisanost proteina DSS1 u biljnom svetu (Slika 16B).
Pretrazivanjem baze UniProt, utvrdeno je da su svi proteini hipoteticki i da su jedino detektovani na
nivou transkripata gena ozna¢enih C6TOE4 i C6SVB5 kod vrste Glycine max (Sievers et al., 2011).
Konstruisanje filogenteskog stabla je imalo za cilj da otkrije evolutivnu vezu izmedu oba proteina
DSS1 A.thaliana i ostalih srodnih biljnih vrsta.

A

AOA022QTV6 Phy002A8MF_MIMGU  Mimulus guttatus
AOAOAOLU33 Phy0029AHY_CUCSA  Cucumis sativus
C6TOE4 Phy0028CG6_SOYBN Glycine max
Glymal7g29330.2 Phy002902Y_SOYBN Glycine max
C6SVB5 Phy0028V36_SOYBN Glycine max
11KCH6 Phy0028FU7_SOYBN Glycine max
B9RB47 Phy002I0AH_RICCO  Ricinus communis
BO9RUB1 Phy002HSOV_RICCO  Ricinus communis
GSVIVT01007782001 Phy002G1ZT_VITVI Vitis vinifera
475473 Phy002607F_ARALY  Arabidopsis lyrata
QI9XIR8 Phy00013EM_ARATH Arabidopsis thaliana - DSS1(I)

Q9FL96 PhyOO013EN_ARATH Arabidopsis thaliana —-a DSS1(V)
494484 Phy002755G_ARALY  Arabidopsis lyrata
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Slika 16. Filogenetska analiza proteina DSS1(1) i DSS1(V) A. thaliana upotrebom Web programa PhylomeDB i
Clustal Omega. (A) Filogenetsko stablo DSS1 bliskih ortologa i paraloga u biljnom svetu koje predstavlja hipoteti¢ke
evolutivne pretke. Plavi ¢vor na mestu grananja filogenetskog stabla oznacava razdvajanje nove grupe od predacke
vrste; crveni ¢vor duplikaciju tokom evolucije; zelenim krugom su obelezeni proteini od interesa; UniProt pristupni
brojevi su izlistani uz filogenetsko stablo; desno od stabla su izlistana PhylomeDB imena za iste proteine; u desnoj
koloni su navedena specifiéna imena biljnih vrsta iz kojih poti¢e protein. (B) Poredenje aminokiselinskih sekvenci
biljnih proteina DSS1. Aminokiseline su obelezene bojama na slede¢i nacin: plavom — male hidrofobne; ljubi¢astom —
kisele; crvenom — bazne; zelenom — polarne nenaelektrisane; Zutom - prolin; narandZastom — glicin. Pozicije u sekvenci
oznacene zvezdicom su visoko konzervisane; dve tacke ukazuju na konzervisanost izmedu aminokiselinskih grupa sa
sliénim osobinama; ta¢ka ukazuje na konzervisanost izmedu grupa sa manje slicnim osobinama.
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4.2. In silico komparativna analiza proteina DSS1(l) i DSS1(V) i predikcija njihovih
specifi¢nih interakcije sa drugim proteinima

Aminokiselinska sekvenca DSS1(I) i DSS1(V) je analizirana kori$§¢enjem algoritma
PSIPRED (Buchan & Jones, 2019), i poredenja sekvenci su prikazana na Slici 17, gde su plavom
bojom obelezene hidrofilne, a crvenom bojom hidrofobne aminokiseline. Uocava se visok nivo
homologije izmedu ove dve izoforme, pri ¢emu je pokazano da je DSS1(V) za jednu aminokiselinu
krac¢i od DSS1(I) proteina i da postoji razlika u osam aminokiselina. Medu tih osam razlika, samo
jedna je znacajnija promena— iz polarnog glutamina u nepolarni leucin na poziciji 44 (Q44L) (Slika
17A, crni kvadrat). U zavisnosti od primarne proteinske strukture pretpostavlja se da postoji
potencijalna razlika u savijanju proteina izmedu izoformi DSS1 koja je prikazana na Slici 17B.
Mutacija anotirana Q44L koja pravi razliku u polarnosti izmedu DSS1 tipova, moze uticati na
drugaciju prostornu organizaciju proteina.

Zbog neuredene prirode proteina DSS1, rezultati dokinga nisu mogli da budu dovoljno
precizni da bi se objasnila razlika izmedu DSS1(I) i DSS1(V) u interakcijama sa njihovim partner
proteinima. Svakako, poredenje PPI (protein protein interakcija) izmedu dva DSS1 i njihovih
potencijalnih partnera bila bi korisna u svojstvu tumacenja evolutivnog znac¢aja promene samo jedne
aminokiseline. Na Slici 17C predstavljen je grafik energije vezivanja DSS1 izoformi za partner
proteine. Prema energiji vezivanja, DSS1(I) se lakSe vezuje za regulatorne subjedinice ,.kape* 26S
proteazoma (od eng. RPT6B - Regulatory particle triple-AATPase subunit 6b ili regulatorna
subjedinica 8 homolg B 26S proteazoma) i EMB2719 (od eng. EMBRYO DEFECTIVE 2719,
pristupni broj lokusa: AT1G20200). Nasuprot tome, sa manje afiniteta se vezuje za Heat shock
protein 70-1 hloroplasta (pristupni br. lokusa: AT4G24280) i PCI/PINT asocirani modul (PAM)
domen protein (pristupni br. lokusa: AT1G75990). DSS1(I) 1 DSS1(V) su pokazali medusobno slicne
energije vezivanja kako za protein BRCA2V (BRCAZ2B na Slici 18B), tako i za ATS9 (od eng. non-
ATPase subunit 9). U prilog energijama vezivanja, protein EER5 (od eng. enhanced ethylene
response 5 protein, pristupni br. lokusa: AT2G19560) jedino moze da se veze za DSS1(V), dok
protein iz familije ATPaze AAA-tipa (pristupni br. lokusa: AT5G2000) je iskljuéivo partner proteinu
DSS1(I). Na Slici 18. su prikazani parametri pomocu kojih su dobijene neophodne energije PPI za
obe izoforme DSS1.
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Slika 17. In silico analiza aminokiselinske sekvence proteina DSS1 i protein-protein interakcija. (A) Poredenje
primarnih sekvenci proteina DSS1(l) i DSS1(V), koje su obojene prema hidrofobnosti aminokiselina: crveno —
hidrofobna; plavo — hidrofilna. Crni kvadrat ukazuje na znagajnu razliku u jednoj aminokiselini, promeni iz glutamina u
leucin na poziciji 44 (Q44L). (B) Vizuelni prikaz poredenja mogucih konformacija proteina DSS1(I) i DSS1(V) preko
3D protein modela izvedenog pomo¢u PHYRE V 2.0; crnim pravougaonikom je uokvirena promena glutamina (Q) u
leucin (L) na poziciji 44. (C) Energije vezivanja izrazene u kcal/mol za date specifi¢ne proteinske partnere; fizicke
osobine PPI su izraunate upotrebom softvera PatchDock i FireDock.

GBE ACE HB ALIPH

inter_2 inter_1
AT1G75990 dssl 12.646667 4.775556 -1.813333 -0.833333
dss5 37.482857 4.454286 -2.390000 -2.214286
AT4624820 dssl 22.474000 4.867000 -1.342000 -0.500000
dss5 43.506250 4.695000 -1.367500 -0.375000
AT5G20000 dssl 4.911818 7.035455 -1.869091 -0.727273
ATSS dssl 3.304444 2.781111 -0.922222 -0.222222

dss5 -1.987778 2.115556 -0.858889 -0.444444

EERH5 dss5 27.595833 5.945833 -1.957500 -1.416667

EMB2719 dssl 19.040000 6.229167 -2.310833 -0.791667
B

dss5 -3.043333 3.983333 -0.510000 0.600000
brcazB dssl -11.611333 1.464000 -1.312000 -2.133333

dss5 -11.460667 1.633333 -1.339333 -1.733333

brca2IV dssl 7.463750 3.525000 -1.653750 0.000000
dss5 5.709091 3.500909 -1.635455 -0.500000
rpnle dssl 14.307059 4.128824 -1.640000 -0.558824

dss5 1.425000 5.994375 -2.035625 -0.750000
rpnlza dssl 19.924000 4.293000 -1.301000 -0.800000
dss5 5.108182 3.272727 -0.903636 -0.500000
rpnls dssl 20.591818 5.419091 -1.891818 -1.181818

dss5 2.602727

[

.583636 -0.997273 -0.545455

Slika 18. Energija protein-protein interakcija. Proraduni globalne energije vezivanja (GBE), stanje nevezanih
kompleksa (ACE), vodonicne i disulfidne veze (HB) i alifaticne interakcije (ALIPH) izmedu datih proteina i DSS1(I)
(dss1 na slici), odnosno DSS1(V) (dss5 na slici).
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4.3. Ekspresija gena DSS1 u ranim fazama razvica A. thaliana

Kako u literaturi ne postoje podaci o nivou ekspresije DSS1 izoformi kroz razvice i u uslovima
stresa, vrSena je analiza ekspresije oba gena DSS1 upotrebom gqPCR (Slika 19). Profili ekspresije
DSS1 transkripata su prac¢eni u ranim fazama razvica A. thaliana. Analizirane su ekspresije u
dormantnim semenima, imbibovanim semenima, kao i u klijancima sa dva lista (primarni par listova
rozete), Cetiri lista (sekundarni par) i Sest listova (tercijarni par). Oba gena pokazuju izrazeno
povecéenu ekspresiju (oko 10 puta) u dormantnim i imbibovanim semenima u odnosu na faze nakon
pocetka klijanja. Dok klijanci u fazama 2, 4 i 6 listova imaju nepromenjen nivo eskpresije za gen
DSS1(1), nivo ekspresije DSS1(V) pokazuje postepeni trend opadanja tokom razvica.
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_ACt
)

log(2
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$ ﬁ})‘%— b‘\)‘%' bw‘%' G q}% \}' b\ﬁ'

Slika 19. Profil relativne ekspresije gena DSS1(l), odnosno DSS1(V) kroz rane faze razvi¢a A.thaliana. Na apscisi
su predstavljene faze semena i klijanaca: dormantno seme (S), imbibovano seme (1S), klijanci sa: dva lista (2L K); etiri
lista (4L K); Sest listova (6L K). Na ordinati su prikazane vrednosti relativne ekspresije izrazene kao logio(2°4).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD dobijena od ponovljenih merenja iz zbirnog uzorka od 50-70 biljaka.

4.4. Ekspresija gena i proteina DSS1 u oksidativhom stresu indukovanom vodonik-
peroksidom i metil-viologenom u A. thaliana

Na pocetku istrazivanja je bilo neophodno ispitati kakav je efekat abiotickog stresa na
ekspresiju dva visoko holomologna gena A. thaliana koja kodiraju dve izoforme proteina DSS1. Za
dobijanje profila eskpresije gena DSS1(1) i DSS1(V) tokom oksidativnog stresa, biljke A. thaliana su
rasle do faze odraslih biljaka u hidroponi¢nom sistemu za uzgajanje i nakon pet nedelja od klijanja
izloZene su koncentracijama 5 mM i 10 mM vodonik-peroksida (H20) (Slika 22). Na Slikama 20 i
21 su predstavljeni hidroponi¢ni sistemi za gajenje klijanaca i odraslih biljka A. thaliana.
Upotrebljene toksi¢ne koncentracije H2O2 su preuzete iz ranijih studija (Akter et al., 2017). Kako bi
promene koje se deSavaju pod uticajem oksidativnog stresa bile uocljivije, odgovor na nivou
ekspresije gena je testiran u dve vremenske tacke: prvog i treeg dana tretmana. S obzirom na to da
su prve mete u peroksidaciji lipidi i lipoproteini u celijskoj membrani, uraden je esej lipidne
peroksidacije za procenu oksidativnog statusa (Slika 22A). Nakon tre¢eg dana od izlaganja H2O2, u
biljnim uzorcima nivo lipidne peroksidacije je bio znacajno povecan u listovima i korenovima
tretiranih biljaka u poredenju sa kontrolnim biljkama. Povecana lipidna peroksidacija nije
detektovana u listovima i korenovima tretiranih biljaka nakon prvog dana tretmana vodonik-
peroksidom u hidroponici.
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Slika 21. Gajenje zrelih ?ijaka A.thaliana u osnovnom hranljivom rastvoru.

Takode, semi-kvantitatvnom imunoblot analizom ukupnih proteina iz korena, detektovani su
proteini DSS1 pomocu poliklonskih anti-DSS1 antitela. Medutim, detekcija ovim antitelima nije
omogucavala razgrani¢enje izmedu dve biljne proteinske izoforme DSS1. Nakon denzitometrijske
kvantifikacije upotrebom programa ImageJ, koli¢ine ukupnih proteina DSS1 su prikazane kao
relativni odnos inteziteta signala DSS1 i aktina detektovanih na membrani na Slici 22B. Analiza je
otkrila da je nivo ukupnih proteina DSS1 ¢etvorostruko povecan u korenovima prvog dana u uslovima
5 ili 10 mM H20; naspram kontrole. Dalje, nakon tre¢eg dana nivo ukupnih proteina DSS1 u
korenovima A. thaliana je povec¢an 9 do 21 puta u tretmanu sa 5 ili 10 mM H2O.. Imunoblot analiza
na uzorcima proteina izolovanih iz listova biljaka tretiranih vodonik-peroksidom nije pokazala
znacajne promene u nivou ekspresije proteina DSS1.

Za precizno odredivanje ekspresije ova dva visoko homologna gena, dva para prajmera su
dizajnirana tako da specificno umnozavaju svaku od dve izoforme DSS1 proteina. Svaki od njih
sadrzavao je uzvodni prajmer koji je komplementaran kodirajuéem regionu gena i nizvodni prajmer
koji je komplementaran regionu 3> UTR DSS1(l) ili DSS1(V). Rezultati PCR analize pokazuju da je
relativna ekspresija gena DSS1(]) tri puta veéa u korenovima biljaka tretiranih vodonik-peroksidom
nego u kontolnim biljkama posle prvog dana od izlaganja stresoru (Slika 22C). Nakon tre¢eg dana od
pocetka tretmana vodonik-peroksidom je pokazano da je ekspresija transkripata DSS1(l) dva puta
povecana u teretiranim u odnosu na kontrolne korenove (Slika 22C). U sluc¢aju gena DSS1(V),
primeéen je sli¢an obrazac relativne ekspresije (Slika 22D). Stavise, uoceno je da je nivo iRNK u
korenovima drasti¢nije povecan, ¢ak do pet puta prvog dana posle izlaganja 5 ili 10 mM H20O..
Takode, nakon treCeg dana tretmana je izmerena tri puta veca ekspresija DSS1(V) u tretiranim
korenovima A. thaliana u odnosu na korenove netretiranih kontrolnih biljaka (Slika 22D). U listovima
tretiranih biljaka u odnosu na netretirane nije detektovan znacajan efekat na nivou profila ekspresije
oba gena.
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Slika 22. Efekat oksidativnog stresa u prvom/ treéem danu tretmana 5 mM/ 10 mM vodonik-peroksidom (H203)
na lipidnu peroksidaciju, ekspresiju proteina i gena DSS1 u A. thaliana. (A) Nivo lipidne peroksidacije (MDA
nmol/g sveze mase) u korenovima i listovima biljaka. (B) Semi-kvantitativna imunoblot analiza totalnih proteina DSS1
u korenovima A. thaliana. Prikazan je reprezentativni imunoblot; r.o.t.- relativni odnos inteziteta signala DSS1/aktin
odreden denzitometrijski. (C i D) Profil relativne ekspresije gena DSS1(l), odnosno DSS1(V) merenih u listovima i
korenovima. (A, C i D) Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD dobijena iz tri bioloski ponovljena
eksperimenta. Zvezdicom je prikazana statisticki znacajna rezlika u odnosu na kontrolnu netretiranu grupu (p<0,05).

Da bi se potvrdilo da se ekspresija ovih izoformi menja u oksidativnom stresu, primenjen je
jos$ jedan prooksidans — metil-viologen, koji dovodi do oksidativnog stresa putem generisanja O2".
Analogno prethodnoj postavcei eksprimenta, u ovom slu¢aju su zrele biljke podvrgnute stresu 100 1
200 uM MV u hidroponi¢noj kulturi i biljni materijal je uzorkovan prvog i treceg dana za dalje analize
(Slika 23). Relativna ekspresija gena DSS1(1) je statisticki znacajno povecéana i to viSe od dva puta u
listovima tretiranih biljaka nakon tretmana u odnosu na netretirane biljke (Slika 23A). Takode,
znacajno povecanje iRNK DSS1(V) je uoceno u obe vremenske tacke u listovima, ali samo pod
uticajem 200 UM MV (Slika 23B). Ovi rezultati ukazuju na to da do povecéanja ekspresije DSS1(I) ili

DSS1(V) moze doé¢i ne samo u uslovima tretmana perkosidom, nego i pod dejstvom drugih
oksidativnih stresora.
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Slika 23. Efekat oksidativnog stresa u prvom / tre¢em danu tretmana 100/ 200 uM metil-viologenom (MV) na
ekspresiju gena DSS1 u A. thaliana. Relativni profili ekspresije gena (A) DSS1(l) i (B) DSS1(V) mereni u listovima i
korenovima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD dobijena iz tri bioloska ponovljena eksperimenta.
Zvezdicom je prikazana statisticki zna¢ajna rezlika u odnosu na kontrolnu netretiranu grupu (p<0,05).

4.5. Test funkcionalne komplementacije Adssl mutanta U. maydis heterolognom
ekspresijom DSS1 varijanti A. thaliana

Kako A. thaliana poseduje dve varijante DSS1 koje medusobno pokazuju visok stepen
slicnosti, jedan od ciljeva rada je bio da se utvrdi da li produkti ovih gena imaju razlicite funkcije u
¢eliji. DSS1 je visoko konzerviran medu vrstama i pokazano je da ima ulogu regulatornog molekula
(aktivira BRCA2 kompleks) u procesu homologne rekombinacije, koja je izuzetno znacajna u
procesima popravke dvolan¢anih DNK lezija. Posto je region koji prepoznaje i za koji se veze DSS1
protein filogenetski najkonzervisaniji domen BRCA2 molekula, da bi se utvrdilo da li obe varijante
DSS1 imaju ulogu u homolognoj rekombinaciji, geni su eksprimirani u Adss1 mutantu U. maydis kod
koga je ovaj gen deletiran (knockout dss1 mutant) i pracena je njihova sposobnost da kompenzuju
nedostatak UmDss1.

Pojedinac¢ni ORF-ovi (od eng. an open reading frame — otvoreni okvir ¢itanja) su uklonirani
u ekspresioni vektor pod jak konstitutivni pgap promotor, i sa dobijenim konstruktima je potom
transformisan Adssl mutant U. maydis. Ekspresija ovih gena je potvrdena umnozavanjem gen-
specificnim prajmerima na cDNK matrici generisanoj od iRNK izolovane iz transformanata.
Ekspresija gena aktina U. maydis je kors¢ena kao endogena kontrola.
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Slika 24. PCR detekcija transkripata DSS1(1) i DSS1(V) izolovanih iz transformanata Adss1 mutant U. maydis.
Gel elektroforeza (levo) PCR reakcije gen-specifi¢nim prajmerima za cDNK DSS1(l) A. thaliana. Gel elektroforeza (u
sredini) PCR reakcije gen-specifiénim prajmerima za cDNK DSS1(V) A. thaliana. Gel elektroforeza (desno) PCR
reakcije gen-specifi¢nim prajmerima za aktin U. maydis. Adss1 —dss1 mutant U. maydis; Adss1+AtDSS1(l) - Adssl
mutant U. maydis komplemetiran WT sekvencom DSS1(1) A. thaliana; Adss1+AtDSS1(V) - Adssl mutant U. maydis
komplemetiran WT sekvencom DSS1(V) A. thaliana; Adss1+UmDss1 - Adss1l mutant U. maydis komplemetiran WT
genom Dss1 U. maydis; divlji soj A.thaliana — pozitivna kontrola reakcije gen-specifi¢nim prajmerima za DSS1 A.
thaliana.

Adssl mutant je izrazito senzitivan na genotoksi¢ne agense koji izazivaju razliCite tipove
lezija (UV zracenje dovodi do DNK jednolancanih prekida, MMS je alkiliraju¢i agens, DEB je cross-
linking agens) (Slika 25). Ove lezije mogu biti popravljene na razli¢ite nacine, a prethodno je bilo
pokazano da u njihovom popravljanju presudnu ulogu igra i popravka putem homologne
rekombinacije. Stepen komplementacije nedostatka Dss1 u U. maydis DSS1 proteinima A. thaliana
je odredivan semikvantitativno, poredenjem prezivljavanja transformanata na genotoksi¢nim
agensima sa prezivljavanjem Adssl mutanta. Kao kontrolni sojevi su koris¢eni divlji soj koji je
rezistentan na ispitivane agense, kao i Adss1 mutant u kome je overeksprimiran WT alel Dssl iz U.
maydis. Koris¢ene su doze genotoksi¢nih agenasa koje ne dovode do pada vijabilnosti divljeg soja U.
maydis. Na Slici 24 se moze videti da overekspresija DSS1(I) dovodi do znacajnog povecanja
rezistencije Adssl mutanta na ispitivane genotoksi¢ne agense. Prezivljavanje je 3 loga (1000 puta)
vece u odnosu na mutantni soj, ali je nize u odnosu na stepen preZivljavanja koji se ostvaruje
homolognom ekspresijom UmDss1. Znacajno je da za razliku od AtDSS1(I), AtDSS1(V) ne moze da
komplementira nedostatak Dssl, tj. AtDSS1(V)-transformanti pokazuju isti nivo senzitivnosti na
genotoksi¢ne agense kao i netransformisani Adssl soj.

Kontrola UV (100 J/m?)

divlji soj
U. maydis

Adss1

Slika 25. Test funkcionalne komplementacije Adss1 mutanata Ustilago mayds DSS1 homolozima Arabidopsis
thaliana. Divlji soj U. maydis -UCM350; Adss1 —dss1 mutant U. maydis; Adss1+UmDss1 - dss1 mutant U. maydis
komplemetiran WT genom Dss1 U. maydis; Adss1+AtDSS1(l) - Adss1 mutant U. maydis komplemetiran WT genom
DSS1(l) A. thaliana; Umdss1+AtDSS1(V) - Adss1 mutant U. maydis komplementiran WT genom DSS1(V) A. thaliana.
Po 10 pL 10x sukcesivnih serijskih razblaZenja ¢elijske suspenzije (2x107¢elija/mL) je iskapavano, s leva na desno, na
¢vrste hranljive podloge sa oznadenim koncentracijama razli¢itih agenasa, ili je Petri $olja izlagana UV zracenju. Celije
su rasle 2 dana na 30°C.
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4.6. Analiza T-DNK insercionih dssl mutanata A. thaliana

4.6.1. Genotipizacija t-dss1(V) mutanata, analiza profila ekspresije transkripata i
proteina za gen DSS1(V)

U cilju funkcionalne karakterizacije izoformi DSS1 u A.thaliana, uradeno je ispitivanje T-
DNK insercionih dss1 mutantnih linija ove vrste pohranjenih u Arabidopsis Biological Resources
Center (ABRC) koji poseduje kolekcije semena mutiranih linija za svaki od oko 27000 gena u
genomu A. thaliana. Za tu svrhu, biljke su gajene u zemljiSnom supstratu u kontrolisanim uslovima i
zaSti¢ene folijama u cilju spre¢avanja unakrsnog oprasivanja (Slika 26).

