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Molekularna osnova auto-inkompatibilnog sistema heljde

(Fagopyrum esculentum M oench)

REZIME

Heljda (fam. Polygonaceze) je heteromorfna biljna vrsta koja sadrzi cvetove dve
morfologije: "pin" (dugacak stubi¢ tucka, kratke antere, manja polenova zrna) i "tram"
(kratak stubi¢ tucka, dugacke antere, veca polenova zrna). Oplodenje je dozvoljeno samo
izmedu cvetova razlic¢ite morfologije, dok je spreceno izmedu cvetova iste morfologije
delovanjem sistema auto-inkompatibilnosti (Al), koji ne dozvoljava ukrstanje u srodstvu.
Heljda se zbog svojih dobrih nutritivnih osobina gaji Sirom sveta, a osnovni problem u
njenom uzgajanju predstavljaju nizak i nepouzdan prinosi visoka otpornost na introgresiju
novih osobina iz srodnih vrsta, §to su direktne posledice njene Al. Ovakvo delovanje Al
Sistema moze predstavljati prepreku u uzgajanju i oplemenjivanju poljoprivredno znacanih
vrsta (npr. badem, heljda, itd.), odatle i veliki interes za prou¢avanje ovih sistema Kroz
njihovo upoznavanje moze se omoguditi proizvodnja samooplodnih i hibridnih linija
zeljenih svojstava, kao i razvijanje novih markera, pomocu kojih se ubrzava proces
selekcije, sto bi dovelo do povecanja prinosa uz snizavanje troskova gajenja. Ono sto je
poznato o heljdinom Al odgovoru jeste da predstavlja geneticki determinisanu kaskadu
biohemijskih reakcija, koja dovodi do zaustavljanja rasta polenove cevi a&ko je polen
prepoznat kao sopstveni. Rast sopstvene polenove cevi se zaustavljana spoju Zigai stubica
"tram" tucka, odnosno na 2/3 duzine stubi¢a "pin" tucka. Ovareakcijaje pod kontrolom S
supergena, koji pored Al gena sadrzi i gene koji odreduju duzinu stubi¢a tucka, visinu
antera i veli¢inu polenovog zrna, koji se zajedno vezano nasleduju. Izmedu aela Al gena
postoji dominantno-recesivan odnos, u kom su "pin” biljke recesivni homozigoti za Al gen,
ss, dok su "tram" biljke dominantni heterozigoti, Ss. Posto se pri oplodenju "tram" polen
ponasa u skladu sa diploidnim genotipom roditeljske biljke, a ne sopstvenim haploidnim
genotipom, zakljuc¢eno je da kod heljde postoji sporofitna determinacija Al. Poslednjih
godinarazvijeni su molekularni markeri za fino mapiranje S-lokusa heljde, a sekvenciran je
i transkriptom cveta heljde, sto omogucéuje detekciju novih S-sekvenci. Identifikovan je i

prvi kandidat gena Slokusa heljde, gen SELF3, koji naverovatnije odreduje "tram"



fenotip tucka Cilj ovog istrazivanja bio je ispitivanje molekularne osnove Al odgovora
heljde na dva nezavisna natina: metodom polimeraznog lancanog umnozavanja uz
upotrebu praimera karakteristicnin za sekvencu blisku S-lokusu, odnosno prajmera
specificnih za Al gene Prunus i Brassica (¢ija fiziologija Al odgovora podseca na Al
odgovor dva morfa heljde) i metodom 2D-PAGE za razdvaanja ukupnih proteina polena,
neoprasenih i inkompatibilno/kompatibilno oprasenih tuckova oba morfa. Na ovg nacin
dobijeno je 14 novih genomskih sekvenci bliskih S-lokusu heljde, a analiza njihovih
otvorenih okvira ¢itanja ukazala je na postojanje homologije sa proteinima uklju¢enim u
signalnu transdukciju i regulaciju transkripcije. Pokazano je da u genomu heljde nema gena
homolognih S-RNaznim i SFB genima (Al geni roda Prunus), kao ni SRK, SLG i SP11
genima (Al geni roda Brassica), ai da postoji homolog MLPKf2 genu Brassica. Ovg gen
kodira M-lokus vezanu protein kinazu izoforme 2, koja je pozitivni medijator signala u Al
ogovoru kupusa. lzvedena aminokiselinska sekvenca MLPKFe heljde pokazaa je 80%
homologije saMLPKf2 Brassica. Grupa miristilovanih protein kinaza C (npr. za membranu
vezne Ca*/kalmodulin-zavisne protein kinaze) nema ulogu u Al odgovoru heljde, &o je
utvrdeno primenom inhibitora ovih kinaza. 2D-PAGE analizom detektovano je preko 200
reproducibilnih proteina po uzorku i uocena je visoka slicnost sastava proteoma medu
uzorcima, Sto ukazuje da ngjveci relativni udeo u proteomima svih uzoraka imaju proteini
opste uloge u polen-tucak interakciji. Detektovano je preko 100 proteina razlicitih medu
uzorcima, od kojih je 21 morf-specificno ili specificno za Al odgovor. Istrazivanje bi
trebalo nastaviti kroz identifikaciju/sekvenciranje detektovanih specificnih proteina i kroz
dalje sekvenciranje regiona bliskog S-lokusu, pomocu prajmera dizajniranih iz novih 14 S

sekvenci, kao i prajmera dizagniranih na osnovu dobijenih proteinskih sekvenci.

Kljuéne re€i: heljda, auto-inkompatibilnost, S-lokus, S-gen, S-alel, oplemenjivanje, pin,
tram.

Nauc¢na oblast: Biologija
UZa nauéna oblast: Molekularna biologijabiljaka
UDK broj: [577.21:581.162]:633.12 (043.3)



Molecular basis of self-incompatibility system in buckwheat

(Fagopyrum esculentum M oench)

ABSTRACT

Buckwheat (fam. Polygonaceze) is heteromorphic species with two flower morphs: "pin”
(long style, short anthers, and smaller pollen grains) and "thrum™ (short style, long anthers,
and larger pollen grains). Fertilization is allowed only between flowers of different
morphology, while it is prevented between flowers of the same morphology, trough self-
incompatibility (SI) system, which prevents inbreeding. Buckwheat is grown worldwide
due to its good nutritive characteristics, but the main issue in its breeding is low and
uncertain yield and high resistance of buckwheat to introgression of new characteristics
from related wild species, all of which are direct cosequences of buckwhest's SI. These
effects of Sl systems may present obstacles in breeding of agriculturally important species
(i.e. dmond, buckwheat, etc.), hence the interest in Sl system studies. The am of S
systems studies is to provide self-fertile and hybrid lines of desired characteristics, as well
as to provide new markers for marker-assisted selections, al of which would improve the
yield, while lowering the costs of breeding. Current understanding of buckwheat Sl system
considers S| response as genetically determined cascade of biochemical reactions that lead
to pollen tube arrest when pollen has been recognized as self. The site of self-pollen tube
arrest is different in two morphs: in "thrum" morph it occurs at the stigma-style junction,
whilein "pin" it takes place at 2/3 of style’s length. This reaction is under the control of the
Ssupergene which comprises SI genes and closely linked genes that determine style's
length, anthers’ height and pollen grain size, inherited as a single unit. Between Sl alleles
there is a dominant-recessive relationship, in which “pin” plants act as recessive
homozygotes, ss, while “thrum” plants act as dominant heterozygotes, Ss. Since “thrum”
pollen behaves in accordance with a diploid genotype of its parental plant and not its own
haploid genotype, it was concluded that Sl in buckwheat is sporophytically determined.
Recently, molecular markers for fine mapping of Slocus were developed, and flower
transcriptome was sequenced, which enables detection of new Ssequences. First

buckwheat S-gene was identified as SELF3 gene, which is the most probable candidate for



the "thrum" pistil phenotype determinant. The aim of this research was to analyze
molecular basis of buckwheat’s Sl response in two independent ways: trough PCR by using
primers specific for Slinked region and primers specific for SI genes of Prunus and
Brassica (species in which Sl response resembles Sl response observed in two buckwheat
morphs) as well as trough 2D-PAGE separation of total protein extracts isolated from
pollen, unpollinated, self- and cross-pollinated pistils of both morphs. In this way 14 new
genomic sequences, closdly linked to Slocus, were obtained and open reading frame
analysis suggested their homology to proteins involved in signa transduction and
transcription regulation. No genes homologous to S-RNase and SFB genes (Sl genes in
Prunus) or to SRK, SLG and SP11 genes (S| genes in Brassica) were found in buckwheat
genome, but a gene homologous to Brassica’'s MLPKf2 was found. It codes for M-locus
protein kinase isoform 2 involved in Brassica's Sl response as a positive mediator of Sl
signal. ML PKFe showed 80% homology with Brassica’s MLPKf2 at deduced amino acid
sequence level. Test involving inhibitor of myristoylated protein kinases C showed these
kinases (i.e. Ca’*/calmoduline-dependant protein kinase) have no role in buckwheat’s Sl
response. 2D-PAGE proteome anaysis revealed over 200 reproducible proteins in each
sample and high overdl similarity of proteome composition between samples, suggesting
most proteins are shared in all samples and have genera roles in pollen-pistil interactions.
Over 100 proteins were found to be different between samples. Among them 21 were found
to be specific to the particular morph or its Sl response. This research should be continued
trough identification/sequencing of these specific proteins and aso trough further
sequencing of Slocus linked region by using primers designed form 14 new S-sequences as

well as primers designed according to obtained specific protein sequences.

Key words: buckwheat, self-incompatibility, S-locus, S-gene, S-allele, breeding, pin,

thrum.

Scientific field: Biology
Specific scientific field: Plant molecular biology
UDC number: [577.21:581.162]:633.12 (043.3)
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SKRACENICE

Al, auto-inkompatibilnost

SAl, sporofitna auto-inkompatibilnost

GAI, gametofitna auto-inkompatibilnost

Ul, unilateralnainkompatibilnost

SRK, Slokus receptor kinaza

SL G, Slokus glikoprotein

SP11, S-lokus protein 11

MLPK, M-lokus protein kinaza

S-RNaza, S-protein saribonukleaznom funkcijom

SLF/SFB, S lokus F boks protein

DNK, dezoksiribonukleinskakiselina

AFL P marker, marker polimorfizama duzina umnozenih fragmenata DNK
SCAR marker, marker sekvencom okarakterisanog umnozenog regiona DNK
PK C, protein kinaza C

TCA, trihlorsircetnakiselina

pl, izoelektricnatacka

SDS-PAGE, sodijum dodecil sulfat poliakrilamidnagel elektroforeza

| EF, izodektri¢no fokusiranje

2D-PAGE, dvodimenzionalna poliakrilamidna gel elektroforeza

CRP, cisteinom bogat protein



1. UvOD

Biljno carstvo ¢ini vegetacioni pokrivac planete Zemlje, koji prema podacima iz 2010
god. sadrzi izmedu 310,000 i 315,000 vrsta (Chapman, 2009), a obuhvata veoma
raznovrsne predstavnike, od algi do vish biljaka Idu¢i kroz vreme, od postanka prvih
biljaka do sastava i izgleda flore danas, mozemo primetiti na osnovu fosilnih ostataka da se
kompleksnost novonastaih biljnih vrsta postepeno povecavala, kao i da su nove, dozenije,
vrste postajale vremenom uspednije od svojih prethodnika, a samim tim i brojnije. Tako su
se kroz odredena razdoblja istorije Zemlje medu dominantnim biljnim vrstama smenjivale
briofite (ordovik), likopode (silur, devon, karbon, perm, trijas), paprati (devon, karbon,
perm, trijas), sve do dozenijih golosemenica (krg perma, trijas, jura, kreda) i
skrivenosemenica (od krga krede do danas) (Behrensmeyer i sar., 1992). Navedene
promene u sastavu i izgledu flore deSavale su se (i daje se deSavau) pod uticgem
ekoloskih promena na Zemlji (klimatske, geoloske, geografske), ali takode i pod uticgiem
hromozomskih rearanzmana, kao i promena u natinu razmnozavanja biljaka, koje uticu ne
samo na reproduktivni uspeh i opstanak vrste, nego i na geneticku varijaciju, specijaciju i
evolucionu diverzifikaciju vrsta (Barrett, 1998; Rieseberg, 2001; Widmer i sar., 2009).