U ovom eksperimentu koris¢en je stok semena pod kataloSkim brojem SALK 069888, koji
sadrzi T-DNK inserciju u intronu DSS1(V) kao $to je prikazano na Slici 27A. T-DNK insert je
pozicioniran 478 bp nizvodno od mesta starta transkripcije, Sto je identifikovano PCR analizom i
Sangerovim sekvenciranjem pomoc¢u prajmera LBb1/RP.6. Prajmer LBbl je komplementaran
segmentu T-DNK i jedan je od predlozenih univerzalnih prajmera za pretrazivanje T-DNK
insercionih mutanata od strane instituta Salk (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html). Takode, uz
pomo¢ web platforme SIGNAL, Salk instituta u kome su eksperimentalno verifikovani svi mutanti iz
ABRC kolekcije, su predlozeni i kreirani dodatni gen specifi¢ni prajmeri (LP.6 i RP.6), kao i prajmeri
za potencijalne nasumi¢ne nezeljene insercije koje su identifikovane u ovom stoku semena. U T2
generaciji, identifikovana je homozigotna linija biljaka koja je nosilac mutacije u genu DSS1(V) (t-
dss1(V)™), primenom PCR metode uz upotrebu razli¢itih kombinacija prajmera LBb1, LP.6 i RP.6.
Umnozavanje prajmerima LP.6 i RP.6 u kojem je matrica bila gDNK porekom iz homozigotnih
mutanata za DSS1(V) nije rezultiralo pojavom PCR produkta, $to je posledica disrupcije DSS1 gena
T-DNA insertom duzine 8-25 kb. Medutim, PCR reakcija sa gDNK iz WT homozigota za DSS1 dala
je amplikon ocekivane duzine od 1222 bp (Slika 27B). Amplikon od 735 bp koji je nastao u PCR
reakciji sa prajmerima LBbl 1 RP.6 je koriS¢en kao dodatna potvrda homozigotnosti mutanata t-
dss1(V)", odnosno prisustva T-DNK (Slika 27B).

B : | ‘ ‘I e ;
Slika 26. Gajenje A. thaliana u supstratu za potrebe skrininga mutanata. Slika levo - biljke u klima komori, slika
desno - biljke u Arasystem-u.

Semi-kvantitativnom imunoblot analizom je uoCeno da sadrzaj totalnih DSS1 proteina
smanjen za 48% u mutiranoj liniji u odnosu na WT biljke (Slika 27C). Ovom analizom nije bilo
moguce specificno detektovati DSS1(V) tj. razgraniciti ga od DSS1(I) proteina, pomocu dostupnih
DSSI antitela, jer ona prepoznaju zajednic¢ke epitope u obe izoforme proteina. U mutantima dss1(V)
" je potvrdeno znaGajno smanjenje nivoa totalnog DSSI1, §to ukazuje da je produkcija proteina
DSS1(V) zaista smanjena u mutantima. Takode, u homozigotnoj liniji mutanata je detektovan
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smanjen nivo transkripata DSS1(V) upotrebom gen-specifi¢nih prajmera 3UTR DV{/ 3UTR DVr koji
su komplementarni genomskoj sekvenci lociranoj nizvodno od T-DNK insercije (Slika 27D). Analiza
ekspresije gena ukazuje na to da se u T-DNK mutiranoj liniji A. thaliana akumulira 75% manje iRNK
DSS1(V) u odnosu na WT biljke. Obe transkript i protein specifi¢ne analize potvrduju da je uspesno
uspostavljena knockdown mutanata linija za t-dss1(V).

A C
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Slika 27. Identifikacija T-DNK insercionih t-dss1(V) " alela. (A) Sematski prikaz organizacije gena DSS1(V) sa
pozicijama egzona, introna i inserta T-DNK u liniji semena (kataloski br. SALK_069888). Crni kvadrati predstavljaju
egzone, a linija izmedu intron. Beli petougao i desni ¢etvorougao na krajevima reprezentuju regione 5' UTR i 3' UTR.

Beli trougao ukazuje na mesto T-DNK insercije u genu, 478 bp od starta transkripcije. LBb1 - uzvodni univerzalni

specifiéni grani¢ni prajmer komplementaran T-DNK inserciji; LP.6 i RP.6 — uzvodni i nizvodni prajmeri specifi¢no
komplementarni sekvenci DSS1(V). (B) Prisustvo T-DNK insercije u oba alela u genu DSS1(V) determinisano je PCR
analizom na gDNK iz WT biljaka i potencijalnih mutanata pomocu kombinacije slede¢ih prajmera: LP.6, RP.6 i LBb1.

(C) Nivo totalnih proteina DSS1 u WT i dss1(V) * linijama detektovan imunoblot analizom pomo¢u anti-DSS1 antitela.
Prikazani su reprezentativni podaci tri eksperimenta; r.o.t. - relativni odnos inteziteta signala DSS1/aktin odreden
denzitometrijski. (D) Nivo ekspresije transkripata DSS1(V) kod WT biljaka i mutanata za dss1(V). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SD dobijena iz tri bioloSka eksperimenta. Zvezdicom je prikazana statisti¢ki zna¢ajna
razlika u odnosu na WT biljke (p<0,05).

Treba naglasiti da je SALK 069888 originalno multi-insercioni stok semena koji sadrzi
inserte T-DNK u sedam razli¢itih genskih lokusa. Pored ranije navedene T-DNK insercije u genu
DSS1(V), linija SALK 069888 semena inicijalno sadrzi insercije u slede¢im lokusima: u kodiraju¢im
regionima gena DSS1(l) (pristupni br.: AT1G64750), u genu koji kodira galaktoza oksidazu (GAO),
koja pripada superfamiliji proteina sa kelch ponovcima (pristupni br.: AT3G06570) i u regionu
promotora gena regulatora pseudo-odgovora 3 (PRR3, pristupni br.. AT5G60100). Dodatne postoje
insercije u tri intergenska regiona koje su zabeleZzene u specifikaciji linijje SALK 069888:
AT1G77990 — AT1G78000, AT1G26860 — AT1G26810 i AT3G21320 — AT3G21330. Kroz Sest
sukcesivnih kontrolisanih ukrStanja, uspesno je sprovedeno eliminisanje nezeljenih navedenih
mutacija. Izolacija Cistih homozigotnih linija mutanata t-dss1(V) je potvrdena u PCR reakciji sa
navedenim prajmerima iz Tabele 9 (Slika 28).
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Slika 28. Potvrda ¢istih homozigotnih linija mutanata dss1(V) PCR rekacijom. Parovi prajmera specifi¢ni za
sledeé¢e sekvence: LP.1/RP.1 - DSS1(l); LP.2/RP.2 - AT1G77990 - AT1G78000; LP.3/RP.3 - AT1G26860 —
AT1G26870; LP.4/RP.4 — GAO; LP.5/RP.5 - AT3G21320 — ATG21330; LP.x/RP.x - PRR3.

4.6.2. Fenotipska analiza knockdown t-dss1(V) linije mutanata

Morfoloske razlike izmedu t-dss1(V) i WT biljaka su pracene kroz faze razvica (Slika 29).
Biljke su inicijalno rasle u MS medijumu na Petri Soljama, a zatim u supstratu. Na pocetku klijanja,
drugog dana od izlaganja svetlu, radikuli semena t-dss1(V) su bili napredniji i probijali su semenjacu
dan ranije u poredenju sa WT radikulima. U toj fazi je kod 95% od ukupnih semena mutanata
primeceno intezivno izduZivanje radikula, dok je kod samo 74% WT semena doSlo do pojave
primarnog korenka (Slika 29A). Nasuprot tome, ve¢ narednog dana klijanci mutanata su znacajno
usporili rast. Iako je vecina kotiledona bila razvijena, radikuli t-dss1(V) klijanaca su bili zna¢ajno
kra¢i i intezivnije pokriveni korenovim dla¢icama u poredenju sa radikulima WT klijanaca (Slika
29B). Generalno, klijanci linija mutanata su bili duZine oko 2 mm i imali su za 1 mm kra¢i korenak
u odnosu na WT. Korenovi t-dss1(V), stari osam dana od pocetka klijanja, su bili talasasti i pokazivali
su neujednaceni rast na vertikalnim Soljama (Slika 29C). WT korenovi su bili oko 40 mm dugacki,
dok su korenovi mutanta bili 10 mm kraéi u ovoj fazi. Posle 14 dana od pocetka Klijanja, klijanci su
presadeni u zemlji$ni supstrat. U fazi 23 dana od pocetka klijanja, a devet dana nakon prebacivanja
klijjanaca u zemljani supstrat, nastavio se sli¢an odnos u rastu izmedu mutiranith 1 WT biljaka (Slika
29D). Uoceno je da su u ovoj fazi biljke WT imale rozete sa osam listova, dok su mutanti imali Sest
listova. Takode, u ovoj fazi na nivou povrsine rozete uocena je znacajna razlika, dss1(V) biljke imale
2,6 puta manju rozetu od WT biljaka. U stadijumu zrelih biljaka, mutanti su imali znacajno kraci
koren, skoro dva puta u poredenju sa WT biljkama (Slika 29E). Izmedu ostalog, u ovoj fazi je liniju
dss1(V) biljaka odlikovalo tanko i poleglo stablo.
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Slika 29. Uporedna analiza fenotipskih razlika izmedu WT A. thaliana i T-DNK insercionih t-dss1(V)
mutanata tokom razvi¢a. Semena su zasadena na MS ¢vrst medijum. Nakon 14 dana od pocetka Klijanja, biljke su
presadene u zemlju. (A) Fotografije 2 dana starih semena WT i dss1(V) na Petri $oljama; histogramski prikaz stope
klijanja predstavljene kao broj semena kod kojih se pojavio radikul u odnosu na ukupan broj zasadenih semena. (B)

Fotografije 3 dana starih klijanaca; histogram predstavlja duzinu radikula u mm. (C) Fotografije klijanaca starosti osam
dana: histogram predstavlja duzinu klijanaca u mm. (D) Fotografije 23 dana starih biljaka u zemlji; histogram prikazuje
povrsine rozeta izrazene u cm?. (E) Fotografije 34 dana starih biljaka; histogramski prikaz duZine stabala u cm. Na
histogramima, crni stubi¢i predstavljaju kvantifikovane razli¢ite parametre WT linije biljaka, a beli stubi¢i predstavljaju
parametre t-dss1(V) linije. Prikazane su reprezentativne fotografije biljaka. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost + SD dobijena iz tri bioloski ponovljena eksperimenta (n = 30 po eksperimentu). Zvezdicom su prikazane
statisticki znacajne razlike izmedu WT i dss1(V) biljaka (p<0,05).
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4.6.3. Analiza osetljivosti t-dss1(V) linija mutanata na oksidativni stres

Osetljivost t-dss1(V) linija mutanata na oksidativni stres je ispitivana tokom rane faze razica
A. thaliana. Rana faza razvica je odabrana iz razloga $to 15 dana stare biljke t-dss1(V) i WT imaju
sinhronizovani rast. Klijanci su prebaceni na svez MS medijum bez (kontrolne grupe) i sa vodonik-
peroksidom (koncentracije 5 mM i 10 mM) (Slika 30). Klijanci su analizirani tre¢eg dana od pocetka
tretmana H20., kada su uocavani prvi efekti stresa na mladim listovima. Pod uticajem 5 mM H20-
detektovane su hloroti¢ne promene na listovima t-dss1(V) klijanca sa oSte¢enjima tkiva, dok vecina
listova WT klijanaca nije pokazivala nikakve promene (Slika 30A). Posle izlaganja vecoj
koncentraciji vodonik-peroksida (10 mM), efekat oksidativnog stresa je bio izraZen u oba analizirana
genotipa, s tim §to je hloroza bila izrazenija kod mutiranih biljaka. U cilju kvantifikacije dejstva
primenjenog stresora, odredivana je stopa prezivljavanja klijanaca koja je predstavljena kao procenat
klijanaca koji su nastavili rast nakon tretmana stresom u poredenju sa kontrolnom grupom biljaka
(Slika 30B). Stopa prezivljavanja t-dss1(V) biljaka pri vecoj koncentraciji H2O: je izrazito snizena,
tako da je detektovano samo 15% prezivelih biljaka. Tretman 5 mM H>0> je imao blazi efekat i stopa
prezivelih mutanata je bila 64%. Mlade WT biljke su bile mnogo otpornije na stres i njihova stopa
prezivljavanja pri izlaganju 5 mM je iznosila 78%, odnosno 45% na 10 mM peroksidu. Najnizi nivo
prezivljavanja je otkriven kod klijanaca t-dss1(V) u uslovima tretmana 10 mM H20». Takode, takva
stopa prezivljavanja je bila znacajno niza i u odnosu na WT biljke pri istoj koncentraciji H2O2. Tri

oksidativnog stresa u poredenju sa WT biljkama.

Dalje, detektovano je znacajno povecanje nivoa lipidne peroksidacije u t-dss1(V) klijancima
u poredenju sa WT klijancima tretiranih 10 mM peroksidom (Slika 30C). Ovaj pokazatelj stresa
potvrduje povecanu senzitivnost mutanata na oksidativni stres. Imaju¢i na umu $tetan uticaj peroksida
na proteostazu, analiziran je i nivo oksidovanih proteina pomocu metode oksiblot, upotrebom antitela
DNP koja prepoznaju karbonilovane grupe u oSteenim proteinima (Slika 30D). Signal najveceg
inteziteta je detektovan u totalnom proteinskom ekstraktu t-dss1(V) klijanaca tretiranih peroksidom i
bio je pet puta veéi u poredenju sa kontrolnim biljkama. Nivo oksidovanih proteina je bio 1,88 puta
veéi u tretiranim WT Kklijancima, ali je to povecanje bilo manje nego kod mutanata. Velika
akumulacija oksidacijom o$tecenih proteina u mutantima t-dss1(V) dovodi do povecéanja njihove
osetljivosti na oksidativni stres.
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Slika 30. Efekat H202 na klijance divljeg tipa (WT) i T-DNK insercione t-dss1(V) mutante. 15 dana stari klijanci su
prebaceni na MS medijum bez stresora ili sa 5/10 mM H20». (A) Klijanci su bili izloZeni vodonik peroksidu tri dana pre
fotografisanja. Prikazane su reprezentativne fotografije klijanaca. (B) Stopa prezivljavanja (%) klijanaca WT i t-dss1(V)
pod dejstvom 5/10 mM H;O,. (C) Nivo lipidne perokidacije (MDA nmol/g sveze mase) u klijancima WT i t-dss1(V).
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD dobijena iz tri bioloska ponovljena eksperimenta. Zvezdicom je
prikazana statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolnu, netretiranu grupu (p<0,05). (D) Determinacija
karbonilovanih proteina: oksiblot (gornja slika); CCB vizuelizacija ukupnih proteina na akrilamidnom gelu (donja
slika), totalnih proteina iz uzoraka kontrolnih (k) i 10 mM H,O; tretiranih (t) biljaka WT i t-dss1(V); r.o.t. - relativni
odnos inteziteta traka karbonilovanih proteina detektovanih DNP antitelima u odnosu na intenzetet signala totalnih
proteina bojenih CBB. Totalni r.o.t. je odreden denzitometrijski.

Kada je primenjen 10 pM metil-viologen kao alternativni stresor, statisticki znac¢ajna razlika
u stopi prezivljavanja je detektovana izmedu WT i t-dss1(V) klijanaca (Slika 31A). Nakon prvog dana
od izlaganja 10 uM MV, stopa prezivljavanja WT klijanca je 31%, dok je prezivelo samo 10%
klijanaca mutirane linije (Slika 31B). Ni klijanci divljeg tipa, ni mutiranih biljaka nisu preziveli
izlaganje 100 pM metil-viologenu. Takode, primeceno je da je nivo lipidne peroksidacije znacajno
veéi kod t-dss1(V) linija tretiranih 10 uM MV u poredenju sa WT (Slika 31C). Nije bilo moguce
izmeriti nivo MDA u klijancima tretiranim 100 uM MV, verovatno zbog destrukcije tkiva. Signali
detektovani primenom oksiblot metode su bili dva puta veceg inteziteta u t-dss1(V) biljkama u
uslovima 10 uM MV u odnosu na WT biljke (Slika 31D). Ovi rezultati ukazuju da su T-DNK

insercioni mutanti (t-dss1(V)) osetljivi ne samo na tretman vodonik-peroksidom, ve¢ i na metil-
viologen.
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Slika 31. Efekat stresa izazvanog metil-viologenom (MV) na klijance divljeg tipa (WT) i T-DNK insercione t-
dss1(V) mutante. 15 dana stari klijanci su preba¢eni na MS medijum bez stresora ili sa 10/100 uM MV. (A) Klijanci su
bili izlozeni metil-viologenu jedan dan pre fotografisanja. (B) Stopa prezivljavanja klijanaca WT i t-dss1(V) pod
dejstvom 10/100 uM MV. (C) Nivo lipidne perokidacije (MDA nmol/g sveze mase) u klijancima WT i t-dss1(V)
izmeren nakon jednog dana u uslovima 10 uM MV. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD dobijena iz tri
bioloska ponovljena eksperimenta. Zvezdicom je prikazana statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu
netretiranu grupu (p < 0,05). (D) Determinacija karbonilovanih proteina: oksiblot analiza (gornja slika); CBB obojeni
akrilamidni gel (donja slika) totalnih proteina izolovanih iz kontolnih (k) i 10 UM MV tretiranih (t) biljaka WT i t-
dss1(V) klijanaca; r.o.t. - relativni odnos inteziteta traka karbonilovanih proteina detektovanih DNP antitelima u odnosu
na intenzitet trakatotalnih proteina bojenih CBB. Totalni r.o.t. je odreden denzitometrijski. Prikazani rezultati su
poreklom iz tri eksperimenta.

4.6.4. Skrining dss1(l) T-DNK insercionih mutantima

Kako u analiziranom stoku semena SALK 069888 nije pronaden DSS1(l) T-DNK insercioni
mutant, uradena je analiza dodatnog stoka semena. Za ispitivanje potencijalnih t-dss1(l) insercionih
mutanata, izabran je ABRC stok semena pod kataloskim brojem WiscDsLox374E10. U opisu ovog
stoka semena je navedeno da sadrzi T-DNK inserciju 160 nukleotida (nt) uzvodno od start kodona
gena za DSS1(1), sto je proizvodac potvrdio sekvenciranjem (Slika 32A).

Nakon skrininga i identifikacije heterozigotnih linija za t-dss1(l) u prvoj generaciji, u
generaciji T2 su traZzene homozigotne biljke koje sadrze T-DNK inserciju u oba alela zeljenog gena.
PCR analizom nekoliko desetina gajenih T2 biljaka je pokazano da postoji navedena T-DNK insercija
u genu DSS1(1) A. thaliana u homozigotnoj formi. Na gornjoj gel elektroforezi su prikazani PCR
produkti dobijeni LBb1/3UTR DI r prajmerima dizajniranim da detektuju prisustvo T-DNK sekvence
(Slika 32B). Za verifikaciju prisustva WT sekvence gena DSS1(l) su koris$c¢eni prajmeri WISC dssl
LP i 3UTR DI r u PRC reakciji. Uzvodni prajmer WISC dssI LP je predloZen na platformi instituta
Salk i komplementaran je delu sekvence koji se nalazi uzvodno od mesta insercije T-DNK. PCR
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analizom su potvrdena Cetiri homozigotna mutanta oznacena kao t-dss1(l).1, t-dss1(1).3, t-dss1(l).6 i
t-dss1(l).7. Medutim, analiza nivoa transkripata DSS1(l) upotrebom gen-specifi¢nih prajmera 3UTR
DIf/ 3UTR Dir, koji su komplementarni genomskoj sekvenci lociranoj nizvodno od T-DNK insercije,
u potencijalnim homozigotima t-dss1(l) nije izmerena smanjena ekspresija u poredenju sa WT
biljkama (Slika 32C). Moze se zakljuéiti da T-DNK disrupcija regiona 5’UTR nije imala uticaj na
ekspresiju gena DSS1(1).

& WiscDsLox374E10
LBb1
T-DNK —>
< | L N
—>»> <
WISC dssl LP 3UTR DIt
B
LBb1/3UTR DI r prajmeri C
&
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= =
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DRp—— = &
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e
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Slika 32. Identifikacija t-dss1(l) - alela sa T-DNK insercijom. (A) Sematski prikaz organizacije gena a DSS1(l) i
pozicije inserta T-DNK u liniji semena pod kataloskim brojem WiscDsLox374E10. Crni kvadrati predstavljaju egzone,
a linija izmedu introne. Beli levi petougao i desni ¢etvorougao na krajevima reprezentuju regione 5' UTR i 3' UTR.
Veliki beli trougao ukazuje na mesto T-DNK insercije u genu. LBb1 - uzvodni univerzalni specifi¢ni grani¢ni prajmer
komplementaran T-DNK inserciji; WISC DI LP i 3UTR Di r—prajmeri specifi¢no komplementarni sekvenci DSS1(l).
(B) Prisustvo T-DNK insercije u oba alela u genu DSS1(I) potvrdeno je analizom PCR na gDNK iz WT biljaka i
potencijalnih mutanata pomocu kombinacije slede¢ih prajmera: LBb1, WISC DI LP i 3UTR DI r. (C) Nivo ekspresije
transkripata DSS1(1) kod WT biljaka i mutanata za t-dss1(l) upotrebom kvantitativniog PCR-a u realnom vremenu.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD.
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4.7. Generisanje i analiza CRISPR/Cas9 mutanata za homologne gene DSS1 A.thaliana
4.7.1. Mutageneza dva visoko homologna gena DSS1 CRISPR/Cas9 tehnologijom

Da bi se utvrdile potencijalne razlike u funkcijama dva visoko homologna gena DSS1(l) i
DSS1(V), bilo je potrebno generisati mutirane biljke u kojima je ekspresija pojedina¢nih gena
isklju¢ena. Metoda izbora je precizno editovanje genoma primenom CRISPR/Cas9 tehnologije.
Upotrebom dvokomponentnog sistema CRISPR/Cas9 moguce je generisanje kako pojedinacnih, tako
i duplih mutanata gena od interesa.

Dve odvojene sgRNK su dizajnirane tako da navode Cas9 protein za ciljano editovanje kroz
komplementarno sparivanje sa delom sekvence u prvom egzonu DSS1(l), odnosno DSS1(V) (Slika
34A, 35A) gde su jedino uocene razlike u sekvencama dve izoforme. Sintetisani oligonukleotidi
SgRNK-DSS1(l) i sgRNK-DSS1(V) su pojedina¢no uklonirani u CRISPR/Cas9 kasetu u okviru
binarnog vektora pHEE401E i stavljeni pod jak promotor U6-26p, koji poti¢e od U6 promotora za
vezivanje RNK polimeraze III (Slika 34B, 35B). Ovaj prilagodeni vektor sadrzi optimizovanu
upotrebu kodona (codon usage), koji kodira protein zCas9 kukuruza, a pod zajednickom kontrolom
promotora i pojacivaca koji su odgovorni za tkivno specificnu ekspresiju u semenim zamecima A.
thaliana (na eng. egg-cell-specific promoter/ enhancer, EC1.2en/EC1.1p).