Smatra se da su se prvi predstavnici biljaka, alge, pojavile pre 1,200 miliona godina, a
prve kopnene biljke pre oko 450 miliona godina, u ordoviku (Rensing i sar., 2008; Kato,
2010), a da se njihova diverzifikacija odigrala pre oko 418-407 miliona godina, u kasnom
siluru-ranom devonu (Kenrick i Crane, 1997; Gensel, 2008). Za cvetnice, najbrojnije biljne
vrste savremene flore, smatra se da su nastale pre oko 180-132 miliona godina (Soltis i
Soltis, 2004; Bell i sar., 2005) i da je njihova brojnost porasla zbog niza karakteristika koje
su im pruzile evolutivnu prednost. U te karakteristike ubrgjamo prisustvo perfektnih
cvetova (koji svojom gradom osiguravaju razmnozavanje tako Sto pored atraktivnosti za
oprasivace sadrze i "nagradu” za njih, a time obezbeduju i manju kolic¢inu polena potrebnu

za opraSivanje kroz smanjenje njegovog nasumicnog rasipanja), proizvodnju zasticenog



semena (kao glavnog sredstva razmnozavanja i rasejavanja), kao i prisustvo razvijenijeg
vaskularnog sistema (Crepet i Niklas, 2009). Uprkos njihovoj sadasnjoj premodi, cvetnice
se takode suocavaju saraznim izazovimau opstanku i produzenju vrste. Pre svega, posto su
sve biljke sesilni organizmi njima su potrebni nosioci polena tj. oprasivaci (insekti, vetar,
voda), koji ¢e preneti polen do odgovarguceg partnera, sto nekada moze biti otezano, ili
c¢ak i spreceno, postojanjem fizickih barijera (npr. planinski venci, okean i dr.) ili
nedostatkom oprasivaca (Klein i sar., 2007). Pored toga, pri pronaazenju partnera pozeljno
je izbedi ukrstanje u srodstvu, a kod cvetnica koje poseduju hermafroditne cvetove, tj. i
muske i zenske polne organe u istom cvetu, kakvo je oko 70% cvetnicadanas (Ming i sar.,

2007) i samooplodenje.

lako se ukrstanje u srodstvu i samooplodenje (inbriding) javljaju i odrzavaju u
nekim uslovima u prirodi, pozeljno je izbedi ih kad je to moguce, zbog toga sto imaju
negativan efekat na fitnes populacije/vrste, tj. njenu sposobnost da prezivi i reprodukuje se.
Naime, potomstvo nastalo kroz niz generacija inbridinga ng¢ese ¢e ispoljiti negativne
promene kao Sto su: manji rast u zrelom dobu, smanjenje broja cvetova po biljci, smanjenje
vijabilnosti polena, smanjen broj ovula po cvetu, smanjeno plodonoenje i/ili smanjen broj
semena, $to se naziva inbriding depresijom (Darwin, 1876; Charlesworth i Charlesworth,
1987; Keller i Waller, 2002). Inbriding depresija se moze igpoljiti u ranim i/ili kasnim
fazama zivotnog ciklusa biljaka, ali vrlo ¢esto se znacgno ispoljava u reproduktivnom
stadijumu (Husband i Schemske, 1996; Goodwillie, 2000). Smatra se generano da do ovih
posledica dolazi usled smanjenja heterozigotnosti potomstva u populacijama (Falconer i
MacKay, 1996), ali postoje podeljena misljenja o tome Staizaziva negativni fitnes. Prema
nekim autorima negativni fitnes se javlja zbog toga Sto za posmatrani genski lokus
heterozigoti imgu veci fithnes od homozigota, dok drugi autori smatrgju da se sa
povecavanjem homozigotnosti povecavai verovatnoca fiksiranjai ispoljavanja recesivnih i
delecionih mutacija prisutnih u roditeljskim individuama, sto dovodi do negativnog fitnesa
i moze u nekom trenutku opteretiti vrstu i ugroziti njen opstanak (Charlesworth i
Charlesworth, 1987; Lynch, 1991; Karkkdinen i sar. 1999; Keller i Waller, 2002; Reed i
Frankham, 2003).



Upravo zbog selektivnog pritiska da se odrzi visoka geneticka varijabilnost vrsta,
zato $to ona povecava fitnes, mnoge biljne vrste razvile su razlicite natine kojima se
sorecava ukrstanje u srodstvu i samooplodenje. U nekim biljnim vrstama tako mogu
postojati samo muski ili samo zenski cvetovi unutar vrste, koji mogu biti na razlic¢itim
biljkama (npr. topola - Populus trichocarpa) ili na razli¢itim delovima iste biljke (npr.
kukuruz - Zea mays) ili imati razli¢ito vreme sazrevanja u istom cvetu (npr. Stitasti
vodoljub - Butomus umbellatus) (Bawa i Beach, 1981; Charlesworth i Charlesworth, 1987;
Bhardwaj i Eckert, 2001; Zluvova i sar., 2006; Jansson i Douglas, 2007), a mnoge cvetnice
¢iji su cvetovi hermafroditni imau sposobnost auto-inkompatibilnosti (Al), kojom se
gprecava oplodenje sopstvenim i/ili srodnim (tj. inkompatibilnim) polenom (Silva i Goring,
2001; Takayama i Isogai, 2005).

Ipak, neosporno je da ima slucajeva ukrstanja u srodstvu i samooplodenja medu
razli¢itim biljnim vrstama, zato Sto samooplodnost osigurava reproduktivni uspeh (primeri
samooplodnih vrsta: suncokret, pSenica, paradaz, kikiriki, soja, orhideje, itd.). Tako u
sluc¢ajevima vrsta ¢ije populacije kratko zive (kakve su npr. mnoge jednogodisnje biljke) ili
U izlozene periodicnim izumiranjima ili nepovoljnim ekoloskim faktorima (npr. susa,
velika vliaga, nedostatak oprasSivaca, maa velic¢ina populacije, izolovanost populacije, itd.),
kao i pri osnivanju novih populacija od strane jedne ili malog broja jedinki, strategija
samooplodenja obezbeduje sigurnu reprodukciju, ¢ak i po cenu smanjenjafitnesa, jer je na
krau to manja cena koja se placa, u poredenju sa potpunim izostankom reprodukcije
(Stebbins, 1957; Jain, 1976; Lande i Schemske, 1985; Barrett, 1998). Samooplodnost i
stranooplodnost zapravo predstavljgju dva dternativna stabilna stanja dstema za
razmnozavanje (od kojih je stranooplodnost potrebna da odrzava genetsku varijabilnost i
obezbedi dugorocno odrzavanje evolutivnog potencijala vrste, dok je samooplodnost
potrebna da osigurava reprodukciju u uslovima u kojima je stranooplodnost smanjena ili
sorecena), a koje od dva stanja ¢e prevagnuti zavisi od neposrednih ekoloskih faktora i
odrzavanja balansa izmedu cene reproduktivnog uspeha i cene odrzavanja genetske
raznovrsnosti (Jain, 1976; Solbrig, 1976; Lande i Schemske, 1985; Frankham, 2003).