Selekcija transformisanih biljaka (TO generacija) je vrSena zasejavanjem semena u hranljivoj
podlozi sa higromicinom, kao selektivnim markerom. Nakon osam dana od izlaganja biljaka svetlosti,
uoceni su transgeni klijanci T1 generacije, otporni na higromicin (Slika 34C, 35C). Procenjena
frekvenca transformacije je iznosila 0,4 - 0,8%. Nakon kontrolisanog samooprasivanja T1 generacije
biljaka, dobijene su T2 biljke koje su dalje podvrgnute detaljnom skriningu na prisustvo potencijalnih
mutacija u Zeljenim genima. KoriS¢ene su tri razli€ite strategije u svrhu genotipizacije generacije T2:
analiza duzine PCR fragmenata, DNK analiza PCR produkata restrikcionom digestijom i High
Resolution Melting (HRM) analiza. Za pretrazivanje prve serije biljaka koje su potencijalni nosioci
mutacija u genu DSS1(1), sprovedena je PCR analiza pomocu prajmera ScsIf/Scslr. Ovim prajmerima
se umnozavaju produkti koji obuhvataju potencijalna mesta promene. Od desetak analiziranih
kandidata, detektovan je samo jedan PCR produkt sa oznakom dss1(1).19, koji odstupa od o¢ekivanog
umnoska od 477 bp koji odgovara WT biljkama (Slika 34F). Detektovan PCR amplikon biljke
dss1(1).19 je bio 20 nt kraé¢i u odnosu na WT fragment. Takode, senzitivnom HRM analizom svih
PCR proizvoda potencijalnih mutanata za gen DSS1(1), identifikovana je jos jedna biljka sa oznakom
dss1(l).7 (Slika 34D, G). Biljka dss1(l).7 je imala izmenjeni profil krive topljena DNK u odnosu na
krive koje predstavljaju WT gen, a potvrdena je i promena u dss1(1).19 (Slika 34G, H). Analizom
PCR fragmenata nije bilo moguce detektovati biljku dss1(l).7, s obzirom na to da nije izgubila
restrikciono mesto za Bsp143l i nije se razlikovala od WT kontrole na gel elektroforezi (Slika 34E).
Obe detektovane mutacije su bile prisutne u heterozigotnom stanju i amplikoni su selektovani za
sekvenciranje. Sekvenciranjem je pokazano sledece: dss1(l).7 biljka sadrzi inserciju (ins u daljem
tesktu) jednog nukleotida na poziciji tri nukleotida uzvodno od PAM mesta (Slika 341); dok je u biljci
dss1(1).19 je doslo do delecije 25 nt u sekvenci DSS1(1) (Slika 34J).
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Dizajn sgRNK(DSS!I(1)/(V)) i kloniranje u KJF O
binarni vektor pHEE401E tehnologijom

Golden Gate ~ @

U

A. tumefaciens posredovana transformacija
biljaka pHEE401E, metodom floral dip

Skrining transformisanih biljaka:
- selekcija antibiotikom higromicin (T1)
- PCR, RE, HMR metodama (T1, T2...)
- Sangerovim sckvenciranjem (T1, T2...)

Ms+Hyg (TL).

PCR-RE HRM Hromatogram

-dF/aT

(e

20

Temperature

Slika 33. Sematski prikaz metodoloskog pristupa uspostavljanja linija CRISPR/Cas9 mutanata za
homologne gene DSS1 A.thaliana. Kreirano pomocu programa BioRender (https://www.biorender.com/)
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WT ATGGCGGCAGAACCGATGGCAGCGACTGCTGAAGTAGTAAAGATGGATCTGTTT
dssl1(I).19 ATGGCGGCAGAACCG-————————=———————————————— AGATGGATCTGTTT

Slika 34. Strategija konstruisanja vektora za CRISPR/Cas9 ciljanu DSS1(l) mutagenezu u A. thaliana i
pristupi pretraZivanja mutanata generisanih ovom metodom. (A) Sematski prikaz gena DSS1(l): crni kvadrati
predstavljaju egzone, a linija izmedu intron; beli petougao na levom i cetvorougao na desnom kraju reprezentuju

regione 5' UTR i 3' UTR,; beli trougao sa sekvencom sgRNK iznad ukazuje na komplementarno target mesto oznac¢eno
crvenom linijom u egzonu; zeleni pravougaonik u sgRNK sekvenci uokviruje PAM region i mesto za digestiju
enzimom Bsp143l; ATG - start kodon i TAA — kodon. (B) Fizi¢ka mapa sekvence T-DNK CRISPR/Cas9 binarnog
vektora pHEE401E za transformaciju A. thaliana: RB/LB — grani¢ne sekvence T-DNK inserta; sgDSS1(l) — sgRNK
pod kontrolom promotora U6-26p; Sc — scaffold vektora; U6-26t — terminator; kombinacija pojagivaca EC1.2en i
promotora EC1.1p za ekspresiju zCas9; rbcS-E9t — terminator za zCas9; Hyg — gen za rezistenciju na higromicin. (C)
Selekcija T1 semena na MS medijumu sa 50 pg/ml higromicina. (D, F) Analiza PCR produkata umnozenih prajmerima
Scslf/Scslr koji obuhvataju potencijalnu promenu u genomu na gel elektoforezi. (E) RE — Analiza PCR fragmenata
(prikazanih pod D) restrikcionim enzimom Bsp143l. (G, H) Krive topljenja PCR proizvoda amplifikovanih iz dva
selektovana genotipa (dss1(1).7 i dss1(1).19) u odnosu na WT, analizom HRM. -dF/dT je promena fluorescence pri
promeni temperature. (I, J) Hromatogrami Sangerovog sekvenciranja heterozigota generisanih u generaciji T2 i
poredenje DNK sekvenci WT i datog mutanta.
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Tokom brzog skrininga restrikcionom digestijom PCR produkata umnozenih ScsVf/ScsVr
prajmerima, uo¢eno je da u potomstvu higromicin-rezistentnih biljaka CRISPR/Cas9-DSS1(V)
postoje uzorci koji su izgubili restrikciono mesto za Bsp143l i razlikuju se od WT kontrole na gel
elektroforezi (Slika 35D). Programom za sgRNK je pronadeno mesto za se¢enje enzimom Bsp1431
u genomskoj sekevenci WT DSS1 u regionu PAM, nekoliko nt nizvodno od ocekivane lokacije
potencijalne mutacije. Neseceni PCR proizvod je detektovan u biljci sa oznakom dss1(V).15 i pristsvo
promene je potvrdeno promenjenim profilom krive topljenja DNK u odnosu na WT sekvencu (Slika
35F). Takode, PCR analizom istim parom prajmera ScsV{/ScsVr, koji obuhvataju potencijalno target
mesto, u biljci dss1(V).20 je detektovana dodatna traka na gel elektroforezi (Slika 35E).
Sekvenciranjem je potvrdeno da su odabrani kantidati dss1(V).15 i dss1(V).20 prisutni u
heterozigotnom stanju. Biljka dss1(V).20 sadrzi tri insercije u genu DSS1(V), odnosno ukupno 18
dodatno ugradenih nukleotida (+5 nt, +6 nt i +7 nt) (Slika 35H). Za mutanta dss1(V).15 je
ustanovljeno da ima nekoliko promena u sekvenci: inserciju od jednog nukleotida i dve delecije (del)
od ¢etiri nukleotida i dva nukleotida, od kojih je druga locirana u PAM regionu (Slika 35G).
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Slika 35. Strategija konstruisanja vektora za CRISPR/Cas9 ciljanu DSS1(V) mutagenezu u A. thaliana i
pristupi pretraZivanja mutanata generisanih ovom metodom. (A) Sematski prikaz gena DSS1(V): crni kvadrati
predstavljaju egzone, a linija izmedu intron; beli petougao na levom i ¢etvorougao na desnom kraju reprezentuju
regione 5' UTR i 3' UTR,; beli trougao sa sekvencom sgRNK iznad ukazuje na komplementarno target mesto ozna¢eno
crvenom linijom u egzonu; zeleni pravougaonik u sgRNK sekvenci uokviruje PAM region i mesto za digestiju
enzimom Bspl143l; ATG — start kodon i TGA — stop kodon. (B) Fizi¢ka mapa sekvence T-DNK CRISPR/Cas9 binarnog
vektora pHEE4O0L1E za transformaciju A. thaliana: RB/LB su grani¢ne sekvence T-DNK inserta; sgDSS1(V) — sgRNK
pod kontrolom promotora U6-26p; Sc — scaffold vektora; U6-26t — terminator; kombinacija pojadivaca EC1.2en i
promotora EC1.1p za ekspresiju zCas9; rbcS-E9t — terminator za zCas9; Hyg — gen za rezistenciju na higromicin. (C)
Selekcije T1 semena na MS Soljama sa 50 pg/ml higromicina. (D) RE — Analiza PCR fragmenata restrikcionim
enzimom Bsp143l. (E) Analiza PCR produkata umnoZenih prajmerima ScsVf/ScsVr koji obuhvataju potencijalnu
promenu u genomu na gel elektroforezi. (F) Krive topljenja PCR proizvoda amplifikovanih iz heterozigota dss1(V).15 u
odnosu na WT, analizom HRM. -dF/dT je promena fluorescence pri promeni temperature. (1,J) Hromatogrami
Sangerovog sekvenciranja generisanih heterozigota u generaciji T2 i poredenje DNK sekvenci WT i datog mutanta.
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Dobijene linije mutanata A. thaliana sa velikim indelima (del25 nt i ins18 nt) su odabrane za
dalju karakterizaciju. HRM metodom analizirane, biljke dss1(1).19 i dss1(V).20 koje su homozigotni
nosioci mutacija i selektovane su u T3 generaciji i verifikovane sekvenciranjem (Slika 36). Ova dva
dogadaja editovanja gena su rezultirala generisanjem linija mutanata u kojima je uveden rani stop
kodon. Izvedene primarne proteinske sekvence se dobijene web alatom ExPASy Translate tool.
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Slika 36. Analiza CRISPR/Cas9 mutanata u T3 generaciji. (A) Hromatogrami DNK sekvenci, profili krive
topljenja DNK dobijene analizom HRM i poravnanje aminokiselinske sekvence mutirane dss1(1).19 linije i WT biljaka;
(B) Hromatogrami DNK sekvenci, profili krive topljenja DNK dobijene analizom HRM i poravnanje aminokiselinske
sekvence mutirane dss1(V).20 linije i WT biljaka. Zeleni kvadrat uokviruje PAM sekvencu; crveni kvadrat oznac¢ava 25
nt u WT sekvenci koja je deletirana u mutiranoj liniji dss1(1).19; plavi kvadrati oznacavaju insercije ukupne duZine 18
nt u dss1(V).20 mutiranoj liniji; -dF/dT je promena fluorescence pri promeni temperature.
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U cilju potvrde disrupcije gena DSS1 i odustva WT transkripata u mutiranim linijama,
dizajnirani su uzvodni prajmeri koji su komplementarni regionima u koje su uvedeni indeli.
Konvencionalom PCR metodom, nakon reverzne transkripcije, je verifikovano odsustvo specificnih
DSS1 transkripata u dobijenim CRISPR/Cas9 linijjama mutanata T3 generacije, dok je aktin koris¢en
kao endogena kontrola (Slika 37).

Izmedu ostalog, pokazano je da biljke T3 generacije nisu transgene, tj. nisu nosioci
CRISPR/Cas9 kasete, za razliku od T1 generacije u kojoj je potvrdeno prisustvo CRISPR/Cas9 kasete
(Slika 38). Prisustvo CRISPR/Cas9 kasete je provereno na uzorcima genomske DNK izolovane iz
biljaka mutiranih linija generacije T1 1 T3, u PCR reakciji primenom prajmera koji specifi¢no
detektuju sekvencu promotora U6-26p, duzine 432 bp iz CRISPR/Cas9 kasete.

A ACTF/ACTY prajmeri tDSSI For/Rev prajmeri U6-26p-F/U6-26p-R prajmeri
.\Q [\3‘“ N> \q f\m“ 3>
& &%*\\“ &s\\‘ ‘9&@ & &s\\“ w\\“ ‘&0&\‘@
==
68 bp ACT DR - 103 bp DSS1(1)
B ACT/ACTr prajmeri tDSSV For/Rev prajmeri
9 1\3‘0 » VN e
& \\sﬁ\\\\ As-‘\o w““o & &sﬁ\\“ &s»*\oh o&‘o
o=
— - e 193 bp DSSI(V)
68 bp ACT H W -
Slika 37. Detekcija transkripata DSS1(l) i DSS1(V) u Slika 38. Detekcija promotorske U6-26
linijama CRISPR/Cas9 mutanata i WT biljkama T3 sekvence iz CRISPR/Cas9 kasete u linijama
generacije. (A) PCR detekcija prisustva ili odsustva transkripata dss1(1).19, dss1(V).20 i WT biljkama
DSS1(1) u linijama dss(1).19 pomocu prajmera generacije T1i T3. PCR reakcija prajmerima
tDSSIFor/tDSSIRev.(B) PCR detekcija prisustva ili odustva U6-26p-F/ UB-26p-R (gornja gel elektroforeza).
transkripata DSS1(V) u linijama dss(V).20 pomoc¢u prajmera Prajmeri ACT{/ACTr su korisceni za
tDSSVFor/tDSSVRev. ACTf/ACTr par prajmera je koriséen za amplifikaciju aktina kao referentnog gena
umnozavanje aktina kao endogene kontrole. (donja gel elektroforeza).

Da bismo potvrdili da koriS¢ene sgRNK nisu izazvale generisanje nespecifi¢nih 1 neZeljenih
mutacija u genomu A. thaliana, potencijalna off-target mesta su pretrazivana upotrebom web alata
CHOPCHOP v2 i CRISPR-P v2.0, a odabrana su najviSe rangirana mesta koja nisu imala
podudarnosti sa WT genima u tri ili viSe bazna para (Tabela 26). Uz pomo¢ specificno generisanih
parova prajmera, konvencionalnom PCR metodom su umnoZzeni regioni koji okruzuju genomsku
DNK oko potencijalnih off-target mesta u T3 generaciji mutanata. Zatim su PCR produkti analizirani
metodom HRM i pokazano je da potencijalna off-target mesta u okviru genoma imaju isti profil krive
topljenja DNK lanca kao i referentne sekvence iz WT linije biljaka (Slika 39). Rezultat HRM metode
je bio pokazatelj da u potencijalno nezeljenim delovima genoma linija dss1(1).19 i dss1(V).20 nema
promena, sto je takode potvrdeno Sangerovim sekvenciranjem.
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Tabela 26. Lista potencijalnih off-target mesta. Prva tri navedena moguca off-target mesta su u genomu linije dss1(1).19
(iznad isprekidane crte), a preostalih pet su u genomu dss1(V).20 (ispod isprekidane crte).

Prlstupnl Ime gena Pozicija Ciljne DNK sekvence PA.M Promena
broj region (bp)
AT1G64750 DSS1(l) Egzon GACTGCTG[AAGTAGTAAAGA] TGG
AT4G03400 GH3-slican protein Egzon GACTGTTG[ATGTAGAAAAGA TGG 3

AT4GO4ge0 "Onkanavalin A-slican g0 GGCTCCTG[AAGTGGTTAAGA]  CGG 4
lektin protein kinazi

AT5G45010 DSS1(V) '“tr‘“’ergi%ZSk' AGCTGTCG[AAGTGGTGAAGG]  TGG
AT5G01170 Oktopus-slican 1 Egzon  AGCGGTGG[TAGTGGTGGAGG]  CGG 4
hipoteticki protein
AT2G25800  ElongacionifakiorTs o0 AGTTGTCC[GAGTGGTGATGG]  AGG 4
(DUF810)
AT1G17500  ATPazaE1-E2tip Egzon  AGCTGTGCIAAATGGTGAAGC]  TGG 4
familija proteina
AT4G14510 CRMdomenproteina o 0 AGTAGTCGAAGTGGTGATGT]  TGG 4

CFM3b
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Slika 39. Analiza potencijalnih off-target mesta metodom HRM. Pristupni brojevi lokusa AT4G03400 i AT4G04960
ispod grafika kriva topljenja pripadaju mogucim neZeljenim mestima promene u genomu dss1(1).19. Pristupni brojevi
lokusa AT5G01170, AT2G25800, AT1G17500 i AT4G14510 ispod grafika krivih topljenja se odnose na moguca
nezeljena mesta promene u genomu dss1(V).20. -dF/dT je promena fluorescence pri promeni temperature.

U narednom setu eksperimenata mutanati dss1(1).197 i dss1(V).207 su povratno ukrstani
(eng. backcrossing) sa divljim sojem A. thaliana u cilju segregacije potencijalnih off-targeta.
Povratno ukrsStanje je sprovedeno tradicionalnim ruénim ukrStanjem kroz nekoliko generacija.
Dobijeni heterozigotni mutanti biljaka za dss1(1).197*, odnosno dss1(V).207*, su kontrolisano

samooprasivani nakon ¢ega su obnovljene i ponovo uspostavljene linije homozigota za mutacije
dss1(1).197i dss1(V).20™".

U cilju generisanja duplih dss1(l)dss1(V) mutanata, uradeno je ukrStanje izmedu
rekonstuisanih dss1(1).197 i dss1(V).207 linija. Izvriena je genotipizacija semena dobijenh
oprasivanjem dss1(1).197 tu¢kova polenom dss1(V).20", kao i oprasivanjem dss1(V).20" tu¢kova
polenom dss1(1).197". Metodom PCR su odabrani genotipovi dss1(l)”-dss1(V)"* i dss1(l)"*dss1(V)"
za dalje samooprasivanje. Testirano je ukupno 152 biljaka i ni u jednom slucaju nije detektovano
prisustvo dss1(1)”-dss1(V)™ genotipa t.j. duplih dss1 mutanata.
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4.7.2. Fenotipska karakterizacija CRISPR/Cas9 linija dss1(1).19 i dss1(V).20 A. thaliana

Cilj fenotipizacije dss1(1).19 i dss1(V).20 mutiranih biljaka je bio da se otkrije da li su ciljane
promene u genomu A. thaliana dovele do promena u morfoloskim osobinama. Pra¢ene su odredene
morfoloske karakteristike kroz razlicite faze razvi¢a dss1 mutanata A. thaliana u odnosu na WT biljke
(Slika 40).

Inicijalno tokom prve dve nedelje mlade biljke su uzgajane na MS medijumu za Klijanje, a
zatim su presadivane u supstrat gde su rasle do kraja zivotnog ciklusa. Primeceno je da klijanci
mutanata u ranom stadijumu razvi¢a imaju sporije klijnaje u poredenju sa dinamikom klijanja WT
klijanaca (Slika 40A). Takode, u ovom stadijumu su WT klijanci imali potpuno otvorene kotiledone,
dok su oni kod mutanata jo$§ uvek bili zatovreni. Kod mladih biljaka dss1(V).20 se pored zatvorenih
kotiledona uocava izraZzena apikalna kuka i znacajno kraca radikula u poredenju sa WT biljkama.
Analizom mutanata nakon 12 dana od pocetka klijanja je uoceno da je duzina klijanaca dss1(V).20
skoro identi¢na duzinama WT klijanca, dok su klijanci dss1(l).19 bili znacajno kraci, i to oko 1,6 puta
od WT kontrole (Slika 40B).

U fazi razvi¢a 25 dana od pocetka klijanja, a nakon prebacivanja u zemljani supstrat, zadrzao
se slican, ali ne statisticki znacajan trend rasta (Slika 40C). U narednoj fazi ispitivanja, kada su biljke
bile sedam nedelja stare, razvi¢e dss1(V).20 biljaka je ubrzano, i uoceno je da su povrsine rozeta bile
1,7 puta vece u poredenju sa WT rozetama. Suprotno tome, rozete dss1(1).19 biljaka su 1,9 puta manje
u odnosu na WT (Slika 40D). Dalja merenja su pokazala da je i stabljika biljaka dss1(1).19 u proseku
kraca od dss1(V).20 i kontrolnih biljaka (Slika 40F). Osim toga, zbog naglog rasta, pocetak
sazrevanja, otvaranje Caura, kao i oslobadanje semena se deSavalo ranije kod dss1(V).20 biljaka.
Poredeci sa WT kontrolama, ¢aure dss1(1).19 biljaka su sitinje i detektovano je uglavnom par semena
po plodu (Slika 40E). Sveobuhvatno, dss1(1).19 pokazuje zaostatak u razvic¢u u poredenju sa WT, dok
biljke dss1(V).20 odlikuje brze razvice.
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Slika 40. Uporedna analiza fenotipa tokom razvica divljeg tipa (WT), dss1(1).19 i dss1(V).20 linija A. thaliana.
Nakon 2 nedelje klijanja i rasta na MS medijumu u Petri $oljama, klijanci su presadeni u zemlju. (A) Fotografije 2 dana
starih klijanaca WT, dss1(1).19 i dss1(V).20 u Petri Soljama; histogram predstavlja duZinu radikula u cm. (B) Fotografije

12 dana starih klijanaca u Petri $oljama; histogram predstavlja duzinu klijanaca u cm. (C) Fotografije 25 dana starih
klijanaca u zemlji; histogram predstavlja povrsinu rozete u cm?. (D) Fotografije sedam nedelja starih klijanaca u zemlji;

histogram predstavlja povriinu rozete u cm?. (E) Fotografija reprezentativnih ¢aura WT (leva), dss1(1).19 (centralna) i
dss1(V).20 (desna). (F) WT, dss1(1).19 i dss1(V).20 izdanci starosti sedam nedelja u zemlji; histogram duzine stabla u
cm. Beli stubiéi se odnose na WT biljake; sivi stubié¢i - dss1(1).19; crni stubiéi - dss1(V).20. Prikazani su reprezentativni
fenotipovi biljaka. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD dobijena iz tri bioloski ponovljena eksperimenta
(n = 30 po eksperimentu). Zvezdicom je prikazana statisticki znacajna razlika izmedu WT- dss1(1).19 i WT- dss1(V).20
biljaka (p<0,05).
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4.7.3. Osetljivost biljaka dss1(1).19 i dss1(V).20 na oksidativni stres indukovan vodonik-
peroksidom

Biljke divljeg soja, linije mutanata dss1(1).19 i dss1(V).20 su gajene 14 dana na MS medijumu
nakon ¢ega su prebacene na nov medijum koji sadrzi 10 mM H20; (Slika 41). U ranoj fazi tretmana
vodonik-peroksidom, primecena je upadljiva hloroza mladih listova kod linija mutanata (Slika 41A).
Kako bi se kvantifikovao efekat primenjenog stresora, odredivana je stopa prezivljavanja klijanaca
(Slika 41B). Prisustvo povisene koncentracije H.O- je uticalo na statisticki znaCajno snizavanje stope
prezivljavanja kod sva tri genotipa klijanaca u osnosu na kontrolne grupe biljaka. Primeceno je da
dss1(V).20 ima 61% smanjenju stopu prezivljavanja u poredenju sa WT biljkama gajenim u istim
uslovima, dok je stopa prezivljanja kod dss1(l).19 klijanaca smanjena za 27%. Suprotno dss1(1).19
mutantima, dss1(V).20 su pokazali vecu senzitivnost na primenjeni oksidativni stres.

Kao pokazatelj odgovora biljaka na stres, analizirani su profili ekspresije gena koji kodiraju
antioksidativne enzime glutation sintetazu 2 (GSH2) i katalazu 1 (CAT1). Znacajno povecanje nivoa
ekspresije gena GSH2 od 31% je detektovano u mutiranim linijama dss1(1).19 u odnosu na WT
kontrole, dok je kod genotipa dss1(V).20 pokazana visa ekspresija GSH2 za 26% (Slika 41C).
Ispitivanjem nivoa ekspresije gena CAT1 u dss1(1).19, dss1(V).20 i WT biljkama nije uocena
statisticki znaCajna promena U uslovima izlaganja oksidativnom stresu (rezultati nisu prikazani).

Rezultati ekspresije ukazuju da ovaj tip abiotickog stresa utic¢e na pozitivnu regulaciju gena GSH2 u
obe linije dss1(1).19 i dss1(V).20.

Takode, kvantifikovan je i sadrzaj MDA u ¢elijama oSte¢enim tokom oksidativnog stresa. Sve
analizirane mutantne linije biljaka su pokazale povecanje koncentracije MDA od 20 do 24% u
tretmanu H202 u odnosu na kontrolne biljke, iako nije detektovana znacajna promena na nivou lipidne
peroksidacije u linijama mutanata (Slika 41D). Karbonilacija, kao ireverzibilni proces okidacije
proteina, je merena u cilju ispitivanja efekta oksidativnog stresa. Uoc¢ena je veca akumulacija
karbonilovanih proteina u linijjama mutanata nego u WT biljkama gde je takode doslo do oksidativnog
oSte¢enja proteina. Najintenzivnija oksidacija je uocena kod dss1(V).20 biljaka, gde je kolic¢ina
oksidovanih proteina bila 60% veca nego kod WT biljaka (Slika 41E i F). U dss1(1).19 mutantima je
detektovano samo 18% viSe oStecenih proteina. Kako je otkriveno da je znacajno vise oksidovanih
proteina prisutno u dss1(V).20 biljkama, rezultati ukaziju da su CRISPR/Cas9 mutanti za DSS1(V)

DSSI(I).
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Slika 41. Uticaj oksidativnog stresa izazvanog peroksidom na WT, dss1(1).19 i dss1(V).20 klijance. 14 dana stari
klijanci su preneti na nove MS podloge sa 10 mM vodonik peroksidom. Na histogramima beli stubi¢i predstavljaju
dobijene podatke netretiranih grupa klijanca, a crni stubici tretirane klijance tretirane 10 mM H>0,. (A) Klijanci nakon
3 dana u pod uticajem dejstva H,O; stresa. (B) Stopa prezivljavanja WT, dss1(1).19 i dss1(V).20 klijanaca 3. dana u
uslovima oksidativnog stresa. (C) Profil relativne ekspresije gena GSH2 (glutation sinentaza 2). (D) Nivo lipidne
peroksidacije (MDA nmol/g sveze mase) u WT, dss1(1).19 i dss1(V).20 klijancima izmeren nakon jednog dana u
uslovima 10 mM H;0,. (E) Nivo karbonilovanih proteina dobijen denzitometrijskom analizom nakon oksiblot metode.
(F) Detekcija karbonilovanih proteina: oksiblot analiza (gornja slika) i CBB bojenje (donja slika) totalnih proteina
izolovanih iz kontrolnih (k) i 10 mM H0O, tretiranih uzorka (t) biljaka WT, dss1(1).19 i dss1(V).20. Prikazane su slike
reprezentativnog eksprimenta. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD dobijena iz tri bioloski ponovljena
eksperimenta. Zvezdicom je prikazana statisticki znacajna razlika (p<0,05).
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4.7.4. Analiza transkriptoma mutanata dss1(1).19 i dss1(V).20 nakon tretmana vodonik-
peroksidom

Kako bi se razjasnio moguéi funkcionalni znacaj uocenih razlika u linijama mutanata
dss1(1).19 i dss1(V).20 u odnosu na WT klijance u uslovima delovanja 10 mM H2O», identifikovani
su geni na Ciju transkripciju je uticao nedostatak DSS1 proteina. Tehnikom RNK sekvenciranja (RNA-
seq) dobijena je velika koli¢ina podataka koja je zatim analizirana preciznim bioinformatickim
alatima. RNA-seq je metoda baziran na sekvenciranju nove generacije - NGS (od eng. Next generation
sequencing) koja se koristi za otkrivanje prisustva i kvantifikaciju RNK u bioloskom uzorku u datom
trenutku. Analizom transkriptoma uzoraka dss1(1).19, dss1(V).20 i WT, uocene su razlike u ekspresiji
gena (eng. Differentially expressed genes, DEG). Geni sa razlikama u ekspresiji su podvrgnuti analizi
Ontologije gena (od eng. Gene Ontology, GO) da bi im se odredila funkcija, u¢e$¢e u odredenim
bioloSkim procesima, kao i lokalizacija proteina koji su kodirani ovim genima. Zatim je izvrSena
analiza Kjoto enciklopedije gena i genoma (od eng. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes,
KEGG).

Na Slici 42 su predstavljeni Venovi dijagrami kao vizuelni prikaz sumiranih rezultata analize
DEG, gde su sa jedne strane geni koji su unikatno eksprimirani u okviru pojedina¢nog genotipa u
uslovima oksidativnog stresa, a sa druge strane geni koji su koeksprimirani u dva genotipa, odnosno
uzorka, u preklapaju¢im regionima dijagrama. Generalno, u uporednoj analizi WT sa dss1(l).19,
dss1(l).19 sa dss1(V).20 i WT sa dss1(V).20, je dobijen veliki broj zajednickih gena koji se
koeksprimiraju kod sva tri genotipa i koji su predstavljeni preklapaju¢im domenima dijagrama.
Njihov broj iznosi priblizno 16500.

WT_H,0, dss1(1).19_H,0, dssi(1).19 H 0, dss1(V).20_H,0,
819 16495 724 547 16672 498
WT_H,0, dss1(¥).20 H,0,
827 16487 683

Slika 42. Vizualizacija diferencijalno eksprimiranih gena (DEG) izmedu tri analizirana genotipa A.thaliana u
uslovima oksidativnog stresa. Venovi dijagrami ilustruju broj gena, koji su unikatno eksprimirani u okviru jednog

uzorka, kao i broj gena koji su koeksprimirani u dva uzoraka u preklapaju¢em regionu. WT_H>0, — WT Klijanci u
tretmanu H,0,; dss1(1).19_H,0, — dss1(1).19 klijanci u tretmanu H»O; dss1(V).20_H,0, — dss1(V).20 klijanci u
tretmanu H20,. Slike su preuzete iz dokumentacije rezultata bioinformaticke analize kompanije Novogene.

Biostatisticka analiza transkriptoma je pokazala da postoje promene u ekspresiji gena izmedu
mutanata i WT linije pod uticajem vodonik-peroksida i prikazane su preko volcano grafika (Slika 43).
U poredenju sa WT biljkama, kod dss1(l).19 mutanata je detektovano 1341 gena sa statisticki
znacajno povisenom ekpresijom i skoro podjednaki broj gena sa smanjenom ekspresijom koji iznosi
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1421 (Slika 43A). Uporedna analiza dss1(V).20 i WT biljaka takode pokazuje drasti¢nu razliku u
nivou broja transkripata, gde je broj gena sa poviSenom ekspresijom neSto manji i iznosi 955, a
negativno regulisanih gena je 1340 (Slika 43B). Medusobno poredenje linija mutanata pokazuje
znacajne, ali neSto manje razlike od 202 pozitivno i 115 negativno regulisanih gena. U cilju
karakterizacije funkcionalnih procesa diferencijalno eksprimiranih gena i sortiranja u metabolicke
puteve, ovi geni su dalje prikazani kroz KEGG analizu.

dssi(D).19 vs_ WT B dssi(¥).20_vs WT C dssI(¥).20_ H,0, vs_dssi(¥).20
pvalue<0.05 . pvalue<0.05 pvalue<0.05
|log2FoldChange|>1 . . llog2FoldChange|>1 |log2FoldChange|>1
UP 1341 . ’ UP 995 ) UP 202
* DOWN 1421 *  DOWN 1340 * DOWN 115
ki * NO 18831 = NO 19150 NO 21163

- _ v _

N g A 3

[ - ©

8 a i z

E g - g

@ R =3
£ £ v ',"'3 2
.
v
e -
A
v
R,
3 T p 5 3 T S 5 I3
log2FaldChange log2FoldChange log2FoldChange

Slika 43. Volcano graficki prikaz distribucije diferencijalno eksprimiranih gena (DEG) izmedu tri analizirana
genotipa A.thaliana u uslovima oksidativnog stresa. Apscisa predstavlja nivo promene ekspresije gena (log2 Fold
Change) — upotrebom DESeq2 R/EdgeR R softverskih paketa), a ordinata statistiCku zna¢ajnost nivoa promene genske
ekspresije (-log10 (pvalue) — upotrebom Benjamini-Hochberg metode). Crvene tacke oznaGavaju: gene sa statisticki
znacajno poviSenom ekspresijom (log2 FoldChange>1, pvalue<0.05); zelene tacke: gene sa statisticki zna¢ajno
smanjenom ekspresijom (log2 FoldChange<-1, pvalue<0.05); plave tacke: geni bez statisti¢ki znacajne promene u
ekspresiji. Slike su preuzete iz dokumentacije rezultata bioinformati¢ke analize kompanije Novogene.

Primeceno je da od ukupnog broja identifikovanih metabolickih puteva, nekoliko statisticki
znacajnih puteva imaju direktnu ili indirektnu povezanost sa biljnim odgovorom na abioticki stres.
Pokazano je da smanjenu ekspresiju imaju geni koji su svrstani u 86 KEGG puteva kod dss1(1).19 u
odnosu na WT biljke (Slika 44). Statisticku znacajnost su imali geni ukljueni u metabolizam
glutationa, biosintezu flavonoida i MAPK (mitogenom aktivirana protein kinaza) signalni put (Tabela
27). Povisen nivo ekspresije imaju geni ¢iji proteini ucestvuju u 79 metabolickih puteva, od kojih
najvecu znacajnost imaju geni sa ulogom u transportu RNK, ABC proteinima (ATP-vezujuci kasetni
transporteri) i u homolognoj rekombinaciji (Slika 45; Tabela 28).
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Description

Slika 44. Graficki prikaz rezultata KEGG analize metaboli¢kih puteva (Kjoto enciklopedija gena i genoma) u
kojima ucestvuju proteini ¢iji su geni sniZeno eksprimirani u dss1(1).19 klijancima u odnosu na gene WT
klijanaca u tretmanu vodonik-peroksidom. Na apscisi su prikazani opisi funkcija KEGG puteva (Description); na
ordinati je predstavljena podeSena p-vrednost (-log10(padj)). Redosled puteva je zasnovan prema p-vrednosti (visina
stuba). Za KEGG puteve je uzeta statisti¢ki znacajna vrednost p< 0,05. Brojevi predstavljaju ukupan broj gena koji se

odnose na opisani put.

Tabela 27. Spisak gena koji imaju statisticki zna¢ajno smanjenje ekspresije u mutantu dss1(1).19 u odnosu na
WT biljke u odogovoru na oksidativni stres vodonik-peroksidom. Odnos gena - odnos diferencijalno eksprimiranih
gena prema svim genima koji su analizirani u navedenim KEGG putevima. Statisticka metoda: hipergeometrijski test.
padj — podesena p-vrednost, FDR (od eng. false discovery rate) metoda korekcije: Benjamini-Hochberg. Za KEGG
puteve je uzeta statisti¢ki znacajna vrednost p< 0,05.

Opis KEGG Pristupni br. gena Naziv gena
puteva
GSTF12/ GSTU3/
AT5G17220/ AT2G29470/ AT2G29460/ GSTU4/ GSTU24/
AT1G17170/ AT2G29420/ AT1G75270/ GSTU7/ DHAR2/
Metabolizam AT1G74590/ AT2G29490/ AT3G09640/ GSTU10/ GSTU1/ APX2/
glutationa AT1G59700/ AT4G35970/ AT1G02930/ GSTU16/ APX5/ GSTF6/
AT3G43800/ AT1G59670/ AT5G26220/ GSTU27/ GSTU15/
AT1G02940/ AT1G69920/ AT1G49860/ GGCT2;1/ ATGSTF5/
AT1G53680 GSTU12/ GSTF14/
GSTUZ28
Biosinteza AT5G07990/ AT4G22880/ AT5G05270/ CYP75B1/ LDOX/ CHI3/
flavodoida AT5G13930/ AT3G55120/ AT5G42800/ CHS/ CHI1/ DFRA/
AT1G67980 CCOAMT
AT2G14610/ AT4AG11280/ AT3G11410/ PR1/ ACS6/ PP2CA/
MAPK AT5G59220/ AT1G07430/ AT3G25250/ SAG113/ AIP1/ OXI11/
signalni put - AT1G05100/ AT2G38470/ AT3G23240/ MAPKKK18/ WRKY33/
biljke AT4G40010/ AT2G29380/ AT4G26080/ ERF1B/ SRK2F/ HAI3/

AT5G57050/ AT1G73500/ AT2G41090/
AT2G09225/ AT2G32510

ABI1/ ABI2/ MKK9/
CML10/ -/ MAPKKK17
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Description
Slika 45. Graficki prikaz rezultata KEGG analize metabolickih puteva (Kjoto enciklopedija gena i genoma) u
kojima ulestvuju proteini ¢iji su geni poviseno eksprimirani u dss1(1).19 klijanacima u odnosu na gene WT
klijanaca u tretmanu vodonik-peroksidom. Na apscisi su prikazani opisi funkcija KEGG puteva (Description); na
ordinati je predstavljena podeSena p-vrednost (-log10(padj)). Redosled puteva je zasnovan prema p-vrednosti (visina
stuba). Za KEGG puteve je uzeta statisticki znacajna vrednost p< 0,05. Brojevi predstavljaju koliko je gena koji se
odnose na opisani put.
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Tabela 28. Spisak gena koji imaju statisti¢ki zna¢ajno povecanje ekspresije kod mutanata dss1(1).19 u odnosu na
WT biljke u odogovoru na oksidativni stres vodonik- peroksidom. Odnos gena - odnos diferencijalno eksprimiranih
gena prema svim genima koji su razmotreni u navedenim KEGG putevima. Statisticka metoda: hipergeometrijski test.
padj — podesena p-vrednost, FDR (od eng. false discovery rate) metoda korekcije: Benjamini-Hochberg. Za KEGG

puteve je uzeta statisti¢ki znacajna vredsnost p< 0,05.

Opis KEGG

Odnos

puteva gena padj Pristupni br. gena Naziv gena
AT1G55540/ AT1G79280/
AT5G51200/ AT5G40480/
AT1G73240/ AT1G76720/
AT3G60240/ AT1G24706/ NP N o oot
AT5G53480/ AT5G47010/ KPNBL/ UPF1/ -/
Transport RNK 22/224 0,000737 ATA4G38760/ AT3G14120/
NUP107/ NUP98A/ -/
AT1G10390/ AT2G05120/
NUP155/ NUP96/ PAB7/ -
AT1G14850/ AT1G80680/ / NUP62/ PIR/ NUP58/ -
AT2G36660/ AT1G76810/
AT2G45000/ AT5G18410/
AT4G37130/ AT1G76820
AT3G28860/ AT1G28010/ ABCB19/ ABCB14/
ABC 71224 0001213 AT4G25960/ AT3G62150/ ABCB2/ ABCB21/
transporteri ' AT2G07680/ AT2G39480/ ATMRP11/ ABCBG6/
AT2G41700 ABCA1
AT5G45400/ AT4G21070/
AT2G22140/ AT2G01440/ RPA1C/ BRCA1l/ EME1B/
Homologna 11/224 0003783 AT1G60930/ AT1G77320/ RECG/ RECQL4B/ MEI1/
rekombinacija ' AT2G32000/ AT2G31970/ -/ RAD50/ -/ RECQL4A/
AT5G63960/ AT1G10930/ CLSY3
AT1G05490

U slu¢aju mutanata dss1(V).20, detektovano je ukupno 234 gena koji su negativno regulisani,
od kojih se izdvajaju geni asocirani sa biosintezom flavonoida, biosintezom fenilpropanoida, MAPK
signalnim putem, signalnom transdukcijom biljnih hormona, metabolizmom glutationa i sa
interakcijom biljka-patogen (Slika 46; Tabela 29). Sto se ti¢e gena sa povisenim nivoom ekspresije u
dss1(V).20 u poredenju sa WT biljkama, od 148 analiziranih gena statisticku znacajnost u promenama
ekspresije su pokazali geni ukljuceni u homolognu rekombinaciju DNK i u transport RNK (Slika 47;
Tabela 30).
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Description

Slika 46. Graficki prikaz rezultata KEGG analize metaboli¢kih puteva (Kjoto enciklopedija gena i genoma) u
kojima ulestvuju proteini ¢iji su geni smanjeno eksprimirani u dss1(V).20 klijanacima u odnosu na gene WT
klijanaca u tretmanu vodonik-peroksidom. Na apscisi su prikazani opisi funkcija KEGG puteva (Description); na
ordinati je predstavljena podeSena p-vrednost (-log10(padj)). Redosled puteva je zasnovan prema p-vrednosti (visina
stuba). Za KEGG puteve je uzeta statisti¢ki znacajna vrednost p< 0,05. Brojevi predstavljaju koliko je gena koji se
odnose na opisani put.
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Tabela 29. Spisak gena koji imaju statisticki zna¢ajno smanjenje ekspresije kod mutanata dss1(V).20 u odnosu
na WT biljke u odogovoru na oksidativni stres vodonik- peroksidom. Odnos gena - odnos diferencijalno
eksprimiranih gena prema svim genima Koji su razmotreni u navedenim KEGG putevima. StatistiCka metoda:
hipergeometrijski test. padj — podesena p-vrednost, FDR (od eng. false discovery rate) metoda korekcije: Benjamini-
Hochberg. Za KEGG puteve je uzeta statisti¢ki znacajna vredsnost p< 0,05.

Opis KEGG Odnos . . . .
buteva gena padj Pristupni br. gena Naziv gena
Siosintera ATAG22880/ AT5G05270/ AT5G07990/  LDOX/ CHI3/ CYP75B1/
qOSINCZ3 71234 0001551  AT5G42800/ AT3G55120/ AT5G13930/ DFRA/ CHI1/ CHS/
AT1G67980 CCOAMT
AT3G60140/ AT2GA44460/ AT2G18150/ BGLU30/ BGLU28/
AT3G17070/ AT5G64110/ ATAG37980/  PER15/ PER29/ PER70/
Biosinter ATAG36430/ ATAG08780/ AT5G64100/  CAD7/ PERA9/ PER38/
femipraponcida  19/234 0.002702  AT5G04330/ AT2G18980/ ATLGA510L PERG69/ CYP84A4/
AT3G13610/ AT2G21890/ AT1G80820/  PER16/BGLU1/ F6'H1/
AT2G22420/ AT1G67980/ AT1G65060/ ~ CAD3/ CCR2/ PER17/
AT5G58400 CCOAMT/ 4CL3/ PER68
AT2G14610/ ATAG11280/ AT3G11410/ PR1/ ACS6/ PP2CA/
ATAGA0010/ AT5G59220/ AT3G25250/  SRK2F/ SAG113/ OXI1/
MAPK signalni - oo o oocco ATIGO7430/ AT2G29380/ AT2G38470/  AIPL/ HAI3/ WRKY33/
out - biljke : AT3G23240/ AT4G26080/ AT5G57050/ ERF1B/ ABI1/ ABI2/
AT2GA41090/ AT1G73500/ AT3G18690/  CML10/ MKKY/ MKS1/
AT5G24770/ AT2G14580 VSP2/ PRB1
Metobolizam AT1G72520/ AT3G01420/ AT3G25780/
alfa-linoleinske ~ 8/234  0,015097  AT1G77120/ AT5G48880/ AT1G19640/ "/Eﬁ/stfj%%/ﬁgggfgg
Kiseline AT3G25770/ AT1G17420
AT2G14610/ AT3G11410/ ATAGA0010/
AT5G13320/ AT3G61900/ AT5G59220/ ng{;// 52%%’;’12%2;/2 /
Signalna ATAGO3400/ ATIGO7430/ AT2G29380/ o SHERiS DF L2
: AT3G23240/ ATAG34750/ ATAG26080/
transdukcija ~ 24/234  0,015007 ABI1/ TIFY11A/ ABI2/
biljnih hormona AT1G17380/ ATSG57050/ AT1G19050/ o) ARRS/ -/ 1AALT/
AT3GAB100/ ATSGS0760/ ATIGO4250/ (ool ol
AT5G18050/ AT2G14580/ AT5G20810/ i
AT3G16360/ AT2G16580/ ATAG34800
GSTF12/ GSTU3/
AT5G17220/ AT2G29470/ AT5G26220/ GGCT2:1/ APX2/
Metabolizam AT3G09640/ AT1G02940/ AT1G17170/ ATGSTF5/ GSTU24/
uiaions 131234 0010468 AT3GA3800/ AT2G29460/ AT1GES700 GSTU27/ GSTUA4/
AT1G75270/ AT2G29490/ AT1G74590/ GSTU16/ DHAR2/
AT1G78340 GSTU1/ GSTU10/
GSTU22
AT2G14610/ AT1G76650/ AT2G43290/ PR1/ CML38/ CML5/
AT2G38470/ AT3G57530/ AT1G21550/ WRKY33/ CPK32/
Biljka-patogen oo, o1y139  ATAG37010/ ATLG66400/ AT3GO1830/  CMLA44/ CEN2/ CML23/
interakcija ! AT2G41410/ AT2G41090/ AT3G51920/  CML40/ CML35/ CML10/
AT1G04220/ AT3G50770/ AT2G14580/  CMLO/ KCS2/ CMLA1/
AT3G10190 PRB1/ CML36
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2.01

-log10(padj)

Description

Slika 47. Graficki prikaz rezultata KEGG analize metabolickih puteva (Kjoto enciklopedija gena i genoma) u
kojima ucestvuju proteini ¢iji su geni poviseno eksprimirani u dss1(V).20 klijanacima u odnosu na gene WT
klijanaca u tretmanu vodonik-peroksidom. Na apscisi su prikazani opisi funkcija KEGG puteva (Description); na
ordinati je predstavljena podeSena p-vrednost (-log10(padj)). Redosled puteva je zasnovan prema p-vrednosti (visina
stuba). Za KEGG puteve je uzeta statisti¢ki znacajna vrednost p< 0,05. Brojevi predstavljaju koliko je gena koji se
odnose na opisani put.

Tabela 30. Spisak gena koji imaju statisticki zna¢ajno povecanje ekspresije kod mutanata dss1(V).20 u odnosu
na WT biljke u odogovoru na oksidativni stres vodonik-peroksidom. Odnos gena - odnos diferencijalno
eskprimiranih gena prema svim genima koji su razmotreni u navedenim KEGG putevima. Statisticka metoda:
hipergeometrijski test. padj — podesena p-vrednost, FDR (od eng. false discovery rate) metoda korekcije: Benjamini-
Hochberg. Za KEGG puteve je uzeta statisticki zna¢ajna vredsnost p<0,05.