1.1. Auto-inkompatibilnost cvetnica

Auto-inkompatibilnost (Al) cvetnica predstavlja geneticki determinisan kompleksni
kaskadni sistem biohemijskih reakcija, kojim se sprecava oplodenje u slucaju da polen ima
isti inkompatibilni fenotip kao i tu¢ak koji oprasuje (Barrett, 1992; Schopfer i Nasrallah,
2000; Kao i Tsukamoto, 2004; Takayama i Isogai, 2005; Wheeler i sar., 2009; Klaasi sar.,
2011). Al odgovor kod svih auto-inkompatibilnih cvetnica ukljucuje prepoznavanje
inkompatibilnog polena, koje pokrece prenos signaai sprecava oplodenje inkompatibilnim
polenom (Matton i sar., 1994; Cock i sar., 2000; Hiscock, 2002; Takayama i Isogai, 2005).
lako je ovakav tok Al odgovora univerzalan, svaka od tri navedene faze moze biti
ostvarena na razlicite nacine i u skladu sa tim mnogi autori (Barrett, 1988; Cornish i sar.,
1988; Clarke i Newbigin, 1993; Dixit i Nasrallah, 2001; Allen i Hiscock, 2008) klasifikuju

Al sisteme nadetiri nag¢ina

1) U zavisnosti od nac¢ina na koji je odreden inkompatibilni fenotip polena, Al sistemi se
mogu klasifikovati na sporofitne i gametofitne sisteme. Kod sporofitnih Al sistema (SAl)
inkompatibilni fenotip polena odreden je diploidnim genotipom majke biljke (npr.
Brassica, Parthenium argentium, Crepis foetida, Ipomoea trifida, Senecio squalidus, itd.),
dok je kod gametofitnin Al sistema (GAIl) odreden haploidnim genotipom samog polena
(npr. Prunus, Petunia, Nicotiana, Papaver, Solanum, itd.). Zbog takve determineacije Al
fenotipa kod sporofitnih vrsta polen ¢e se ponaSati kao diploidan, pri ¢emu ¢e ispoljavanje
inkompatibilnog fenotipa zavisiti od odnosa medu alelima diploidnog genotipa majke biljke
(razmotreno pod tackom 4), dok ¢e se kod gametofitnin vrsta ponaSati u skladu sa
sopstvenim haploidnim genotipom tj. jednom jedinom alelskom varijantom koju je dobio
rekombinacijom alela prisutnih kod roditelja (Heslop-Harrison, 1975; Gaude i Dumas,
1987).

2) U zavisnosti od prisustva cvetova iste ili razli¢ite morfologije unutar jedne vrste, Al
sistemi se mogu Kklasifikovati na homomorfne ili heteromorfne. Al sistemi cvetnica koje

unutar vrste imaju samo cvetove iste morfologije nazivau se homomorfni (npr. Brassica,



Nicotiana, Prunus, itd.), dok se oni prisutni u cvetnica koje unutar vrste imaju morfol oski
razlicite cvetove nazivgu heteromorfni (npr. Fagopyrum esculentum Moench, Primula
op., Linum spp., itd.). Heteromorfne vrste cvetnica se odlikuju heterostilijom tj. tu¢kovi i
antere unutar cvetovate vrste su razlicite duzine/visine. Heterostilija se moze javiti u obliku
distilije (dva morfa cveta, tj. dve duzine tucka i dve visine antera u cvetovima date vrste,
npr. Hedyotis acutangula, Primula vulgaris, Fagopyrum esculentum Moench) ili tristilije
(tri morfacveta, tj. tri duzine tuckai dve visine anterau cvetovimadate vrste, npr. Lythrum
salicaria) (Wu i sar., 2010; Bawa i Beach, 1981; Charlesworth i Charlesworth, 1987;
Matsui i sar., 2004) Do sada su kod homomorfnih Al sistema zabelezeni i sporofitni (npr.
Brassica, Senecio squalidus) i gametofitni tip (npr. Prunus, Nicotiana) determinacije Al
fenotipa polena, dok je kod heteromorfnih Al sistema zabelezen samo sporofitni tip (npr.
Fagopyrum esculentum Moench, Primula spp., Linum spp.) (Slva i Goring, 2001;
Takayama i Isogai, 2005; Brennan i sar., 2011).

3) U zavisnosti od mesta na kom se zaustavlja rast inkompatibilne polenove cevi, Al
sistemi se klasifikuju na sisteme u kojima do zaustavljanja dolazi na zigu tucka (npr. kod
homomorfne SAl Brassica, GAI trava i kod nekih heteromorfnih SAI), u stubi¢u tucka
(npr. kod GAI zasnovanoj na S-RNazama u rodovima Prunus, Nicotiana, Solanum i kod
nekih heteromorfnih SAI) ili u ovarijumu tucka (npr. kod kasne Al Narcissus, Lilium,
Borago officinalis, Gasteria verucosa). Takode, kod heteromorfnih sporofitnih Al sistema
mesto zaustavljanja rasta inkompatibilne polenove cevi moze biti isto ili razli¢ito u
cvetovima razlicite morfologije (npr. kod heteromorfnih vrsta Fagopyrum esculentum
Moench i Primula spp. mesto zaustavljanja rasta polenove cevi razlikuje se izmedu cvetova
razlicite morfologije, dok je kod heteromorfne vrste Linum spp. mesto zaustavljanja rasta
polenove cevi isto kod cvetova razlicite morfologije) (Franklin-Tong i sar., 1990; Haring i
sar., 1990; Barrett i Cruzan, 1994; Geitmann i sar., 2001; Miljus-Buki¢ i sar., 2003;
McCubbin, 2008; Klein i sar., 2009).