Op;)sut}ésfe %%233 padj Pristupni br. gena Naziv gena
AT2G32000/AT5G45400/AT2G22140
Homologna 9/148 0.009573 /AT2G01440/AT2G28560/AT1G2072 _/RPA’iggEXDESllengCG/
rekombinacija ’ 0/AT1G10930/AT5G63960/AT4G021
10 IRECQLAA/-/-
AT1G73240/AT1G55540/AT1G79280 _/NUP214/
/AT5G40480/AT2G45000/AT5G5120 NUA/GB210/NUP62/-

Transport RNK 14/148 0,028215  0/AT3G60240/AT1G24706/AT1G334
10/AT5G53480/AT3G14120/AT1G48
970/AT1G76720/AT1G14850

[EIFAG/THO2/SARL/KPN
B1/ NUP107/-/-/NUP155
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KEGG analizom diferencijalne ekspresije gena izmedu samih mutanata dss1(1).19 i
dss1(V).20 nije procenjena statisticki znacajno snizena ekspresija gena (Slika 48). Medutim, postoji
znaCajna razlika u pozitivno regulisanoj ekspresiji gena koji imaju funkciju u biosintezi
fenilpropanoida u dss1(1).19 mutantima (Slika 49; Tabela 31).

-Iog10(padi}

Description

Slika 48. Graficki prikaz rezultata KEGG analize metaboli¢kih puteva (Kjoto enciklopedija gena i genoma) u
kojima ufestvuju proteini ¢iji su geni sniZeno eksprimirani u dss1(1).19 u odnosu na gene dss1(V).20 klijanaca u
tretmanu vodonik-peroksidom. Na apscisi su prikazani opisi funkcija KEGG puteva (Description); na ordinati je
predstavljena podesena p-vrednost (-log10(padj)). Redosled puteva je zasnovan prema p-vrednosti (visina stuba). Za
KEGG puteve je uzeta statisti¢ki znac¢ajna vrednost p< 0,05. Brojevi predstavljaju koliko je gena koji se odnose na
opisani put.

83



Description

Slika 49. Graficki prikaz rezultata KEGG analize metaboli¢kih puteva (Kjoto enciklopedija gena i genoma) u
kojima uestvuju proteini ¢iji su geni poviseno eksprimirani u dss1(1).19 u odnosu na gene dss1(V).20 klijanaca u
tretmanu vodonik-peroksidom. Na apscisi su prikazani opisi funkcija KEGG puteva (Description); na ordinati je
predstavljena podesena p-vrednost (-log10(padj)). Redosled puteva je zasnovan prema p-vrednosti (visina stuba). Za
KEGG puteve je uzeta statisti¢ki znac¢ajna vrednost p< 0,05. Brojevi predstavljaju koliko je gena koji se odnose na
opisani put.

Tabela 31. Spisak gena koji imaju statisticki zna¢ajno povecanje ekspresije kod mutanata dss1(1).19 u odnosu na
dss1(V).20 biljke u odogovoru na oksidativni stres vodonik-peroksidom. Odnos gena - odnos diferencijalno
eskprimiranih gena prema svim genima koji su razmotreni u navedenim KEGG putevima. Statisticka metoda:
hipergeometrijski test. padj — podesena p-vrednost, FDR (od eng. false discovery rate) metoda korekcije: Benjamini-
Hochberg. Za KEGG puteve je uzeta statisticki zna¢ajna vredsnost p<0,05.

Opis KEGG Odnos

puteva gena padj Pristupni br. gena Naziv gena
AT1G30870/AT5G64110/AT5G17820/ PER7/PER70/-
Biosinteza 136/4495  2.51E-05 AT5G67400/AT1G61820/AT2G34790/ /PER73/BGLU46/MEE23/
fenilpropanoida ' AT5G15180/AT2G18980/AT4G26010/ PER56/PER16/-
AT5G04330 /ICYP84A4
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4.7.5. Utvrdivanje osetljivosti biljaka dss1(1).19 i dss1(V).20 na oksidativni stres
indukovan ultraljubicastim zracenjem

U cilju ispitivanja pretpostavljene veze izmedu knockout mutanata dss1 A. thaliana i osetljivosti
na UV zraCenje, ispitivane su Celijske promene indukovane UV-zracenjem u dss1 mutantima mladih
biljaka. Klijanci WT, dss1(1).19 i dss1(V).20, kao i u prethodnim tretmanima, izlagani su zracenju
intenziteta 500 J/m?, a talasne duzine 245 nm (UV-C svetlo) u istoj fazi razviéa (14 dana od klijanja).
Nakon tri dana zracenja primecena su prosvetljenja i oSte¢enja na listovima biljaka sva tri genotipa u
odnosu na kontrolne grupe koje su imale zelene listove (Slika 50A).

Merenjem nivoa lipidne peroksidacije je detektovan znacajno povisen nivo MDA u svim
biljakama tretiranim UV talasima u odsnosu na kontrolne biljke (Slika 50B). Prisustvo H2O> u tkivima
tretiranih biljaka je analizirano bojenjem 3,3'-diaminobenzidinom (DAB). Braon precipitat, koji se
javlja usled polimerizacije DAB u prisustvu H202, uocen je u tkivima lista sva tri genotipa treceg
dana od izlaganja UV zracenju (Slika 50C). Akumulacija H202 nije detektovana u kontrolnim
biljkama, kao ni razlika u akumulaciji H202 izmedu tretiranih WT biljaka i tretiranih linija mutanata.

U uslovima oksidativnog stresa, aktivnost gena CAT1 i GSH2 je, na nivou transkripata,
povecana kod tretiranih biljaka. Znacajni porast nivoa relativne ekspresije CAT1 od 3,6 puta, je uo¢en
kod tretiranih dss1(V).20 u odnosu na netretirane biljke, a 1,4 puta veéi u odnosu na tretirane WT i
dss1(1).19 klijance (Slika 50D). Sto se ti¢e nivoa prisutnih iRNK GSH2, detektovan je dvostruko veéi
porast ekspresije kod WT i dss1(l).19 klijanaca u odnosu na njihove kontolne grupe (Slika 50E).

Denzitometrijskom analizom oksidovanih proteina analiziranih oksiblot metodom, uoceno je
da je u tretiranim uzorcima dss1(V).20 linije zna¢ajno poviSen nivo oSteCenih proteina u odnosu na
kontrolu (Slika 50F i G). Kod WT i dss1(1).19 biljaka izlozenih stresu nije detektovana promena u
nivou oksidovanih proteina u odnosu na netretirane biljke.

U cilju pracenja ekspresije gena, ¢iji produkti ucestvuju u reparaciji fotoprodukata koji nastaju
usled delovanja UV zraka, odmah nakon primene UV tretmana, odredivan je nivo transkripata za
PHR1 (fotoliaza 1) i UVR3 (od eng. UV repare defective 3). Naime, metodom kvantitativnog PCR
nisu uo¢ene promene u nivou relativne ekspresije PHR1 ni kod jedne grupe biljaka (rezultati nisu
prikazani). Analizom relativne ekspresije UVR3 je detektovano znac¢ajno smanjenje broja transkripata
kod tretiranih mutanata dss1(V).20 u odnosu na tretiranu grupu WT, dok su tretirani WT klijanci imali
znacajno povecanje ekspresije UVR3 u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu grupu. Na osnovu
dobijenih rezultata se izvodi zakljucak da linije CRISPR/Cas9 mutanata dssl i WT biljke pokazuju
sli¢an ¢elijski odgovor na stres izazvan UV-C talasima, pri dozi 500 J/m?
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Slika 50. Uticaj oksidativnog stresa izazvanog vodonik-peroksidom na WT, dss1(1).19 i dss1(V).20
klijance. 14 dana stari klijanci su su tretirani UV-C zragenjem (500 J/m?). Na histogramima beli stubiéi
predstavljaju netretirane grupe klijanca, a crni stubi¢i klijance tretirane 500 J/m? UV-C talasima. (A) Klijanci
nakon tri dana od izlaganja 500 J/m? UV-C radijacije. Prikazane su reprezentativne fotografije mladih biljaka.
(B) Nivo lipidne peroksidacije (MDA nmol/g sveze mase) u WT, dss1(1).19 i dss1(V).20 klijancima izmeren
nakon tri dana tretmanom UV-C. (C) Vizualizacija H202 bojenjem DAB rastvorom. Prikazane su grupe od po
tri klijanca. (D) Profil relativne ekspresije gena CAT1 (katalaza 1). (E) Profil relativne ekspresije gena GSH2
(glutation sinentaza 2). (F) Nivo karbonilovanih proteina dobijen denzitometrijskom analizom nakon oksiblot
metode. (G) Determinacija karbonilovanih proteina: oksiblot analiza (gornja slika) i CBB bojenje (donja slika)
totalnih proteina izolovanih iz kontolnih (k) i UV talasima tretiranih uzorka (t) biljaka WT, dss1(1).19 i
dss1(V).20 klijanaca. Prikazane su slike reprezentativnog eksperimenta. (H) Profil relativne ekspresije gena
UVR3 (2-3h nakon primenjenog tretmana). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SD dobijena iz tri
bioloska ponovljena eksperimenta. Zvezdicom je prikazana statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na kontrolnu
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netretiranu grupu i tretiranu gupu ostalih genotipova (p<0,05).
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4.8. Generisanje i analiza linija A. thaliana sa overeksprimiranim homolognim genima
DSS1

4.8.1. Konstruisanje linija A. thaliana sa overeksprimiranim proteinima DSS1(I),
odnosno DSS1(V)

Za potrebe ispitivanja tolerancije na oksidativni stres pojedina¢nih linija A. thaliana kod kojih
su overeksprimirani geni DSS1(l) i DSS1(V), generisane su transgene biljke (Slika 51, 52). Zrele
biljke TO generacije A. thaliana su transformisane vektorom koji nosi T-DNK kasetu za
overekspresiju proteina primenom floral dip metode posredovane A. tumefaciens. WT linije su
transformisane pojedina¢nim plazmidima pEarlyGate 100 koji nose jak promotor mozai¢nog virusa
karfiola (CaMV) 35S za pojacanu ekspresiju cDNK gena DSS1(I), odnosno DSS1(V) (Slika 52A).
Takode, kaseta sadrzi i gen za fosfinotricin acetiltransferazu koja omogucava rezistenciju na herbicid
Basta, ¢ime je bilo moguce efikasano selektovanje transgenih biljka iz stoka semena T1 generacije
transformisanih biljaka. Nakon primene rastvora Basta na klijancima, prezivele su tri biljke koje su
izdvojene i obelezene kao: OE DSS1(I), OE DSS1(V).1 i OE DSS1(V).2 (Slika 52B). WT kontrole i
biljke koje nisu transformisane su nakon tri dana pokazale vidljive simptome hloroze i nekroze mladih
listova u uslovima tretmana Basta herbicidom, a nakon sedam dana su uginule usled toksi¢nog dejstva
ovog herbicida.

Stabilnost geneticke transformacije proverena je metodom Real-time PCR kao promena nivoa
ekspresije obe izoforme gena DSS1. U biljci oznacenoj OE DSSI1(I) nije detektovana pojacana
ekspresija gena DSS1(l) (rezultat nije prikazan). U slucaju druga dva kandidata koji potencijalno
overeksprimiraju DSS1(V), OE DSS1(V).1 i OE DSS1(V).2, pokazano je da OE DSS1(V).2 ima
povecan nivo transkripata DSS1(V) 25% u odnosu na WT (Slika 52C). Dodatno je uraden
konvencionalni PCR prajmerima koji su komplementarni promotoru CaMV 35S i tako potvrdeno
prisustvo transgena u OE DSS1(V).2 biljkama (Slika 52D). Dalja fenotipska karakterizacija i
ispitivanje efekta oskidativnog stresa na biljkama analizirana je u narednim generacijama u
potomcima nastalim samooprasivanjem biljke OE DSS1(V).2.

Kloniranje Gateway tehnologijom u cilju O_O
insertovanja DSS(1)/(V) u binarni vektor
pEarlyGate 100 \ @

U

A. tumefaciens posredovana transformacija
biljaka vektorom pEaryGate 100 sa genom
od interesa, metodom floral dip

Skrinig transformisanih biljaka:
- selekcija Basta herbicidom (T1)
- Real-Time PCR analiza DSSI (T1, T2...) | sasm

Slika 51. Sematski prikaz metodoloskog pristupa kreiranja linija A. thaliana sa poja¢anom ekspresijom DSS1(1) i
DSS1(V). Kreirano pomoéu programa BioRender (https://www.biorender.com/)
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Slika 52. Strategija kreiranja pojedinac¢nih linija A. thaliana sa peja¢anom ekspresijom DSS1(I) i DSS1(V). (A)
Sematski prikaz T-DNK inserta binarnog vektora pEarlyGate 100-DSS1(l) (gornja $ema) i pEarlyGate 100-DSS1(V)
(donja $ema) : RB/LB — grani¢ne sekvence T-DNK inserta; MASt — terminator manopin sintaze; Blp® — gen za
rezistenciju na Basta; MASp — promotor manopin sintaze; CaMV 35Sp — jak konsitutivni promotor mozai¢nog virusa
karfiola 35S; attL1/attL2 - rekombinaciona mesta za Gateway BP reakciju; DSS1(l) — cDNK sekvenca gena od interesa;
DSS1(V) - cDNK sekvenca gena od interesa; OCSt — treminator oktopin sintaze. (B) Gornja fotografija: WT klijanci -
kao negativna kontrola i klijanci pojedinaénih linija T1 generacije dobijenih od TO transformisanih biljaka plazmidom
pEarlyGate 100 sa genom od interesa, pre Basta tretmana; donje fotografije: tri transgene biljke OE DSS1(l), OE
DSS1(V).1i OE DSS1(V).2, posle Basta tretmana. (C) Relativna ekspresija DSS1(V) analizirana u WT, OE DSS1(V).1
i OE DSS1(V).2 biljkama. (D) Detekcija prisustva promotora CaMV 35S PCR reakcijom primenom prajmera 35Sf/
35Sr u uzorcima gDNK iz WT biljke i OE DSS1(V).2 (na slici OE(V).2); k+ - pozitivina kontola; k- - negativna kontola
bez DNK.

4.8.2. Fenotipska karakterizacija linije sa overeksprimiranim proteinom DSS1(V)

Uporedivanjem morfoloskih osobina pokazalo se da ne postoje vidljive 1 statisti¢ki znacajne
razlike izmedu potomstva selektovane biljake OE DSS1(V) i WT linije (Slika 53). U tre¢em danu od
klijanja, duzina radikula klijanaca je kod oba genotipa prosecno iznosila 0,5 cm (Slika 53A). Zatim
je izmerena je duzina svih klijanaca koja je iznosila priblizno 2 ¢cm, sa malim odstupanjima nakon
sedam dana od klijanja (Slika 53B). Neposredno pre prenosenja biljaka u supstrat, svi klijanci su bili
duzine izmedu 5-6 cm (Slika 53C). Povrsine rozeta biljaka starosti 24 dana iznosile su oko 9 cm? kod
obe linije biljaka (Slika 53D). Uoceno je da se izdanci pojavljuju ranije kod OE DSS1(V) biljaka u
poredenju sa WT, jer je u 30. danu od klijanja 33% WT i 50% OE DSS1(V) biljaka imalo prvi
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izdanak. Merenjem povrSine rozete u sedmoj nedelji je pokazano da oba genotipa imaju povrSine 30
cm?u proseku (Slika 53E).
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Slika 53. Uporedna analiza fenotipa divljeg tipa (WT) i OE DSS1(V) linija A. thaliana tokom razvi¢a. Nakon 2
nedelje klijanja i rasta na MS medijumu u Petri Soljama, klijanci su presadeni u zemlju; oznaka OE(V) se odnosi na OF
DSS1(V) biljke. (A) Fotografije tri dana starih klijanaca WT i OE DSS1(V) u Petri Soljama; histogram predstavlja
duzinu radikula u cm. (B) Fotografije sedam dana starih klijanaca u Petri $oljama; histogram predstavlja duzinu
klijanaca u cm. (C) Fotografije 14 dana starih klijanaca u Petri Soljama; histogram predstavlja duzinu klijanaca u cm.
(D) Fotografije 24 dana starih klijanaca u zemlji; histogram predstavlja povrsinu rozete u cm?. (E) Fotografije sedam
nedelja starih klijanaca u zemlji; histogram predstavlja povr$inu rozete u cm2. Beli stubi¢i odgovaraju merenjima
razli¢itih parametara WT biljaka; crni stubi¢i - OE DSS1(V). Prikazani su reprezentativni fenotipovi biljaka. Rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost + SD dobijena iz tri bioloska ponovljena eksperimenta (n = 20 po eksperimentu).
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4.8.3. Analiza osetljivosti biljaka OE DSS1(V) na oksidativni stres indukovan vodonik-
peroksidom

U cilju analize osetljivosti DSS1(V) overeksprimirajucih biljaka na oksidativni stres, biljke
stare 14 dana su bile podvrgnute tretmanu 10 mM H20.. U OE DSS1(V) biljkama T2 i T3 generacije
koje su koris¢ene za dalje ispitivanje senzitivnosti na oksidativni stres, potvrdena je znacajno
povecéana ekspresija DSS1(V) transkripata u odnosu na biljke divljeg tipa (Slika 54A). Medutim,
analiza razliCitih parametara stresa pokazala je da su detektovane promene koje se deSavaju na
¢elijskom nivou u OE DSSI(V) klijjancima slicne promenama kod WT klijanaca u uslovima
oksidativnog stresa. Analiza morfoloskih simptoma oste¢enja listova ispitivanih biljaka pokazala je
da obe linije biljaka ispoljavaju sli¢ne hloroti¢ne promene na tkivu mladih listova (Slika 54B). Takav
efekat je nesumnjivo potvrden i analizom stope prezivljavanja koja je bila snizena za 40% kod WT
biljaka, odnosno za 30% kod OE DSS1(V) biljaka koje su bile izloZene stresu u poredenju sa njihovim
kontrolnim grupama. Razlike u stopama prezivljavanja izmedu analiziranih genotipova nakon
tretmana nisu bile statisti¢ki znacajne (Slika 54C).

Pra¢enjem promena na nivou ekspresija gena koji kodiraju antioksidativne enzime GSH2 1
CAT, znacajno povecanje transkripata GSH2 je zapazeno kod oba genotipa u tretmanu u odnosu na
kontrolne grupe, ali ne i izmedu OE DSS1(V) i WT biljaka izloZenih vodonik-peroksidu (Slika 54D).
Analiza nivoa ekspresije gena CAT pokazala je da ne postoji znacajna promena u profilu ekspresije
transkripata ni u jednom ispitivanom genotipu u uslovima stresa u poredenju sa kontrolnim biljkama
(rezultati nisu prikazani).

Analizom koncentracije MDA i prisustva karbonilovanih proteina u tkivima tretiranih biljaka
uoceno je da postoji znacajan efekat oksidativnog stresa u odnosu na netretirane grupe biljaka, ali da
ne postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu biljaka sa prekomerno eksprimiranim DSS1(V) i WT
biljaka u uslovima stresa (Slika 54E, F 1 G). Na osnovu ovih rezultata zakljucuje se da uspostavljena
linija OE DSS1(V) biljka nije pokazivala o¢ekivanu povecanu otpornost na oksidativni stres.
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Slika 54. Uticaj oksidativnog stresa izazvanog peroksidom na WT i OE DSS1(V) klijance. 14 dana stari klijanci su
preneti na nove MS podloge sa 10 mM H2O,. (A) Profil relativne ekspresije gena DSS1(V) u WT (beli stubi¢) i OE
DSSI1(V) klijancima (crni stubi¢). (B) Klijanci nakon tri dana pod uticajem dejstva H.O; stresa. (C) Stopa
prezivljavanja WT i OE DSS1(V) klijanaca tre¢eg dana u uslovima oksidativnog stresa. Na histogramima beli stubi¢i
predstavljaju netretirane grupe klijanca, a crni stubi¢i klijance tretirane 10 mM vodonik peroksidom. (C, D, F). (D)
Profil relativne ekspresije gena GSH2 (glutation sinentaza 2). (E) Nivo lipidne peroksidacije (MDA nmol/g sveZe mase)
u WT i OE DSS1(V) klijancima izmeren nakon tre¢eg dana u uslovima 10 mM HO. (F) Nivo karbonilovanih proteina
dobijen denzitometrijskom analizom nakon oksiblot metode. (G) Determinacija karbonilovanih proteina: oksiblot
analiza (gornja slika) i CBB bojenje (donja slika) totalnih proteina izolovanih iz kontrolnih (k) i tretiranih (t) WT i OE
DSS1(V) klijanaca. Prikazane su reprezentativne slike eksprimenta. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £ SD
dobijena iz tri biolo§ka ponovljenja eksperimenta. Zvezdicom je prikazana statisti¢ki znadajna razlika kontrolne
netretirane grupe u odnosu na tretiranu grupu biljaka (p<0,05).
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5. DISKUSIJA

Svi oblici zivota na Zemlji su u manjoj ili vec¢oj meri izlozeni nepovoljnim uticajima sredine
u kojoj se nalaze. Dobro je poznato da su biljke, kao sesilni organizmi, neprekidno izlozene delovanju
razli¢itih faktora iz okoline. Tokom evolucije, biljke su razvile odbrambene mehanizme i adaptacije
pomocu kojih uspesno prevazilaze stresne uslove. Delovanja nepovoljnih abiotickih faktora, kao §to
su nagle promene temperature, nedostupnost vode, hemijska zagadenost vazduha, vode i zemljista,
teSki metali ili visoki stepen radijacije, mogu u velikoj meri naruSiti homeostazu i biti okidac
nekontrolisane produkcije ROS formi (Hasanuzzaman et al., 2020; Zhang et al., 2022). Molekuli koji
sadrze aktivnu formu kiseonika dovode do promene redoks stanja celije izazivajuéi velika oSte¢enja
i nestabilnost svih ¢elijskih kompartmana (Hasanuzzaman et al., 2020). U uslovima oksidativnog
stresa, biomolekuli, kao §to su: nukleinske kiseline, lipidi, proteini i ugljeni-hidrati, bivaju oksidovani
1 potrebno je da u Sto kra¢em periodu budu neutralisani kako bi se sprecio njihov Stetan efekat na
¢eliju. Brojni ¢elijski antioksidativni odbrambeni mehanizmi su ukljuceni u smanjivanje oksidativnih
oStec¢enja u biljnim ¢celijama (Chmielowska-Bak et al., 2015). Jedan od najvaznijih ciljeva nauke o
biljakama je identifikacija novih faktora ukljucenih u biljne odbrambene mehanizme i mehanizme
odrzanja Celijske homeostaze koji doprinose prevazilaZzenju negativnih uticaja spoljasnje sredine
(Kmiecik et al., 2016).