4) U zavisnosti od broja genskih lokusa, koji odreduju fazu prepoznavanja u auto-
inkompatibilnom odgovoru, Al sistemi se klasifikuju na one u kojima je prepoznavanje



inkompatibilnog polena pod kontrolom jednog lokusa (npr. S-lokus kod homomorfne SAl
Brassica i GAI Prunus) ili dva (npr. Slokus i Z-lokus kod GAI trava) i viSe nevezanih
lokusa (kod homomorfne i heteromorfne SAI). Takode, geni sadrzani u ovim lokusima
mogu biti vigealelski (npr. slucg kod homomorfnih SAI i GAI, di i kod nekih
heteromorfnih SAl) ili bialelski (dominantan i recesivan alel) (uglavhom se javljgu kod
heteromorfnih SAl). Pored u¢estvovanja vise od jednog genskog lokusa, arhitektura Al se
dodatno usloznjava time sto odnost medu aelima istog lokusa mogu biti kodominantni
(GSI, homomorfna SSI, i to ngcete medu Saelima tucka) ili dominantno-recesivni
(homomorfna SSI, i to ngj¢esce medu S-alelima polena, dok se u heteromorfnoj SSI ovakav
odnos oc¢ekuje medu S-alelimai tuckai polena; pri tome odnos dominantnosti medu alelima
moze biti linearan i nelinearan), a ponekad njihov odnos moze biti i kompetitivna
interakcija (npr. kod tetraploidnih heterozigota GSI vrsta u heteroalelskom polenu)
(Thompson, 1972; Hatakeyama i sar., 1998; Golz i sar., 1999, 2001; Brennan i sar., 2011).
Nasuprot tome, medu alelima nezavisnih lokusa postoji komplementarna interakcija (npr.
Guadinia fragilis, Beta vulgarisL.) (Lundgvist, 1964; Larsen, 1977; Baumann i sar., 2000).

1.2. Pojave koje podseéaju na auto-inkompatibilnost cvetnica

Klasifikacija Al sistema, navedena u poglavlju 1.1., predstavlja ngceXi nacin
predstavljanja ovih sistema i iako je zasnovana na njihovim ngsire rasprostranjenim
odlikama, ona i dalje nije sveobuhvatna. Naime, postoji joS nekoliko pojava koje nisu
svrstane ni u jednu od postojecih klasifikacija, a koje po nekim svojim osobinama

podse¢gu naAl sistemei to su:

1) Kasna auto-inkompatibilnost, koja se manifestuje u ovarijumu tu¢ka neposredno pre ili
posle oplodenja, dovodei ili do sprecavanja nastgjanja embriona (usled ovularne inhibicije
koja se moze odigrati pre ili posle pristizanja sopstvene/srodne polenove cevi do ovule) ili
do odbacivanja embriona odmah posle njegovog nastgianja. Do sada je zabelezena kod

vrsta: Asclepias syriaca, Beta vulgaris, Cyrtanthus breviflorus, Dalbergia retusa, Dipteryx



panamensis, Gasteria verrucosa, Jacaranda racemosa, Lilum candidum, Liquidambar
styraciflua, Myrospermum frutescens, Physalis ixocarpa, Pseudowintera axillaris,
Theobroma cacao i drugim vrstama (Pandey, 1960; Seavey i Bawa, 1986; Sage i Sampson,
2003; Bittencourt i Semir, 2006; Vaughton i sar., 2010). Medutim, istrazivanje ovog
fenomena znatno je otezano time $to je eksperimentalno cesto tesko razlikovati kasnu Al od
posledica inbriding depresije ispoljenih u ranoj fazi razvi¢a, tako da su uoc¢eni mehanizmi

kasne auto-inkompatibilnosti do danas ostali nerasvetljeni.

2) Unilateralna inkompatibilnost (Ul) sprecava hibridizaciju srodnih vrsta u jednom smeru
tj. polinacija izmedu dve srodne vrste kompatibilna je u jednom smeru, dok je
inkompatibilna u obrnutom smeru (npr. kad su u pitanju vrste Erythronium americanum i
Erythronium albidum (Liliaceae), polenove cevi auto-inkompatibilne vrste E. americanum
rastu nesmetano na tuckovima samooplodne vrste E. albidum, dok polinacija u obrnutom
smeru dovodi do inkompatibiline reakcije; Harder i sar., 1993). Ul ngc¢eXe dozvoljava
oplodenje samooplodne vrste polenom srodne auto-inkompatibilne vrste, dok polinacija u
obrnutom smeru dovodi do inkompatibilne reakcije (mada ima i izuzetaka od pravila gde
polen samooplodne vrste moze da oplodi srodnu auto-inkompatibilnu vrstu; Lewisi Crowe,
1958). Takode, Ul se moze javiti i izmedu dve auto-inkompatibilne ili izmedu dve auto-
kompatibilne vrste (Brandvain i Haig, 2005). Ul je zabelezena kod rodova: Brassica,

Capsicum, Eucalyptus, Leavenworthia, Lycopersicon, Nicotiana, Solanumi drugih (Martin,
1964; Lloyd, 1968; Gore i sar., 1990; Hancock i sar., 2003; Onus i Pickersgill, 2004,
Covey i sar., 2010). Kod nekih vrsta komponente Al sistema su ukljuc¢ene i u Ul odgovor
(npr. kod Nicotiana u Ul odgovor uklju¢ene su S RNaze, arazlikaizmedu Al i Ul sistema
lezi u ne-S-RNaznim faktorima koji su ukljuceni u proces, Hancock i sar., 2003; dok kod
Solanum u Ul odgovor nisu ukljucene SRNaze, di jesu neke druge ne-S-RNazne
komponente poput HT-A gena, Covey i sar., 2010; takode je i kod Brassica uoc¢eno dau Ul
nisu ukljuceni produkti S-lokusave¢ M-lokusa, konkretno MLPK gen, Takada i sar., 2013).

Neki autori smatrgu da se Ul javlja kao slu¢gna posledica postojanja Al sistema

(Martin, 1964), drugi smatrgju daima zacilj da zastiti Al vrste od hibridizacije sa srodnim



samooplodnim vrstama, kao vid prevencije samooplodenja/ukrstanja u srodstvu (Grun i
Radlow, 1961), a postoji i misljenje da je Ul sporedna pojava divergencije vrsta unutar
istog roda (Onusi Pickersgill, 2004). Potrebno je ipak sakupiti joS podataka o molekularnoj
osnovi Ul, kao i o evoluciji, promenamai odrzavanju Al sistema, da bi bilo moguce izvesti
pouzdanije zakljucke.

3) Prikrivena auto-inkompatibilnost podrazumeva pojavu da je u vrsti prisutno uspesno i
stranooplodenje i samooplodenje, ai kada se u isto vreme naistom zigu tu¢ka nadu srodni i
nesrodni polen, onda ¢e pri oplodenju nesrodni polen imati kompetitivnu prednost nad
srodnim polenom (usled brze germinacije polenai/ili brzeg rasta polenovih cevi) (Jesson i
sar., 2006). Zabelezena je u vrstama: Amsinckia grandiflora, Cheiranthus cheiri L.,
Clarkia unguiculata, Decodon verticillatus, Echium wvulgare, Eichhornia paniculata,
Hedyotis acutangula, Slene wulgaris i drugim (Bateman, 1956; Weller i Ornduff, 1977,
Bowman, 1987; Cruzan i Barrett, 1993; Eckert i Allen, 1997; Korbecka i sar., 2003; Wu i
sar., 2010; Smith-Huerta i Vasek Madrofio, 2011). Neki autori smatrgju da predstavlja
strategiju kojom se osigurava reproduktivni uspeh vrste, tako $to se u slu¢agju prisustva
nesrodnog polena povecava udeo plodova nastalih stranooplodenjem, dok se u vremenima
kada nema nesrodnog polena (npr. zbog odsustva polinatora) favorizuje plodonosenje
samooplodenjem (Kalisz i sar., 2004; Jesson i sar., 2006). Drugi autori smatraju da
predstavlja tranzijentnu fazu Al vrste ka samooplodnosti (Mable i sar., 2005; Liu i sar.,
2007).

4) Mentor efekat, koji podrazumeva indukovanje samooplodenja u inace auto-
inkompatibilnim individuama pod uticajem polena iz drugih vrsta i javlja se ngc¢eSce u
zonama hibridizacije dve vrste (npr. u Hieracium s.str., Lotus corniculatus, Paspalum
notatum, Ranunculus auricomus i dr.) (Mréz, 2003; Horandl i Temsch, 2009). Kad se na
tucku nadje meSavina sopstvenog i stranog polena druge vrste, mentor efekat sprecava
stranooplodnju favorizujué¢i samooplodenje, ¢ak i po cenu rizikovanjainbriding depresije, a
sve u cilju sprecavanja nastgjanja sterilnog potomstva, koje bi se aseksualno reprodukovalo.

lako mentor efekat dovodi do sloma auto-inkompatibilnosti, smatra se da ima vaznu ulogu



u reproduktivnoj izolaciji i specijaciji hibrida, uglavnom u zonama hibridizacije dve vrste,
gde se meSavine polena ngj¢este pojavijuju i da otezavalsprecava nastganje primarnih
hibrida. M ehanizam mentor efekta do danas nije rasvetljen.

U nau¢noj javnosti se mnogo diskutuje o tome gde nabrojane cCetiri pojave treba
svrstati, tj. da li su sve ili barem neke od njih Al sistemi sensu stricto ili su
sporedne/dodatne manifestacije Al sistema ili su mozda tranzijentne forme reproduktivnih
sistema, ai svi se dazu u jednom, a to je da se javljgju kao deo strategije cvetnica za

osiguravanjem reprodukcije u stalno promenljivoj zivotnoj sredini.

1.3. Evolucija auto-inkompatibilnih sistema cvetnica

Na osnovu opstih podataka kojima se za sada raspolaze o Al sistemima sensu
stricto (kojima se smatrgju samo Al sistemi koji predstavljgu postpolinacione, prezigotske
barijere) smatra se da ovi sistemi imaju polifiletsko poreklo, tj. da su evoluirali vise puta
nezavisno unutar klase cvetnica (lgic i sar., 2008). Prema sadasnjim filogenetskim i
molekularnim podacima o Al sistemima, ispostavilo se da su gametofitni Al sistemi
zasnovani na S-RNazama filogenetski najrasprostranjeniji od svih Al sistema sensu stricto,
zbog ¢ega neki autori smatrgju da su upravo oni predacko stanje prvih cvetnica (lgic i
Kohn, 2001). Smatra se da su gametofitni Al sistemi postojali u centru poreklavrsta, dok se
u perifernim zonama centra porekla pojavljivala samooplodnost, kao izvedeno stanje
(Stebbins, 1957; Kusaba i sar., 2001). Takode, pretpostavlja se da su se sporofitni Al
sistemi tek kasnije razvili, nastgjuci iz auto-kompatibilnih linija poteklih od predaka koji su
imali gametofitni Al sistem (Allen i Hiscock, 2008). Predlozeno jei da sporofitni Al sistemi
mogu evoluirati | odrzavati se i u prisustvu sistema prikrivene gametofitne auto-
inkompatibilnosti, posto su zabelezeni podaci 0  postojanju  zagednicke
gametofitne/sporofitne Al kontrole kod vrsta Theobroma cacao (Sterculiaceae), Cerastium
arvense (Caryophyllaceae) i Sellaria holostea (Caryophyllaceae), za koje se smatra da

predstavljaju primere tranzicije Al gena izmedu gametofitne i sporofitne kontrole (Allen i



Hiscock, 2008). Za sada ngjviSe podataka ide u prilog tome da je GS| nastala vise puta
nezavisno u naranijim linijama cvetnica pre njihove dalje diverzifikacije, ai da je ipak
kasna Al ngverovatnije bila osnovno stanje prvih cvetnica, pa da je posle nastaa GAl, pa
da su onda nastali heteromorfni Al sistemi, dok su homomorfni sporofitni Al sistemi
ngmladi. Nasuprot ovom midjenju ima i autora koji smatraju da je ngverovatnije
ancestralno stanje bila auto-kompatibilnost iz koje su kasnije evoluirali prvo sporofitni Al
sistemi, aondaiz njih i gametofitni, kroz odlaganje vremena ekspresije Saela. Kada je re¢
o poreklu heteromorfnih Al sistema, smatra se da su evoluirali viSe puta nezavisno tokom
diverzifikacije cvetnica, i daiako su sporofitnog karaktera, poput homomorfnih sporofitnih
Al sistema, da su ova dva sistema sustinski razlicita i stoga nezavisnog porekla, Sto
podrzavaju i skorije molekularnei filogenetske analize (Allen i Hiscock, 2008).