Prirodno neuredeni protein DSS1 bi mogao biti jedan od faktora ukljucenih u Celijske
mehanizme regulacije proteostaze i odbrane od oksidativnog stresa. Podaci koji se odnose na moguce
bioloske funkcije biljnih proteina DSS1 su i dalje nedovoljno istrazene, prevashodno su proistekli iz
analize interakcije sa proteinima BRCA2 i TREX-2 kompleksom u procesima oCuvanja integriteta i
regulacije genoma. Imajuc¢i u vidu novootkrivenu funkciju DSS1 proteina, kao 1 njegovu visoku
konzerviranost u eukariotskom svetu, pretpostavljamo da DSSilacija kao novi mehanizam uklanjanja
oSte¢enih proteina moze biti prisutan i u biljnom svetu i da se moZe povezati sa odrzavanjem celijske
homeostaze tokom oksidativnog stresa. Osim toga, pretpostavka je da dva genska paraloga DSS1(1) i
DSS1(V) u genomu A. thaliana mogu imati razdvojene, ali i preklapajuce funkcije.

5.1. Evoluciona ocuvanost primarne strukture dva biljna proteina DSS1 i njihove protein-
protein interakcije

Prisustvo genskih paraloga je rasprostranjeno u biljnom svetu, nastalo je usled evolucionih
pritisaka 1 dovodi do povecanja raznolikosti genoma. Podaci iz literature ukazuju na to da postoji
mogucnost da jedan ili oba genska paraloga evoluiraju pod smanjenim selektivnim pritiskom, §to u
nekim slu¢ajevima rezultuje pojavom novih funkcija gena koje doprinose adaptaciji (Panchy et al.,
2016). Genom A. thaliana sadrzi dve kopije gena DSS1 koje se razlikuju u duzini i sekvenci. DSS1(I)
ima 225 bp i kodira protein duzine 74 aminokiseline, dok DSS1(V) ima 222 bp i proteinski produkt
duzine 73 aminokiseline (Berardini et al., 2015; Dray et al., 2006; TAIR, 2023). Pretpostavlja se da
izmedu DSS1 gena moze postojati razlika u bioloskim funkcijama u kojima ucestvuju, kao i da mogu
uspostaviti interakcije sa razli€itim proteinskim partnerima.

In silico analiza pokazuje da DSS1(I) i DSS1(V) imaju veliku sli¢nost u aminokiselinskoj
sekvenci. DSS1(I) je duzi za jednu aminkiselinu od DSS1(V) i razlikuje se u osam aminokiselina i to
sa jednom bitnom promenom, koja bi mogla da uti¢e na proteinsku strukturu i funkciju. Na poziciji
44 u aminokiselinskoj sekvenci DSS1(1) proteina nalazi se polarni glutamin, dok je na istoj poziciji
uDSS1(V) nepolarni leucin (Slika 17A). Razmatrajuéi primarnu strukturu ortologa DSS1 u S. pombe,
S. cerevisie (Funakoshi et al., 2004) i C. elegans (Pispa et al., 2008) koji sadrZe polarne aminokiseline
treonin ili aspragin na istoj poziciji kao kod DSS1(I), moze se pretpostaviti da je DSS1(V) nastao kao
rezultat duplikacije gena. Duplikacija gena nije neuobicajen dogadaj u biljnom svetu, Sto je
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ustanovljeno i filogenetskom analizom DSS1 A. thaliana i biljnih ortologa kod srodnih vrsta.
Pretpostavlja se da nakon nastanka novih vrsta A. thaliana i A. lyrata od zajednic¢kog pretka, doslo je
do dupliciranja gena DSS1 kod obe vrste (Slika 16A). Prema literaturnim podacima, oko 65%
anotiranih gena u biljnom genomu je duplirano i ovi geni su uglavnom otporni na selektivni pritisak,
kojem su konstantno izloZzeni (Bozorgmehr, 2012). Ovakav fenomen moze da vodi ka akumulaciji
visestrukih mutacija u sekvenci dupliranog gena, potencijalno rezultiraju¢i novom funkcijom (Panchy
et al., 2016). Na osnovu viSestrukih poravnanja biljnih DSS1 sekvenci (Slika 16) je ustanovljeno da
postoji visok stepen homologije u delu sekvence koja je konzervisana i kod Zivotinjsih vrsta (Y.
Zhang et al., 2014). Ovakav rezultat ukazuje da aminokiselinski ostaci u ovom delu sekvence imaju
bitnu funkciju i u biljnom svetu. Jasno se uocava da su i kod biljaka hidrofobni regioni okruzeni
kiselim aminokiselinskim ostacima, kao i kod ostalih vrsta (Kragelund et al., 2016). Visok procenat
homologije izmedu dva DSS1 proteina A. thaliana moze ukazivati na njihove preklapajuée funkcije,
kao 1 na to da dele zajedniCke partner proteine. Kako je DSS1 kao multifunkcionalan protein ukljucen
u brojne vazne bioloske procese, biljni DSS1 proteini su verovatno funkcionalno komplementarni u
vecini ovih funkcija. Postojanje male, ali znacajne promene na nivou primarne strukture neuredenih
proteina DSS1 mozda doprinosi pojavi novih funkcija.

Dodatno je sprovedena analiza interakcija izoformi proteina DSS1 sa drugim proteinima ¢ime
je omoguceno bolje razumevanje prirode interakcija i funkcionalnih razlika (Slika 17C). Prema
predikciji, obe izoforme imaju potencijal za vezivanje istih partner proteina, ali su uoceni i jedinstveni
partneri za pojedinacne DSS1. Tako je za DSS1(I) predlozen kao partner protein sa ATP-aznom
aktivnoS¢u, koji je kodiran lokusom ATS5G2000 - RPT6B. Postoji moguénost da DSS1(I) kao
,»Spoljasnji“ receptor za ubikvitin, specificno intereaguje sa RPT6 u okviru ,.kape* proteazoma, gde
predaje ubikvitinovan supstrat ,,unutrasnjim* receptorima proteazoma i fizicki je blizi ATP-aznom
prstenu (Paraskevopoulos et al., 2014). Partner protein koji se prema predikciji isklju¢ivo vezuje za
izoformu DSS1(V) je protein EER5 (THP1), koji je deo jezgra TREX-2 kompleksa i uéestvuje u
negativnoj regulaciji odgovora na etilen (Christians et al., 2008; Zhang et al., 2020). lako podaci iz
literature ukazuju na to da u eksperimentu na dvohibridnom kvas¢evom sistemu EERS direktno
intereaguje sa oba DSS1, potrebno je dodatno potvrditi u biljnom modelu (Zhang et al., 2020).

Analize interkatoma u A. thaliana ukazuju da geni koji su duplirani imaju tendenciju ka
razli¢itim partner proteinima 1 da se bioloski procesi u kojima ucestvuju razlikuju izmedu njih
(Panchy et al., 2016). Prema kombinovanom evolutivnom modelu subneofunkcionalizacije, ocekuje
se da je ishod dupliranja gena prevashodno podela funkcija predackog gena koja je zatim pracena
sticanjem novih funckija genskih paraloga (Panchy et al., 2016). Shodno tome, na osnovu in silico
analize moze se pretpostaviti da se partner proteini paraloga DSS1 u velikoj meri preklapaju.

5.2. Ekspresioni profil oba gena DSS1 u semenu i mladim biljkama A. thaliana

Dormantna semena sadrze velike koli¢ine molekula iRNK, koje nisu samo deponovani ostaci
od embriogeneze i sazrevanja semena, ve¢ predstavljaju zalihe za Klijanje. Prvi put je velika koli¢ina
iRNK pronadena u suvom semenu pamuka, zatim je ova pojava potvrdena kao univerzalni fenomen
koji postoji kod svih biljnih vrsta (Nakabayashi et al., 2005). Generalno, funkcija deponovane iRNK
u semenu je u sintezi proteina prilikom pripreme semena za ranu fazu klijanja (Nakabayashi et al.,
2005)

Prvi korak u ispitivanju aktivnosti gena DSS1(l) i DSS1(V) je bila analiza ekspresije oba gena

u fazi dormatnog i imbibovanog semena, a zatim i u pocetnim fazama klijanja. U semenu A. thaliana,

koli¢ina iRNK oba gena DSS1 je skoro 10 puta veci u odnosu na faze nakon klijanja (Slika 19). Ova

prolazna akumulacija DSS1 transkripata u semenima se objasnjava potrebom semena da savlada

promene Kkoje slede prilikom prelaska iz faze mirovanja u fazu aktivnhog metabolizma. U fazi klijanja
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se deSavaju generalna remodelovanja hromatina, koja ukljucuju regulatornu mrezu promena na nivou
transkriptoma i epigenoma (Narsai et al., 2017). Inace, pokazano je da je u semenu vrste A. thaliana
prisutan sli¢an broj transkripata u suvom semenu i u semenu 24 h nakon imbibicije (Nakabayashi et
al., 2005). Zanimljiv je podatak da je detektovana velika koli¢ina transkripata koja kodira peptidaze
i peptide povezane sa ubikvitin-proteaznom degradacijom (Nakabayashi et al., 2005). Kako je DSS1
sastavni deo proteazoma, postoji mogucnost da ovaj protein doprinosi selektivnoj i intezivnoj
degradaciji proteina tokom klijanja semena (Nakabayashi et al., 2005). Izmedu ostalog, na primeru
prirodno neuredenih proteina je poznato da se LEA proteini (od eng. late embryogenesis abundant)
akumuliraju tokom sazrevanja semena i imaju veliki doprinos u prevazilazenju stresnih uslova koji
uticu na seme (Battaglia et al., 2008). Ova analiza je izvrSena u cilju odredivanja nivoa ekspresije oba
DSS1 gena u ranim fazama razvi¢a kako bi se u daljem eksprimentalnom radu fokusirali na analizu
osetljivosti klijanaca na oksidativni stres. Prednosti koje leze u osnovi eskperimenata na klijancima
su lako uzgajanje, jednostavna sprovodenje tretmana i efikasno ispitivanje hipoteze.

5.3. Ekspresioni profili oba gena DSS1 u oksidativnom stresu indukovanim vodonik-
peroksidom i metil-viologenom u A. thaliana

Kako je u razli¢itim organizmima pokazano da DSS1 proteini ulaze u sastav 19S regulatorne
subjedinice 26S proteazoma u kome se vrsi degradacija oksidovanih proteina, analiziran je profil
ekspresije AtDSS1 gena pod uticajem vodonik-peroksida (Slika 22). Ekspresija DSS1 gena je
analizirana u listu 1 korenu zrelih biljaka arbidopsisa koje su uzgajane u hidroponi¢nom sistemu. Kao
generator oksidativnog stresa izabran je vodonik-peroksid. Ukupna analiza transkriptoma A. thaliana
je pokazala da se pod uticajem 1% H202 gena promenjeno eksprimira. (Desikan et al., 2001). 1z
literature je poznato da biljke A. thaliana reaguju na 1,25 mM ili ve¢u koncentraciju H202 pove¢anom
ekspresijom gena koji su markeri oksidativnog stresa (Claeys et al., 2014), kao i da iste koncentracije
H20:> imaju znacajan uticaj na razvice biljaka (Hsiao & Xu, 2000; Verslues et al., 2006). Poseban
negativan efekat se uvida na izdancima i1 rozetama, iz tog razloga su ova biljna tkiva Cest predmet
analize stresa (Hsiao & Xu, 2000; Verslues et al., 2006).

U analiziranim biljnim organima, tretiranim 5 mM ili 10 mM H20: u hidroponi¢noj kulturi,
uocen je poviSen nivo lipidne peroksidacije (Slika 22). Finalni toksi¢ni produkt oksidacije nezasi¢enih
masnih kiselina je malondialdehid (MDA) i njegovo prisusvo je marker oksidativnog stresa (Gaschler
& Stockwell, 2017). Povisen nivo MDA u tkivima tretiranih biljaka je bio jasan pokazatelj
oksidativnog stresa u eksperimentima sprovedenim u okviru ovih istrazivanja. Izgleda da do najvece
oksidacije dolazi u korenu, organu koji prvi ima kontakt sa stresnim agensom u hidroponici. U korenu
A. thaliana je detektovana znacajno povisena ekspresija gena DSS1(1) i DSS1(V) nakon tri dana od
pocetka tretmana H2O2. DSS1(V) pokazuje visi nivo ekspresije u odnosu na DSS1(1) u odgovoru na
stres izazvan H20.. Ovi rezultati su dodatno potkrepljeni imunoblot analizom kojom je detektovan
povecan nivo ekspresije ukupnih proteina DSS1 u tretiranim biljkama u odnosu na kontrolne biljke.
S obzirom na to da antitela anti-DSS1 interaguju sa obe izoforme proteina DSS1 A. thaliana,
imunoblot detekcija nije mogla da pruZzi jasniji uvid u individualno uceS¢e proteina DSS1(I) ili
DSS1(V) u oksidativnom stresu.

Dodatno je analizirana ekspresija DSS1 gena u tretmanu herbicidom metil-viologenom Koyji
dovodi do intenzivnog oksidativnog stresa i koji je doveo do porasta prisustva transkripata oba DSS1
gena, ali prevashodno u listovima (Slika 23). Promena ekspresije DSS1(l) je izrazenija pod
delovanjem MV u poredenju sa DSS1(V) ekspresijom, i povecanje DSS1(l) transkripata je
detektovano pri nizim koncentracijama MV. Uzrok razlike u nivoima ekspresije u odgovoru na
oksidativni stres indukovan H>O> i MV, mogu da budu razli¢iti mehanizmi delovanja ova dva
stresora. Dok H20: slobodno difunduje kroz fosfolipidni dvosloj ¢elijske membrane i izaziva direktno
oStecenje ¢elijskih komponenti, MV ima indirektno dejstvo (Saxena et al., 2016; Varadi et al., 2000).
Zapravo, MV naruSava funkciju tilakoidnih membrana i reaguje sa kiseonikom usled ¢ega nastaje
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Oz, koji dovodi do naruSavanja redoks potencijala Celije. Superoksid pokrece lanCanu reakciju
produkujuéi reaktivne kiseoni¢ne forme (Varadi et al., 2000). Nasi rezultati ukazuju na to da gen
DSS1 moze da bude bitan faktor ukljucen u fiziolosSke procese koji se odvija u biljnoj ¢eliji tokom
oksidativnog stresa.

5.4. Ekspresija DSS1 varijanti A. thaliana u Adssl mutantu U. maydis

Semikvantitatvnim pristupom, kroz test funkcionalne komplementacije, je pokazano da
DSS1(l) protein A. thaliana rekonstruiSe WT fenotip Adssl mutanta U. maydis (Slika 25). Mutant
Adssl u kojem je overeksprimiran DSS1(l) A. thaliana je znacajno rezistentniji na subletalne doze
primenjenih gentoksi¢nih agensa u odnosu na Adssl. Stopa prezivljavanja transformanta
Adss1+AtDSS1(I) je 1000 puta veéa u odnosu na Adssl, a niza u odnosu na stopu koju ostvaruje
transformant Adss1+UmDSS1.

DSS1 i BRCAZ2 su visoko konzervisani proteini koji ostvaruju vezu preko domena heliksa
(HD) u okviru C-terminusa BRCA2 molekula. Literaturni podaci ukazuju na visok stepen sli¢nosti u
HD domenu, koji izmedu U. maydis (Brh2) i humanog BRCAZ2 iznosi 38% identi¢nosti, a izmedu A.
thaliana BRCA2 i humanog 44% (Kojic et al., 2003). lako se UmDssl i AtDSS1 razlikuju u
proteinskoj sekvenci, regioni u okviru ovih proteina odgovorni za interakcije sa partner proteinima
su takode visoko konzervisani (Kojic et al., 2003). U skladu sa navedenim podacima, moze se
pretpostaviti da pored razlika koje postoje u aminokiselinskim sekvencama proteina, DSS1(l)
uspesno ostvaruje inetrakciju sa Brh2 kompleksom U.maydis usled evolutivne oCuvanosti njihovih
domena koji medusobno interaguju. U prilog ide ¢injenica da u DSS1(l) A. thaliana ima sposobnost
vezivanja za obe izoforme BRCA21V i BRCA2V (Dray et al., 2006). Ovaj rezultat jasno ukazuje na
to da dve varijante DSS1 proteina A. thaliana imaju razli¢ite uloge u rekombinacionoj popravci DNK
lezija.

Medutim, odsustvo funkcionalne komplementacije DSS1(V) A. thaliana u Adss1 mutantu U.
maydis se moze objaniti kroz mogucu razli¢itu strukturnu organizaciju ovih proteina. Poznato je da
je geneticka redudantnost rezultat poliploidije kod biljaka i da takva pojava omoguc¢ava da se mutacije
akumuliraju, §to dovodi do pojave novih alela i proSirenja porodice gena (Roulin et al., 2013).
Evolutivni model neofunkcionalizacije ukazuje na to da usled duplikacije gena, ,,predacki® gen
zadrzava svoje funkcije, dok njegov paralog zadobija nove (Panchy et al., 2016). U kontekstu
pretpostavke da je gen DSS1(V) rezultat duplikacije gena, kao i pokazane mutacije na poziciji Q44L
u aminokiselinskoj sekvenci i iznetih literaturnih podataka, moze se smatrati da je tokom evolucije
doslo do promena u proteinskoj strukturi, a samim tim 1 do pojave razlika u funkciji ovih gena.

5.5. Uticaj tretmana vodonik-peroksidom i metil-viologenom na T-DNK insercioni mutant
t-dss1(V)

U cilju rasvetljavanja potencijalne uloge gena DSS1 u oksidativnom stresu, okarakterisane su
T-DNK insercione linije mutanata. Odabrana je T-DNK linija (SALK 069888) iz postojecih
kolekcija semena ABRC koja sadrzi insert u oba gena DSS1, kao i u dva dodatna gena. Cista
homozigotna linija sa T-DNK insertom u intronu gena DSS1(V) je dobijena nakon uspe$nog ukrstanja
i genotipizacije (Slika 27). PokusSaj da se dobije genotip koji nosi inserciju u genu DSS1(I) nije bio
uspesan. Podaci iz literature ukazuju da 12,6% analiziranih SALK kolekcija ne sadrzi T-DNK
inserciju u identifikovanom lokusu (O'Malley et al., 2015). Dodatno se moze pretpostaviti da ovaj
lazno pozitivan rezulatat identifikacije T-DNK sekvence u lokusu DSS1(l), proizilazi iz greske u
obradivanju podataka sekvenciranja usled postojanja kratkih i visoko homolognih sekvenci DSS1 u
genomu A. thaliana. Pored toga, kao alternativni pristup, analiziran je dodatni stok semena
(WiscDsLox374E10) koji sadrzi T-DNK inserciju u 5’UTR, 160 nukleotida od start kodona gena
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DSS1(I) (Slika 32). Medutim, u ovom slu¢aju analizom ekspresije gena DSS1(I) nije detektovano da
insercija u ovom regionu dovodi do smanjenja ili potpunog ukidanja ekspresije iIRNK DSS1(l). Meta-
analiza objavljenih T-DNK insercionih linija je pokazala da verovatnoca izostanka efekta iznosi samo
4% u slu¢aju kada je insercija locirana 51-200 bp uzvodno od start kodona (Wang, 2008).

Analiza profila ekspresije DSS1 gena pokazuje da kod linije mutanata t-dss1(V) nije potpuno
ukinuto prisustvo iRNK DSS1(V) i da je moguce detektovati oko 25% transkripata (Slika 27D).
Dodatno je imunoblot metodom detektovan redukovan nivo totalnih proteina DSS1 u mutiranim
biljkama, $to je ukazalo na to da ove biljke predstavljaju t-dss1(V) homozigotnu knockdown mutiranu
liniju (Slika 27C). Detekcija smanjene koli¢ine iRNK DSS1(V), nije neo¢ekivana, znajuci da postoji
mogucnost da se prilikom procesa splajsovanja izvrsi ekscizija T-DNK sekvence zajedno sa intronom
(O'Malley et al., 2015; Rodriguez et al., 2014). Ocigledno da T-DNK mutageneza ne uspeva uvek
efikasno da dovede do ukidanja funkcije gena. Prema literaturnim podacima medu 263 analizirana
mutanta A. thaliana sa T-DNK insercijom u okviru intorna, samo 0,7% nema efekat na
transkripcionom nivou (Wang, 2008).

lako efekat razaranja introna, integracijom T-DNK sekvence, nije uvek dovoljan za
kompletno ukidanje prisustva transkripata gena DSS1(V), t-dss1(V) biljke pokazuju plejotropni defekt
u rastu tokom razlicitih faza razvica (Slika 29). Uoceno je da kod semena mutanata dolazi do ranijeg
pucanja semenjace i izduzivanja radikula u poredenju sa biljkama divljeg tipa. Medutim, otkriveno
je da i ROS molekuli imaju znacajnu ulogu u regulaciji klijanja semena i dormanciji (El-Maarouf-
Bouteau & Bailly, 2008). Kratkozive¢i ROS molekuli ostvaruju svoju signalnu aktivnost specifi¢nim
oksidativnim modifikacijama proteina koje dalje mogu imati ulogu signala za pokretanje procesa
klijanja (El-Maarouf-Bouteau et al., 2013). Moze se pretpostaviti da t-dss1(V) biljke nemaju
sposobnost da adekvatno uklanjaju oksidovane proteine, i1 da tako akumulirani oSte¢eni proteini mogu
biti signal za raniju indukciju klijanja semena. Naime, ubrzo nakon pucanja semenjace i pocetnog
ubrzanog rasta radikula, mutanti ispoljavaju usporeniji rast u poredenju sa WT klijancima.
Pretpostavlja se da poremecaj u skladiStenju oSte¢enih proteina dovodi do nedovoljnog snabdevanja
¢elije esencijalnim aminokiselinama §to ometa dalji rast klijanaca.

Takode je uoCeno da klijanci mutanata imaju povecanu senzitivnost na oksidativni stres
indukvan H20: ili MV (Slika 30 i 31). Niza stopa prezivljavanja kod klijanca t-dss1(V) je u skladu sa
poviSenim nivoom lipidne peroksidacije u poredenju sa WT biljkama. Takode, znac¢ajno povisen nivo
oksidovanih proteina u tretiranim mutantima H20: ili MV u odnosu na WT klijance, ukazuje na to da
DSS1(V) moze imati potencijalnu ulogu u odgovoru na oksidativni stres kod A. thaliana. Ovakvi
rezultati mogu biti dodatni pokazatelj da je DSS1(V) jedan od znacajnih ucesnika u celijskoj
detoksifikaciji od oksidativno-ostecenih proteina i samim tim u odrzavanju proteostaze.

5.6. Fenotipska karakterizacija CRISPR/Cas9 generisanih mutanata oba gena DSS1 i
njihova osetljivost na oksidativni stres

Za ispitivanje funkcionalne povezanosti izmedu gena DSS1 u ¢elijskoj homeostazi proteina
tokom oksidativnog stresa, koriS¢ena je CRSIPR/Cas9 tehnologija u cilju precizne manipulacije DSS1
genima. Prednost CRISPR/Cas9 sistema je u istovremenom editovanju veceg broja lokusa u istoj
biljci, omogucavajuci sinhronizovanu mutagenezu vise funkcionalno povezanih gena koji pripadaju
istoj familiji (Yang et al., 2022). Za pojedinac¢no editovanje dva visoko homologna gena DSS1 je
upotrebljena CRSIPR/Cas9 ciljana mutageneza. lako je multipleks CRISPR/Cas9 sistem za
editovanje gena strategija od izbora za simultanu i brzu mutagenezu, u ovom radu je ipak primenjen
metod tradicionalnog ukrstanja za generisanje duplih mutanata. Metoda tradicionalnog ukrstanja je
bila u ovom slucaju metoda od izbora zbog prednosti u izvodenju povratnog ukrstanja sa divljim
sojem A. thaliana i uklanjanju potencijalnih off-target mesta. Nakon ove manipulacije zeljene
mutacije su bile vra¢ene u homozigotno stanje putem kontrolisanog samoopraSivanja. Ovakav
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efikasan i jednostavan nacin ,,razblazivanja‘“ potencijalnih nezeljenih mutacija ima veliku prednost u
biljnim naukama u odnosu na animalne sisteme ili kulture humanih ¢elija (Hahn & Nekrasov, 2019).