Sakupljanjem viSe podataka o postojece tri forme Al sistema sensu stricto
(prikazanih ponaosob u poglavljima 1.4. i 1.5.), uoceno je dasvatri tipa Al sistemaimaju
odredene zaednicke odlike. Pre svega, svaki od tri tipa Al sistema je prilicno plasti¢an,
zato sto:

1) Pokazuje dinamiku zavisnu od razvojnog stadijuma cveta, u kojoj Al sistem tokom
sazrevanja cveta postepeno postaje aktivan i postize punu aktivnost dan-dva pre otvaranja
cveta (Kusaba i sar., 2001; Chalivendrai sar., 2013);

2) Postoji odredena propustljivost reproduktivnih barijera tj. kvantitativne razlike u snaz
odgovora Al sistema izmedu vrsta, kao i izmedu genotipova jedne vrste, za koje se smatra
da predstavljaju deo reproduktivnih strategija u suocavanju Al vrsta sa variranjem u

dostupnosti nesrodnog polena (Vallgo-Marin i Uyenoyama, 2004; Porcher i Lande, 2005).
Takode, primeceno je dase kod svatri tipa Al vrsta cvetnicadeSavau i ¢esti prelazi

na samooplodnost, Sto nije samo posledica smanjenja broja S alela u populaciji (do kog

moze doci usled genetickog drifta, efekta osnivaca, efekta uskog grla, itd.), ve¢ da zavisi i
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od drugih genetickih (npr. mutacije u Al genima ili genima modifikatorima Al odgovora i
dr.) i negenetickih faktora (npr. nedostatak polinatora, izolovanost populacije, itd.) (Busch,
2005; Mable i sar., 2005; Mable, 2008; Navascués i sar., 2010) i da su takvi prelazi
nepovratni (Igici sar., 2004, 2006).

Dakle, na osnovu svih dosadadnjih saznanja o Al sistemima sensu stricto mozemo
zakljuciti da se u stano promenljivom okruzenju unutar razli¢itih taksonomskih kategorija
(npr. vrste, roda) deSavgu tranzicije sa stranooplodnih (auto-inkompatibilnih) na
samooplodne (auto-kompatibilne) nacine reprodukcije, a u isto vreme se deSava i de novo
pojava Al sistema i njihova dalja evolucija Ovakav dinami¢an skup reproduktivnih
strategija odrzava balans izmedu cene reproduktivnog uspehai cene geneticke varijabilnosti
vrsta, izmedu kojih je vrsta primoranada stalno odlucuje u zavisnosti od spoljasnjih uslova.
Takode, kao Sto je objasnjeno, Al sistemi u sadestvu sa ekoloskim faktorima uti¢u i na
specijaciju i diverzifikaciju vrsta, a time posredno i na smene dominantnih biljnih vrsta u
Zemljinoj vegetaciji od postanka tih vrsta do danas. Zato je upoznavanje Al sistema od
velike vaznosti za razumevanje evolucije reproduktivnih sistema biljaka, zatim i evolucije,
Specijacije i diverzifikacije cvetnica, ali takode i za upoznavanje i razumevanje nekih
univerzalnih pojava u molekularnoj genetici svih eukariotskih vrsta, kao Sto su sticanje i
odrzavanje visoke varijabilnosti alela u odredenom genskom lokusu, smanjivanje
rekombinacija u odredenim regionima genoma, ciljana inaktivaecija aela, razlicite
interakcije medu alelima, kao i koevolucijainteraktivnih faktora

1.4. Auto-inkompatibilni sistemi homomorfnih cvetnica
Vrste koje poseduju hermafroditne cvetove identicne morfologije su najbrojniji
predstavnici cvetnica. Kod takvih homomorfnih vrsta karakteristike cvetova (poput duzine

tuckova, visine antera i velicina polenovih zrn@) identicni su medu svim cvetovima te

vrste. Auto-inkompatibilnost je prisutna u vise od 94 familije homomorfnih cvetnica
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(Gibbs, 1990; Weller i sar., 1995; Steinbachs i Holsinger, 2002) i javljaseili kao sporofitna
Al ili kao gametofitna Al. Zarazliku od heteromorfnih Al sistema, homomorfni Al sistemi
su znatno bolje prouceni, a njihova molekularna osnova je do sada najbolje razjasnjena kod
familija Brasicaceae (kupusnjaca), Solanaceae, Rosaceae i Scrophulariaceae (krompira,
ruzai zevalica) i Poaceae (trava).

1.4.1. Homomorfna sporofitna auto-inkompatibilnost Brassicaceae

Familija Brassicaceae (kupusnjaca) sadrzi preko 330 rodova sa ukupno oko 3,700
vrsta (prema Royal Botanic Gardens, Kew) i smatra se da je u ovoj familiji Al nezavisno
nastala 9 do 10 puta (Igic i sar., 2008). Do sada sve ispitane Al vrste kupusnjaca pokazae
su sporofitnu Al, u kojoj se rast sopstvene polenove cevi zaustavlja na zigu tucka, a
detajnijaistrazivanja su pokazaladaje Al kupusnjaca pod kontrolom dva genska lokusa, S
i M. Dok je Slokus vigealelski i odgovoran za sintezu SRK, SLG, SP11 proteina, koji
obezbeduju specifi¢no razlikovanje sopstvenog polenaod stranog, M-lokus je odgovoran za
sintezu M-lokus protein kinaze (MLPK), koja ima ulogu pozitivnhog medijatora signala u

kaskadi dogadagjakoji vode zaustavljanju rasta cevi polena prepoznatog kao sopstvenog.