Pored nekoliko dobijenih mutanata sa malim indelima u pojedinacnim genima za DSS1,
odabrane su dve linije biljke sa velikim promenama u genima koje se jednostavno detektuju
genotipizacijom. Generisana su dva CRISPR/Cas9 konstrukta za ciljano editovanje pojedinacnih
kopija gena DSS1 i selektovane su dve homozigotne linije mutanata za dalju karakterizaciju — linija
koja sadrzi deleciju duzine 25 nt u genu DSS1(I) i druga linija sa insercijom od 18 nt u genu DSS1(V).
Analizom izvedene aminokiselinske sekvence je pokazano da CRISPR/Cas9-indukovane mutacije
koje su se dogodile u odabranim linijama rezultuju formiranjem preuranjenog stop kodona, tj.
okrnjenim proteinskim produktom (Slika 36).

Pomocu nekoliko web alata za predikciju off-target mesta pronadene su pozicije mutacija van
ciljanih lokusa u genomu A. thaliana. Neophodno je napomenuti da je nepreciznost CRISPR/Cas9
sistema i pojava off-targeta u manjoj meri prisutna kod biljnih vrsta, nego $to je kod Zivotinjskih.
Preciznost CRISPR/Cas9 sistema zavisi od dizajnirane sgRNK, izbora nukleaze i strategije isporuke
samog sistema (Bortesi et al., 2016). Osim toga, pokazano je da efikasnost moze da varira medu
organizmima, pa je tako visoko prisustvo off-targeta detektovano na humanim ¢elijama, a nesto nize
kod miSeva i zebrica (Pan et al., 2016). Podaci iz literature ukazuju na to da je specifi¢nost
CRISPR/Cas9 sistema visoka kod biljaka, $to je potvrdeno u istraZivanjima na vrsti A. thaliana,
pirinéu, paradajzu i pamuku (Feng et al., 2014; Li et al., 2019; Nekrasov et al., 2017; H. Zhang et al.,
2014). Dodatno, smanjena verovatnoca pojave off-targeta u ovom radu je obezbedena upotrebom
promotora/pojacivata EC1.2en/EC1.1p za specifiénu ekspresiju Cas9 enzima. Razlog visoke
specifi¢nosti delovanja enzima Cas9 je usled vremenske i tkivno-specifi¢ne regulacije ekspresije u
semenim zamecima (Wang et al., 2015).

S obzirom na skoro identi¢ne i izuzetno kratke sekvence dupliciranih DSS1 gena, mutageneza
izoformi DSS1 je predstavljala tehnicki prilikom primene CRISPR/Cas9 tehnologije. U cilju
generisanja knockout mutanata A. thaliana, dizajn sgRNK je zavisio od izbora osobina ciljne
sekvence. Za najefikasnije editovanje pojedinacnih gena DSS1 su odabrane dve sekvence koje su
locirane u okviru 5'-kraja kodirajuéeg regiona gena i visoko su specifi¢ne, kako bi se izbeglo stvaranje
mutacija van Zeljenog lokusa. Kako nije uspesno pronadeno adekvatno restrikciono mesto koje bi
imalo preklapajucu poziciju sa mogucim indelom u cilju brzog skrininga, pretraga potencijalnih
biljnih mutanata je bila sloZena i zahtevala je analizu veceg broja biljaka, posredstvom nekoliko
pristupa za skrining (Slika 34 i 35).

Dalja karakterizacija linija mutanata A. thaliana sa disrupcijom u pojedinacnim genima DSS1
(dss1(1).19 i dss1(V).20) je pokazala uo€ljive fenotipske razlike u odnosu na WT biljke (Slika 40).
Razlike koje se detektuju izmedu samih CRISPR/Cas9 mutanata ukazuju na to da DSS1 izoforme
imaju i razli¢ite uloge pored svojih preklapajuc¢ih funkcija, kao Sto je ranije pretpostavljeno.
Primeceno je da su odrasle dss1(l).19 biljke sitnijeg rasta, manjih rozeta, sa manjim brojem grana i
da produkuju silike sa samo par razvijenih semena za razliku od WT biljaka. Moze se smatrati da je
pojava abortivnih semena povezana sa narusenom funkcijom BRCA2 kompleksa usled izostanka
interakcije DSSI(I) 1 proteina AtBRCA2, Sto rezultuje u naruSavanju procesa homologne
rekombinacije u mejozi tokom reproduktivne faze A. thaliana. Za sada je poznato da, odustvo oba
AtBRCAZ?2 dovodi do fenotipa koga karakteriSe izmenjeno razvice Zenskog, a sterilitet muskih
gametofita (Seeliger et al., 2012). Takode, u slucaju C. elegans mutanta dss-1 je zapaZena smanjena
produkcija oocita i da je razviée larvi inhibirano, $to dovodi do smrti (Pispa et al., 2008). Imajuéi u
vidu navedene C¢injenice 1 multifunkcionalnost DSS1, pretpostavlja se da u slucaju disrupcije gena
DSS1 sem izostanka pravilne regulacije mejoze, postoji poremecaj i u drugim mehanizmima zavisnim
od DSS1(l) koji se odigravaju u oogenezi. Verovatno da nedostatak DSS1(l), kao komponente
proteazoma utice i na njegovu nepravilno funkcionisanje tokom oogeneze. Postoje literaturni podaci
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koji ukazuju da je funkcija proteazoma neophodna za normalno odvijanje oogeneze i embriona u
Drosophila melanogaster, i da u suprotnom dolazi do indukcije programirane celijske smrti i
autofagije (Velentzas et al., 2011). Imajuéi u vidu navedenu ¢injenicu, moze se pretpostaviti da za
funkcionisanje proteazoma u oogenezi zahteva prisustvo obe varijante DSS1 proteina. Dodatno,
mozda je ovo jedan od razloga neuspesnog generisanja duplih dssl mutanata. Medutim, otvara se
pitanje da li je fenomen nastanka abortivnih semena u mutantu dss1(l).19 A. thaliana rezultat
steriliteta oba ili samo jednog gametofita.

Tokom fenotipske analize mladih biljaka dss1(V).20, u poc¢etnim fazama razvica se uocavaju
zatvoreni kotiledoni sa izrazenom apikalnom kukom u poredanju sa otvorenim kotiledonima WT
biljaka. Formiranje apikalne kuke, kao i inhibicija rasta primarnog korena je pod regulacijom etilena.
Kod biljaka uloga aplikalne kuke je u zastiti kotiledona i vrha meristema pri klijanju, tokom
probijanja kroz tlo ka izvoru svetlosti (Ahammed et al., 2020). Zanimljiv je podatak da klijanci
mutanata eer5 ispoljavaju hipersenzitivnost na etilen u prisustvu ekstremno niskih koncentracija ovog
hormona, rezultujuc¢i u razvoju kratkog hipokotila i izrazenu apikalnu kuku (Christians et al., 2008).
EERS ucestvuje u inhibiciji ekspresije gena koji su odgovorni za promovisanje odgovora na etilen.
Kako su in silico rezultati ove teze pokazali vezu izmedu proteina EERS i DSS1(V), a takode se
smatra da ova veza predstvalja sponu izmedu TREX-2 kompleksa i proteazoma (Lu et al., 2010),
moze se pretpostaviti da je u DSS1 mutiranim biljkama, generalno narusena regulacija ekspresije $to
je dovelo do nepravilnog funkcionisanja vitalnih procesa. Sa aspekta funkcionisanja TREX-
kompleksa, izostanak komponente EERS5 dovodi do defekta u biogenezi i eksportu miRNK (Zhang
et al., 2020). Imajuéi u vidu da etilen takode reguliSe sazrevanje ploda i starenje, moze se objasniti da
su preurenjeno pucanje silika, oslabadanje semena, kao i starenje koji su detektovani kod mutanata
dss1(V).20 rezultat nepravilnog odgovora na ovaj fitohormon usled nedostatka interakcije izmedu
proteina EER5 i DSS1(V).

Zanimljivo je da knockout mutanti dss1(V).20 generisani CRISPR/Cas9 tehnologijom
pokazuju znacajne fenotipske razlike u poredenju sa knockdown T-DNK insercionim mutantima t-
dss1(V). Ipak slican nivo osetljivosti na oksidativni stres karateriSe oba tipa mutanata. Na primer,
odrasle biljke sa T-DNK insercijom u DSS1(V) pokazale su zakrzljali rast, dok se suprotni morfoloski
fenomen zapaza kod CRISPR/Cas9 dss1(V).20 ¢ija rozeta je zbunasta i Ssa brojnim izdancima.
Razgranati fenotip se podudara sa brca2 mutantom A. thaliana (Seeliger et al., 2012) $to nije
iznenadujuée s obzirom na ve¢ pomenuto uc¢es¢e homologoj rekombinaciji za koju je neophodno
formiranje kompleksa DSS1 sa proteinom BRCAZ2 (Dray et al., 2006; Kojic et al., 2005; Seeliger et
al., 2012). Sa druge strane, postojanje fenotipskih razlika izmedu mutanata generisanih T-DNK
integracijom u intron gena DSS1(V) 1 CRISPR/Cas9 mutanata moze se objasniti iskrajanjem T-DNK
I introna tokom procesa splajsovanja, tako da izostaje efekat insercije. Ranija istrazivanja su pokazala
da odredeni regulatori ekspresije mogu biti locirani u okviru introna, ili da neki introni mogu sadrzati
promotorske sekvence za alternativno procesovanje transkripata (Furger et al., 2002; Gallegos &
Rose, 2017; Heyn et al., 2015). Neke studije ukazuju da se mnoge sekvence koje kodiraju mikroRNK
nalaze u intronima gena (Ambros et al., 2003; Lin et al., 2003; Meng & Shao, 2012; Rodriguez et al.,
2004). Mirtroni, molekuli mikroRNK kodirani sekvencom introna su alternativni prekursori za
biogenezu mikroRNK i nastaju obradom introna gena (Lin et al., 2003). Stoga, izmenjeni fenotip t-
dss1(V) moze biti povezan sa potencijalnim regulatornim DNK elementima u okviru introna. Imajuci
u vidu navedene literaturne podatke jasan je nemerljiv znacaj predvidljivog i preciznog editovanja
gena upotrebom CRISPR/Cas9 tehnologije.

Pored toga Sto su obe pojedinacne linije dss1(l).19 i dss1(V).20 vijabilne, uoceno je da
dss1(l).19 mutanati imaju smanjen fertilitet. U pokuSaju da se dobiju dupli mutanti dss1(1).19
dss1(V).20 A. thaliana, pokazano je da mutacije u oba genska paraloga DSS1 verovatno dovode do
letalnog ishoda. Zabelezeno je da ukrStanje muskog gametofita dss1(1).19 i Zenskog gametofita
dss1(V).20, kao i u obrnutom sluc¢aju, ne dovodi do formiranja genotipa duplog mutanta za gene DSS1
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A. thaliana, $to je analizirano na stotinak biljka narednih generacija. Ovo otkri¢e ukazuje na znacaj
gena DSS1 s obzirom na to da istovremeni izostanak obe kopije uti¢e na vijabilnost biljke. Takode,
rezultati ove teze na CRISPR/Cas9 mutantima nedvosmisleno ukazuju da geni DSS1(l) i DSS1(V)
komplementiraju jedan drugog u fundamentalnim bioloskim funkcijama.

Ispitivanje oksidativnog stresa u klijancima CRISPR/Cas9 mutanata ukazuje na to da su
dss1(V).20 klijanci senzitivniji na stres izazvan H>Oz u poredenju sa dss1(1).19 klijancima (Slika 41).
Smanjen nivo prezivljavanja mutanata je u saglasnosti sa povisenim nivoom lipidne peroksidacije
koji je detektovan u mutiranim biljkama u odnosu na WT biljke u tretmanu. Pored toga, najnizi stepen
prezivljavanja imaju dss1(V).20 biljake. Znac¢ajni porast prisustva transkripata GSH2 je izmeren kod
oba tipa dss1 mutanata u odnosu na WT biljke. Poznato je da glutation-sintetaza 2 reguliSe pocetne
faze u biosintezi glutationa (GSH), pogotovo u katabolickim putevima izazvanim stresom u
endoplazminom retiklulumu, a koji je posledica nepravilnog savijanja proteina i njihove akumulacije
(Uzilday et al., 2017), te se enzim moze smatrati dobrim pokazateljem oksidativnog stresa.

Moze se pretpostaviti da bi protein DSS1 mogao biti uklju¢en u organizaciju regulatorne
masinerije ekspresije gena, samim tim u regulaciji ekspresije gena GSH2. Ovakva pretpostavka se
moze povezati sa Cinjenicom da BRCA2-RADS51 kompleks, koji ucestvuju u homolognoj
rekombinaciji, ima takode ulogu transkripciji gena koji ucestvuju u odbrani tokom biljnog imunskog
odgovora (Wang et al., 2010). Sa druge strane, DSS1-BRCA2 promovise interakciju RADS51 sa
jednolan¢anom DNK, samim tim inicira DNK popravku posredovanu homolognom rekombinacijom
(Marston et al., 1999). Stoga, pretpostavljamo da bi DSS1 bi mogao da bude molekularna spona koja
doprinosi funkcionalnom integritetu viSekomponentnih proteinskih kompleksa ukljucenih u
transkripciju gena.

Uoceno je, na nivou ekspresije gena da priblizno 10% dupliciranih gena A. thaliana ima novu
ulogu u odgovoru na stresne uslove sredine (Panchy et al., 2016). Postoji moguénost da ova dva
proteina razli¢ito doprinose konstituciji 26S proteazoma, i tako posledi¢no eliminiciji oSte¢enih
proteina. Stoga, verovatno je da proteini DSS1 potencijalno imaju razli¢it afinitet za vezivanje
proteina oStecenih oksidacijom u procesu DSSilacije, §to se objaS$njava kroz evolutivni model neo-
funkcionalizacije kada samo jedna kopija gena stice nove funkcije. Za potvrdu procesa DSSilacije
potrebni su dodatni in vivo eksperimenti i proteomske analize. Rezultati ove teze podrzavaju ovakve
pretpostavke, s obirom na to da ukidanje funkcije gena DSS1(V) dovodi do neefikasnog uklanjanja
oksidovanih proteina za razliku od disrupcije gena DSS1(l), ¢ime je samo delimi¢no ogranicen efekat
detoksifikacije.

Uporedivanjem ukupnog transkriptoma mladih biljaka CRISPR/Cas9 mutanata sa WT
biljkama koje su bile izlozene oksidativnom stresu izazvanim H20> su pokazani diferencijalni profili
ekspresije (Slika 43-49). Dobijeni podaci 0 genima sa veéim promenama u nivou ekspresije u
mutiranim linijama u odnosu na WT biljke su kroz KEGG bioinformaticku analizu dalje klasifikovani
u metabolic¢ke puteve. U odnosu na WT klijance, kod dss1(l).19 i dss1(V).20 mutanata je zabelezeno
da dolazi do redukovane ekspresije gena ukljuc¢enih u MAPK signalni put, koji imaju razli¢itu ulogu
u prenosu celijskog signala van i unutar Celije. Ovaj signalni put €ini klasa protein kinaza koje su
odgovorne za promene na nivou ¢elijske reorganizacije i ekspresije gena (Taj et al., 2010). MAPK
kinaze imaju funkciju u transdukciji ekstracelularnih stimulusa kao §to su bioticki i abitoticki stres,
kao i u nizu procesa tokom razvica, ukljucujuci diferencijaciju, proliferaciju i ¢elijsku smrt (Taj et
al., 2010). Kako je pokazano da detektovani u¢esnici MAPK signalnog puta imaju znacajnu ulogu u
odbrani od patogena i ROS molekula, nije neobi¢no §to dss1(1).19 i dss1(V).20 mutanati imaju
povecéanu osetljivost na oksidativni stres usled njihove redukovane eskpresije (Birkenbihl et al., 2012;
Rentel et al., 2004). Oc¢igledno da izostanak oba DSS1, kao mogucéih regulatora ekspresije nekog od
detektovanih gena za MAPK kinaze, dovodi do naruSavanja celokupnog MAPK signalnog puta.
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Sto se ti¢e smanjene ekspresije pojedinih u¢esnika metabolizma glutationa kod obe linije dss1
mutanata, pretpostavlja se da ovo takode doprinosi nemogucnosti prevazilazenja oksidativnog
disbalansa u ¢elijama mutiranih dssl linija. Poznato je da kod biljaka metabolizam GSH ukljucuje
enzime za biosintezu i degradaciju GSH, kao i enzime koji GSH koriste kao supstrat (Uzilday et al.,
2017). Postoji ograni¢en broj podataka o proteinima superfamilije biljnih enzima glutation S-
transferaza detektovanih u transkriptomu mutanata, a za pojedine ¢lanove ovih superfamilija se samo
zna da ucestuju u detoksifikaciji ¢elije (Fu et al., 2020; Pérez-Martin et al., 2021). Prema tome,
mozemo pretpostaviti da nedostatak proteina DSS1 ima inhibitorni uticaj na njihovu ekspresiju. Ipak,
povisena ekspresija gena GSH2, kao ucesnika biosinteze GSH, koja je eksperimentalno potvrdena u
ovom radu, moze se objasniti kroz uzvodnu regulaciju signalima oksidativnog stresa koji promovisu
ekspresiju GSH2 u cilju dodatne sinteze glutationa (Uzilday et al., 2017).

Redukovana ekspresija gena ukljucenih u biosintezu sekundarnih metabolita kao §to su
flavonoidi (polifenolna jedinjenja) i fenilpropanoidi, ukazuje da bi DSS1 proteini potencijalno mogli
imati vaznu ulogu u regulaciji ekspresije nekih od identifikovanih gena. Generalno, ovi sekundarni
metaboliti pomazu biljkama u uklanjanju citotoski¢nih produkata i ROS molekula (Falcone Ferreyra
et al.,, 2012). lako su identifikovani i okarakterisani brojni regulatori transkripcije biosinteze
flavonoida, jo§ uvek nedostaju informacije koje bi upotpunile razumevanje regulacije ovog
metaboli¢kog puta u odgovoru na signale iz zivotne sredine (Liu et al., 2021). Moguca uloga DSS1 u
procesu sinteze sekundarnih metabolita bi bila ostvarena kroz regulaciju transkripcije, uz
pretpostavku da DSS1 proteini predstavljaju deo transkripcionih kompleksa (Kragelund et al., 2016;
Schenstrgm et al., 2018). Medutim, tokom analize transkriptoma mutanata utvrdeno je da pojedini
proteini koji su ukljuéeni sintezu fenilpropanoida imaju povisenu ekspresiju u mutantima dss(1).19 u
odnosu na dss1(V).20, ali ne i kod WT biljaka. Ovo ukazuje na mogucu specifi¢nu funkciju DSS1(V)
proteina u odgovoru na oksidativni stres, kao modulatora proteinske mreZze u iniciranju ekspresije
enzima ukljuéenih u biosintezu fenilpropanoida.

Usled disrupcije proteina DSS1(V) u mutantima dss1(V).20, analizom transkriptoma utvrdena
je smanjena ekspresija gena ukljuc¢enih u biosintezu biljnih hormona u odnosu na WT biljke. Zapravo,
ovaj podatak je u skladu sa in silico analizom promotorskog regiona gena DSS1(V) kojom je pokazano
prisustvo cis-aktiviraju¢ih regulatornih elemenata uklju¢enih u odgovor na fitohormone, kao §to su
jasmonati i salicilna kiselina (Nikoli¢, 2016).

Nije iznenaduju¢e da kod obe linije dssl mutanata dolazi do poviSene ekspresije gena
uklju€enih u homolognu rekombinaciju 1 transport RNK, s obzirom na ve¢ spomenute interakcije
proteina DSS1 sa kljuénim kompleksima u procesu HR (Dray et al., 2006; Faza et al., 2009; Tian et
al., 2012). Pretpostavlja se da u cilju o¢uvanja stabilnosti genoma, ¢elija ima strategiju da modulise
ekspresiju alternativnih gena u zamenu za nedostajuce funkcije jednog od proteina DSS1. Ovakvi
rezultati ukazuju na to da je za oCuvanje integriteta genoma neophodno prisustvo oba fukncionalna
DSS1 gena.

U odnosu na WT biljke, u dss1(1).19 je dodatno uocena znacajno poviSena ekspresija gena
koji kodiraju ABC transportere (transporter ATP-vezujucéa kaseta). ABC transporteri predstavljaju
najvecu familiju proteina u svim Zivim organizmima (Lane et al., 2016). U poredenju sa zivotinjskim,
genom biljke sadrzi dva puta veci broj ABC proteina. Ovi proteini imaju ulogu u popravci DNK,
translokaciji RNK, a najvise izu¢avana je njihova uloga u aktivnom transportu brojnih jedinjenja kroz
razli¢iti tip membrana (Lane et al., 2016). S obzirom na Sirok spektar njihovih uloga i nepovoljne
uslove delovanja H202 na ¢elije mutata dss1(1).19, kao i izostanak DSS1(1) u potencijalnoj regulaciji
proteazoma i eksporta RNK, postoji moguénost da se inicira ekspresija vec¢eg broja ABC transportera
kako bi se ubrzao transport RNK intracelularno, a toksi¢ni molekuli eliminisali ekstracelularno (Lane
etal., 2016).
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Na linijama CRISPR/Cas9 mutanata je pracen efekat oksidativnog stresa u tre¢em danu od
primenjenog UV-C zracenja (Slika 50). lako UV-C nije fizioloski relevantan za biljke, jer je blokiran
slojem stratosfere, pokazano je da izaziva lezije u molekulu DNK i oksidaciju ¢elijskih komponenti
(Danon & Gallois, 1998; Mintoff et al., 2015). Nakon tri dana rasta u normalnim fizioloskim uslovima
uoceni su vidljivi simptomi toksi¢nosti tretmana na mladim listovima WT, dss1(1).19 i dss1(V).20
biljaka. Ostecenja tkiva lista izazvana UV-C zraCenjem se mogu objasniti iniciranjem celijskih
promena sli¢nih apoptozi (Danon & Gallois, 1998). Podaci iz literature ukazuju na to da se ¢éelijska
smrt povecava u listovima izlozenim UV-C zracenju na dozno zavisan nacin u tretmanima 250 -1000
JIm?, pri ¢emu se Celijska smrt detektuje veé nakon 48 h pri dozi od 500 J/m? (Mintoff et al., 2015).
U ovoj studiji zapaZene promene na listovima su u skladu sa izmerenim visokim sadrzajem MDA i
intezivnijim DAB bojenjem produkata oksidativnog stresa u tretiranim klijancima u odnosu kontrolne
biljke. Intenzivna braon boja tretiranih klijanaca predstavlja precipitat koji je poreklom od oksidacije
DAB vodonik-peroksidom u prisustvu proteina koji sadrze hem grupu, kao $to je peroksidaza.
Bojenjem se otkriva prisustvo i distribucija peroksida u biljnim ¢elijama (Daudi & O’Brien, 2012).
Takode je ustanovljen porast ekspresije GSH2 - markera oksidativnog stresa, u svim tretiranim
grupama biljaka, kao $to je uo¢eno u tremanu vodonik-peroksidom na istom tipu mutanata. Analizom
gena koji kodira fotoliazu UVR3 je pokazano da nakon nekoliko sati od radijacije dolazi do znacajnog
porasta ekspresije u WT tretiranim biljkama u odnosu na njihovu kontrolu i ozra¢ene mutante.
Fotoliaze ucestvuju u popravkama DNK lezija tokom fotoreaktivacije, od kojih je poznato da UVR3
popravlja pirimidin (6-4) pirimidon fotoprodukt (6-4 PP) (Castells et al., 2010). Fotolezije su izuzetno
toksicne, blokiraju transkripciju i inhibiraju replikaciju (Britt, 1995). Literaturni podaci ukazuju na to
da u normalnim fizioloskim uslovima nakon tri sata od radijacije UV-C, dozom od 1000 J/m?, dolazi
do reparacije 30% nastalih fotolezija u genomu WT soja A. thaliana (Castells et al., 2010). Prema
tome, mozemo pretpostaviti da je u mutantima usled nedostatka pojedinacnih proteina DSS1, kao
bitnih ucesnika u reparaciju homolognom rekombinacijom i regulaciji ekspresije na nivou
traskripcije, ekspresija gena UVR3 inhibirana. Medutim, zanimljivo je da delovanje UV ima upadljiv
efekat na povecanje ekspresije gena CAT1 u dss1(V).20 mutantima u odnosu na WT i dss1(1).19
tretirane biljke. U prethodnim nau¢nim studijama analiza nivoa transkripata antioksidativnih enzima
u vrsti A. thaliana kroz vremenske tacke u toku tri dana pokazuje da njihova ekspresija postepeno
raste u odgovoru ¢elije na poveéano generisanje ROS formi tokom ,,opravka“ od UV-C, ukljucujuéi
i CAT1 (Xie et al., 2012). Pored toga, samo u tretiranim dss1(V).20 mutantima je detektovana
znacajno veca zastupljenost oksidovanih proteina. Stoga su ovakavi rezultati dodatni pokazatelj veze
oksidovanih proteina sa proteinom DSS1(V) i u tretmanu UV zraéenjem.

Znacajno povecanje oksidovanih proteina u mutantima dss1(V).20 tretiranih-peroksidom i UV
zracenjem u poredenju sa WT biljkama, kao i sa dss1(l).19 mutantima, potvrduje prethodnu tvrdnju
da DSS1(V), za razliku od DSS1(l), ima ulogu u odgovoru na oksidativni stres kod A. thaliana.
Prekomerna akumulacija oksidovanih proteina u biljkama dss1(V).20 izlozenim H2O; stresu ukazuje
na to da je gen DSS1(V) jedan od klju¢nih ucesnika u ¢elijskoj detoksifikaciji od proteina oStec¢enih
oksidacijom i odrZavanju proteinske homeostaze. Rezulati ovog rada su u skladu sa novom DSS1-
zavisnom post-translacionom modifikacijom proteina koja je pokazana u humanim celijama, tj.
DSSilacijom (Y. Zhang et al., 2014).

5.7. Fenotipska karakterizacija linije A. thaliana sa overeksprimiranim DSS1(V) i analiza
njene osetljivosti na oksidativni stres

U cilju dodatnog rasvetljavanja bioloskih funkcija DSS1 gena pristupilo se generisanju linija
A. thaliana koje prekomerno produkuju DSS1 proteine. Polazna pretpostavka je bila da prekomerno
eksprimirani proteini DSS1 mogu doprineti povecanju otpornost biljaka prema oksidativnom stresu
putem razli¢itth mehanizmima, kao Sto su uceS¢e u regulaciji transkripcije odbrambenih gena,
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intezivnijoj 1 efikasnijoj eliminaciji oSte¢enih proteina, ili u izgradnji odbrambenog “molekularnog
Stita®.

Kao sto je pomenuto BRCA2-RADS51 kompleks, poznat po svojoj funkciji u HR, takode je
direktno ukljucen i u regulaciju transkripcije odbrambenih gena ¢ija aktivacija predstavlja znacajan
deo biljnog imunskog odgovora (Wang, et al., 2010), dok DSS1-BRCA2 kompleks promovise
interakciju RADS1 sa jednolancanom DNK, (Marston, et al., 1999). Stoga pretpostavljamo da bi
DSS1 mogao biti vrsta ,,molekularnog lepka” koja doprinosi stabilnosti kompleksa koji su ukljuéeni
u transkripciju gena.

Takode je poznato da LEA proteini kao multifunkcionalni i prirodno neuredeni, imaju
znacajnu ulogu u ostvarivanju tolerencije na abioticki stres kod biljaka. LEA proteini zbog svoje
strukturne plasti¢nosti imaju sposobnost da formiraju ,,molekularni §tit* tokom desikacije. U nastalim
uslovima suse usled dehidrirane citoplazme, LEA proteini smanjuju interakcije izmedu delimi¢no
denaturisanih proteina i tako spre¢avaju formiranje toksi¢nih agregata (Tunnacliffe & Wise, 2007).
Sli¢no tome, pretpostavljeno je da bi protein DSS1 mogao ucestvovati u formiranju ,,molekularnog
Stita* u uslovima oksidativnog stresa.

Stabilno generisana transgena linija OE DSS1(V) sadrzi inkorporiranu kasetu u okviru koje
je gen DSS1(V) pod kontrolom jakog konstitutivnog promotora CaMV35S. U ovim biljkama je
izmeren znacajan porast transkripata DSS1(V) kako u T2 generaciji, tako i u narednim generacijama.
Overekspresija gena od interesa je jo§ jedan pristup u proucavanju sli¢nosti i razlika funkcija dve
izoforme proteina DSS1 kod A. thaliana (Zhang, 2003). Razlog izostanka poveéane ekspresije gena
kod preostalih potencijalno dobijenih transgenih biljaka (OE DSSI1(I) i OE DSSI(V).1) se moze
pripisati efektu nasumuc¢ne ugradnje kasete za overekspresiju u deo genoma u kome susedni geni
mogu imati uticaj na nivo ekspresije transgena, kao $to je na primer transkripciona interferencija od
strane uzvodnih gena i njihovih cis-regulatornih elemenata (Betts et al., 2019).

Tokom fenotipske karakterizacije i analize osetljivosti na oksidativni stres nisu uocene
znacajne razlike na morfoloskom i fizioloSkom nivou izmedu WT biljaka i biljaka sa prekomerno
eksprimiranim DSS1(V) (Slika 53 i 54). Odnosno, OE DSS(V) biljke su pokazivale fenotip slican
divljem tipu. Iako bi se na osnovu ovih rezultata moglo zakljuciti da overekspresija DSS1(V) ne
doprinosi boljem odgovoru na oksidativni stres, prisustvo proteina nije dokazano usled nedostupnosti
komercijalnih antitela koja specifi¢no kros-reaguju sa biljnim DSS1 proteinima.

Overekspresija gena DSS1(V), a izostanak prekomerno prisutnih proteina DSS1(V) se moze
objasniti podacima iz literature koji ukazuju na to da koncentracija odredenih proteina jeste samo u
izvesnoj meri u korelaciji sa koli¢inom njihove iRNK. Prisustvo proteina u ¢eliji moze biti ograni¢eno
njihovim polu-zivotom, bez obzira na uo¢eno povecanje u koli¢ini njihovih transkripata (Laurent et
al., 2010). Sem prisustva iRNK za odreden protein, na njegovu sintezu uti¢e energentski status celije
I post-translaciona regulacija (Li et al., 2017). Generalno, sinteza proteina i proteostaza
podrazumevaju niz povezanih procesa koji su strogo regulisani, a koji obuhvataju transkripciju,
translaciju, obradu i degradaciju iRNK, kao i lokalizaciju, modifikaciju i degradaciju samih proteina
(Vogel & Marcotte, 2012). Tako posmatrajuci, u overeksprimiranim biljkama postoji moguénost da
nije doSlo do prekomerne akumulacije proteina DSS1(V). Iz prethodno navedenog moze da se
pretpostavi da porast ekspresije gena DSS1(V) nema efekat na sintezu samog proteina u OE DSS1(V)
biljkama kako je pokazano da ne postoji razlika na nivou morfologije u normalnim fizioloskim
uslovima i promenjenoj osetljivosti u tretmanu vodonik-peroksida u odnosu WT biljkama.

Rezultati iz ovog rada ukazuju na moguénost postojanja funkcionalne razlike izmedu dva gena
DSSI1, njihov razli¢iti doprinos biljnom fenotipu, kao i razli¢iti doprinos dinamici razvi¢a. Dva
proteina DSS1 imaju razli¢it efekat u odrzavanju homeostaze proteina, Sto moze da se pripiSe
razli¢itoj osetljivosti mutanata na oksidativi stres u poredenju sa WT biljkama. Pretpostavlja se da
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Q44L supstitucija moze uticati na primecene fenotipske razlike izmedu ove dve izoforme proteina
DSS1. Jedna od moguénosti je da ova dva proteina imaju razlicito ucesce u konstituciji 26S
proteazoma, stoga i u eliminaciji oStec¢enih proteina. Pored toga, moguce je da ova dva proteina imaju
drugaciji afinitet u vezivanju oksidovanih proteina u procesu DSSilacije. Nasi rezultati doprinose
takvoj pretpostavci, s obzirom na to da nedostatak proteina DSS1(V) vodi ka akumulaciji i
neefikasnom uklanjanju oksidovanih proteina, dok disrupcija gena DSS1(I) ima ograniceni efekat na
ovaj proces. Ova otkrica naglaSavaju znacaj vaznost u razumevanju molekularnih mehanizama
biljnog odgovora na oksidativni stres.

Rasvetljavanje ucesc¢a proteina DSS1 u biljnim mehanizmima odbrane moze biti od velikog

znacaja za poljoprivredne useve, s obzirom na Stetne posledice klimatskih promena i oksidativni stres
kao zajednicki sadrzalac.
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6. ZAKLJUCCI

1.

Bioinformaticka predikcija filogenetskog stabla evolutivno srodnih biljnih proteina DSS1
upucuje na to da je rezultat duplikacije biljnog gena DSS1 tokom evolucije nastanak novog
DSS1(V) gena.

In silico analizom poredenja sekvenci proteina DSS1 je zabeleZen visok nivo homologije u
aminokiselinskoj sekvenci izmedu DSSI1(I) i DSSI1(V). Identifikovana je supstitucija iz
polarnog glutamina u nepolarni leucin na poziciji 44 u proteinu DSS1(V), koja ukazuje na
potencijalno razli¢itu prostornu organizaciju proteina.

Kvantitativnom PCR analizom pokazano je da su najvece promene u relativnoj ekspresiji gena
DSS1 detektovane u korenovima odraslih biljaka divljeg soja koje su tretirane 10 mM H20-
nakon jednog dana od pocetka izlaganja stresoru. Gen DSS1(V) pokazuje vecu responzivnost
na uslove primenjenog stresa u odnosu na gen DSS1(l), jer je pet puta viSe transkripata
DSS1(V) detektovano u odnosu na kontrolne bliljke, dok je ekspresija DSS1(l) samo tri puta
povisena u tretmanu 10 mM H20..

Imunoblot analizom je pokazano da je profil ekspresije ukupnih DSS1 proteina sinhronizovan

.....

detektovan u korenu biljaka izlozenih 10 mM H20,.

Oksidativni stres izazvan 200 pM metil-viologenom izaziva delimi¢no izmenjeni profil
ekspresije DSS1(I) i DSS1(V) gena u odnosu na stres izazvan H20-, i to pre svega u listovima
tretiranih biljaka divljeg soja u odnosu na kontrolne biljke, §to je posledica razli€itih efekata
koje ovi stresori izazivaju u biljnim ¢elijama.

Semikvantitatvnim pristupom, kroz test funkcionalne komplementacije je pokazano da
overeksprimirani DSS1(l) protein A. thaliana rekonstruise WT fenotip Adss1 mutanta U.
maydi, obezbedujué¢i mu delimi¢nu rezistentnost na subletalne doze primenjenih genotoksi¢nih
agensa u donosu na soj Adssl. Biljni AtDSS1(V) nije pokazao moguc¢nost da komplementira
nedostatak U.maydis Dss1, sugeri$u¢i na to da ove dve varijante DSS1 proteina A. thaliana
mogu imati razlicite uloge u rekombinacionoj popravci DNK lezija.

Cista homozigotna T-DNA inserciona linija koja je sadrzavala inserciju u okviru introna gena
DSS1(V) pokazala je 75% snizen nivo ekspresije gena DSS1(V), kao i 48% redukovan nivo
ukupnih DSS1 proteina, §to ukazuje na to da je ovim postupkom generisana knockdown
mutirana linija t-dss1(V).

Morfoloska karakterizacija pokazuje da t-dss1(V) imaju plejotropni defekt u rastu na razlic¢itim
nivoima razvica, imaju brze klijanje i ranije izduzivanje radikula, a zatim zaostajanje u rastu u
kasnijim fazama. Ranija indukcija klijanja semena sugerise da u t-dss1(V) mutantima dolazi
do akumulacije oSte¢enih proteina koji mogu biti signal za Klijanje.

Analiza osetljivosti T-DNK insercionih mutanata t-dssl1(V) je pokazala poviSen nivo
oksidovanih proteina i lipidne peroksidacije, kao i znaajno smanjenu stopu prezivljavanja u
oksidativnom stresu izazvanim vodonik-peroksidom i metil-viologenom. Najvec¢i nivo
oksidovanih proteina je detektovan pri tretmanu 10 mM H20: 1 bio je pet puta veci u t-dss1(V)
u poredenju sa kontrolnim biljkama ukazuju¢i na to da je DSS1(V) jedan od znac¢ajnih ucesnika
u ¢elijskoj detoksifikaciji i procesima odrzavanju proteostaze.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

CRISPR/Cas9 tehnologijom su generisane mutirana linija sa delecijom od 25 nukleotida u
sekvenci DSS1(l) i insercijom od 18 nukleotida u sekvenci DSS1(V). PCR metodom je
potvrdeno odsustvo specificnih DSS1 transkripata u dobijenim CRISPR/Cas9 linijama
mutanata, a analizom izvedenih aminokiselinskih sekvenci je pokazano da indukovane
mutacije u odabranim linijama rezultuju formiranjem preuranjenih stop kodona.

Zrele dss1(1) mutirane biljke su bile sitnijeg rasta, manjih rozeta, sa manjim brojem grana i
produkovale su silike sa malim brojem razvijenih semena u poredenju sa WT biljkama. Pojava
abortivnih semena, ukazuje na naruSene funkcije BRCA2 kompleksa i 26S proteazoma usled
izostanka proteina DSS1(I) $to dovodi do letalnog ishoda.

Fenotipska analiza mutiranih dss1(V) biljaka pokazuje da su u po¢etnim fazama njihovog
razvica kotiledoni zatvoreni i sa izrazenom apikalnom kukom, dok je u kasnijim fazama
dinamika njithovog razviéa u odnosu na WT biljke. Ovakav fenotip se moze objasniti
hipersenzitivnim odgovorom na etilen usled naruSene funkcije proteina EERS kao negativnog
regulatora odgovora na etilen usled izostanka DSS1(V).

Ispitivanjem oksidativnog stresa u klijancima CRISPR/Cas9 mutanata pri tretmanu
peroksidom i UV-zra¢enjem uocena je visoka senzitivnost dss1(V) klijanca na oskidativni stres
u poredenju sa dssl i WT biljkama. Pri tretmanu vodonik-peroksidom, detektovana je da 61%
smanjenju stopu prezivljavanja i 60% vece prisustvo oksidovanih proteina u dss1(V) biljkma
u komparaciji sa WT biljkama, §to dodatno potvrduje ulogu proteina DSS1(V) u mehanizmu
odgovora na oksidativni stres.

Metodom tradicionalnog ukrStanja je izvrSeno recipro¢no ukrStanje muskih 1 Zenskih
gametofita izmedu linija mutanata dss1(l) i dss1(V) u cilju generisanja duplih mutanata dss1.
Testiranjem ukupno 152 biljke nije detektovano prisustvo dss1(1)dss1(V) genotipa tj. duplih
dss1 mutanata, $to sugeriSe da mutacije oba genska paraloga DSS1 dovodi do letalnog ishoda.

Rezultati analize morfoloskih osobina i osetljivosti na oskidativni stres linija A. thaliana u

kojima je overeksprimiran gen DSS1(V) nisu pokazale vidljive i statisti¢ki znacajne razlike
izmedu linije biljaka OE DSS1(V) i WT biljaka.
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1IPHJIOL 1.

M3jaBa o ayropcTBy

Nwme n npezume ayropa __HBana I1. Hukouaunh

Bbpoj nnzekca M3009/2016

U3jaBibyjem

J1a je TOKTOpCKa ArcepTallija moj HacJIOBOM

dyukuuonaana kapakrepuszanuja reasa DSS1(1) u DSS1(V) v onrosopy Arabidopsis thaliana
HA OKCHIATHBHH CTPeC

* pe3yJaTaT COICTBEHOI HCTPaXKMBAUKOI paja;

* Jla Aucepralyja y LeJIMHU HU y JeIOBUMa HUje Ouila MpeaiokeHa 3a CTULIAkE JIpyTe
JTUIUIOME TpeMa CTYUJCKUM IIporpaMuMa Jpyrux BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

* J1a Cy pe3yJITaTu KOPEKTHO HaBEACHU U

* Jla HHCaM KpILKO/JIa ayTopcKa MpaBa U KOPUCTUO/JIa UHTENEKTYyaJIHy CBOJUHY JIPYTHX JIMIIA.

IHoTrnuc ayropa

VY beorpany, 27.06.2023.




1IPHJIOL 2.

M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOT pajaa

Nwme u npe3ume aytopa HNBana I1. Hukosuh

bpoj unpgekca M3009/2016

Crynujcku nporpam _MoJiekyJiapHa ouojoruja; moaya: MoJiekyiaapHa 0H0J10rHja eyKapuoTa

Hacnos pana DyHknmoHaaHa kapakTepusanuja reia DSS1(1) u DSS1(V) v oaroBopy
Arabidopsis thaliana na oxkcuaaTHBHU cTpec

Mentop ap I'opnana TumorujeBuh, ap CBersaana Pagosuh

W3jaBspyjemM J1a je mTaMIrana Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €JICKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM Tpejiao/ia pajay nmoxpamwusama y JJururajinom peno3uropujymy Yuusep3urera y beorpany.

Jlo3BoJbaBaM /1a ce 0OjaBe MOjU JTUYHH TOJIalld BE3aHU 3a JI0OHMjame aKaJeMCKOT Ha3WuBa JOKTOpa
HayKa, Kao MITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOANHA U MECTO poljera U 1aTym oalOpaHe paja.

OBu JMYHM MOJalM MoOry ce O0jaBUTH HAa MPEXHHUM CTpaHHllaMa JUTHTaigHe Oulinoreke, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOnukanujama YHuBep3ureta y beorpany.

IMornuc ayropa

VY Beorpany, 27.06.2023.




1IPHJIOL 3.

N3jaBa o kopumhemwy

Ognamthyjem YHuBep3urercky oubnmoreky ,,CBero3ap MapkoBuh* na y Jlururanau peno3uTopujym
VYuusep3urera y beorpany ynece Mojy JOKTOPCKY TUCEPTAIH]y IO/ HACIOBOM:

dvyakuronaaHa kapakrepuzanrja resa DSS1(1) u DSS1(V) v oarosopy Arabidopsis thaliana
HA OKCUJIATHBHHU CTPEC

KOja je Moje ayTOPCKO JEo.
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1. AytopcTBo. /[03BOJbaBaTE YMHOKABAKE, TUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOIIITABAKE JIeJia, U TIpepaje,
aKo ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauyuH opeheH oJ cTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JHUIICHLE, YaK U Y
KoMepiujanHe cBpxe. OBO je HajcI000IHU]ja O CBUX JIUIICHIIH.

2. AyTOopcTBO — HekoMmepuujajaHo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, IUCTPUOYIHU]Y U JaBHO
caomiuTaBame Jeja, ¥ pepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HaYMH oJipel)eH oJ] cTpaHe ayTopa Wil
nasaoria juieHie. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIIHjaliHy yIIoTpeOy nena.

3. AYyTOpCTBO — HeKOMepIHjajHo — 0e3 nmpepajaa. /[03BosbaBaTe YMHOKaBaWkE, TUCTPUOYIH]Y U
JaBHO CaoMIITaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, MPeodIMKOBakba N YIOTpede /1ena y CBOM Jely, ako ce
HaBeJle Me ayTopa Ha HauuH oJpeheH o cTpaHe ayTopa wiu naBaola juieHne. OBa JUIEHIA HE
7I03BOJbaBa KOMEPLMjaIHy yIoTpeOy zena. Y oJHOCY Ha CBE OCTaJie JHUIICHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM Ce
orpannvaBa Hajsehu oO6um mpaBa kopuirhema jena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjAJHO — [eJIUTH N0 UCTUM yciaoBuMa. J/[03BosbaBaTe yMHOXKABAE,
AUCTpUOYLIM]y U JaBHO CAONIITaBame Jeja, U Ipepajie, ako ce HaBe/le UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH
O]l CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JULEHIE U aKo ce Ipepaja AUCTpUOyupa 1oja UCTOM UM CIUYHOM
muueHnoM. OBa JHIIeHIA He 103B0JbaBa KOMEpPLUjaJIHy yIOTpeOy Aera U npepaja.

5. AyropcTBo — 0e3 nmpepana. J[03Bo/baBaTe YMHOXAaBamhE, AUCTPUOYIIN]Y U jJABHO CAOIIIITABAHE
nena, 0e3 mpoMeHa, MpeoOIMKOBamka UM YIOoTpeOe JieNa y CBOM JIeiy, aKo Ce HaBeJe UME ayTopa Ha
HauuH ojapeheH oj cTpaHe ayTopa win naBaona juieHie. OBa JIMIEHIA 103B0JbaBa KOMEPIIH]aTHY
ynotpeOy niena.

6. AyTOpPCTBO — 1€JIUTH NOJI HCTHM ycJI0BUMa. /[03BOJbaBaTEe YMHOXKABAE, TUCTPUOYIIH]Y U jaBHO
caomIlTaBame Jeja, ¥ pepajie, ako ce HaBeJie UMe ayTopa Ha HAYMH oJipel)eH oJ] cTpaHe ayTopa Ui
JlaBaolia JULEHIIE U aKo ce Mpepaja JUCTpuOyrpa ol UCTOM WIIM CIIMYHOM JiueHIIoM. OBa JInleHna
7103BOJbaBa KOMEpIIHjaliHy ynoTpeOy aena u nmpepaja. CianyHa je cohTBEpCKUM JIUIEHIIaMa, OHOCHO
JUIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/1a.