Proteini koji direktno odreduju specificnost Al prepoznavanja kod kupusnjacasu S
lokus receptor kinaza (SRK), transmembranska serin/treonin kinaza prisutna u
epidermalnim c¢elijama ziga tucka (Stein i sar., 1991,1996; Takasaki i sar., 2000) i S-lokus
protein 11 (SP11), cisteinom bogat mali protein prisutan u omotacu polena (Schopfer i sar.,
1999; Shiba i sar.,, 2001). Mehanizam interakcije funkcioniSe poput receptor-ligand
kompleksa, u kom se SP11 kao ligand vezuje za vancdijski domen SRK i ukoliko dode do
njihovog prepoznavanja aktivira se receptorski kompleks (koji pored SRK ¢ini i LG, S
lokus glikoprotein, koji stabilizuje SRK na haplotip-specifican natin, mada ima i
haplotipova kojima uopste ne treba SLG), kroz autofosforilaciju SRK, ¢ime se pokrece

signalna kaskada koja ¢e dovesti do zaustavljanja rasta inkompatibilne polenove cevi
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(Takasaki i sar., 2000; Takayama i Isogai, 2003; Chookajorn i sar., 2004; Kemp i Doughty,
2003; 2007; Shimosato i sar., 2007).

Neki od molekula signalne kaskade Al odgovora kupusnjaca su identifikovani i
ukljucuju, redom kojim se pojavljuju kao akteri u prenoSenju signala

1) dva tioredoksin h proteina, nazvanih THL1 i THL2, koji negativno regulisu SRK, a i
sam Al odgovor, tako Sto odrzavgju SRK u neaktivnom stanju (u neoprasenim tuckovima)
(Bower i sar., 1996; Cabrillac i sar., 2001; Haffani i sar., 2004);

2) MLPK, za membranu vezanu M-lokus serin/treonin protein kinazu, koja je neophodna za
Al odgovor i direktno interaguje sa SRK, iako se jos uvek ne zna njihova tacna fizioloska
veza(Murasei sar., 2004; Kakita i sar., 2007a; 2007b);

3) ARC1 (ARM-Repeat Containing-1), E3 ubikvitin ligaza, koja je lokalizovana u
proteazomimai signalozomimana SRK zavisan natin (Stonei sar., 2003);

4) Exo70A1, protein koji ulazi u sastav oktamerskog proteinskog kompleksa, koji ucestvuje
u transportu vezikula i drugom polarizovanom unutarcelijskom transportu (Samuel i sar.,
2009).

Na osnovu do danas sakupljenih podataka najverovatniji model Al odgovora Brassica
podrazumeva da nakon vezivanja SP11 za SRK prestge inhibicija SRK (koja je bila
ostvarena tioredoksinima), ¢ime se dozvoljava autofosforilacija SRK, Sto aktivira ovu
kinazu omogucujuci joj da ddje aktivira MLPK (koja se nalazi neposredno pored SRK u
membrani). Na tg nain se pokre¢e slozena nizvodna kaskada dogadaja, u kojoj se
fosforiliSe ARC1, koji interaguje sa Exo70A1 i pokrec¢e njegovu degradaciju, sprecavauéi
natg nacin stvaranje kompatibilnih faktora, koji su neophodni zarast polenove cevi, Sto na
krau dovodi do zaustavljanja rasta tube polena prepoznatog kao sopstvenog (Haasen i
Goring, 2010; Kitashiba i sar., 2011).
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Pored velikog broja molekula potrebnih za realizaciju Al odgovora, slozenost Al
sistemajos vise je uvecana kompleksnim interakcijamaizmedu Salela Brassica. Thompson
i Taylor (1966) su primetili da postoji dominantno-recesivna interakcija medu S
haplotipovima kupusnjaca. Utvrdeno je da je Al fenotip polena odreden odnosom S
haplotipova nadedenih od roditelja, koji moze biti kodominantan ili dominantno-recesivan.
Pri tom se odnosi dominantnosti u tucku razlikuju od onih u polenu, a svi odnosi
dominantnosti su nelinearni (Hatakeyama i sar., 1998). Takode, nedavno je ustanovljeno da
kod kupusnjata postoji epigenetska regulacije monoalelske ekspresije u polenu kroz
monoaelsku metilaciju. U ovom procesu se posredstvom maih RNK, kodiranih u
oivicavgucim regionima dominantnog SP11 alela (klasa | S-haplotipova), ostvaruje in
trans transkripciono utiSavanje recesivnog SP11 alela (klasa Il S-haplotipova) putem
metilacije njegovog promotora (Tarutani i sar., 2010; Shiba i Takayama, 2012). Pri tome
SP11 aleli klase | ispoljavagiu medusobnu kodominantnost, dok medu SP11 aelimaklase Il
postoji linearna dominantnost i aleli klase | su uvek dominantni nad aelima klase II.
Nasuprot tome, ispostavilo se da je dominantnost haplotipova u tu¢kovima svojstvo same
SRK i danije povezano sa promenom nivoa transkripcije SRK (Hatakeyama i sar., 2001).
Za sada se ne zna tacan mehanizam regulacije dominantnosti medu SRK aelima, ai
uopsteno gledano on moze ukljucivati interakciju izmedu dve SRK, kompeticiju za
nizvodne signalne komponente ili post-transkripcionu regulaciju dominantnosti (Kemp i
Doughty, 2003).

14.2. Homomorfna gametofitna na S-RNazama zasnovana auto-inkompatibilnost
Rosaceae

Sledeca po redu, kad je re¢ o stepenu poznavanja molekularne osnove Al odgovora,
jeste na S-RNazama zasnovana gametofitna Al, koja je prisutna u familijama Solanaceae,
Rosaceae i Scrophulariaceae (krompira, ruza i zevalica), koje zgjedno obuhvatgu vise od
300 rodova i vise od 8,500 vrsta (Olmstead i Bohs, 2007; http://www.theplantlist.org,
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2010). Kod svih ispitivanin Al vrsta ovih familija pokazano je da se rast sopstvene
polenove cevi zaustavlja na 2/3 duzine stubi¢a tucka i da je pod kontrolom jednog
visealelskog Slokusa. Slokus kod ovih vrsta odgovoran je za sintezu proteina S-RNaza i
SLF/SFB, koji predstavljgju Zensku i musku komponentu specifi¢nosti prepoznavanja
sopstvenog i nesopstvenog polena. S-RNaza je S-protein sa ribonukleaznom funkcijom i
prisutna je samo u vancelijskom matriksu sprovodnog tkiva tucka gde degraduje RNK
sopstvenog polena, dok je SLF/SFB, Slokus F boks protein (F boks je strukturni motiv
proteina karakteristican za proteine koji odvode druge proteine u degradaciju u
proteazomima), prisutan iskljucivo u polenu (Kao i Tsukamoto, 2004; McClure, 2004).
Kada se S-haplotip polena podudari sa bilo kojim od dva S-haplotipa tucka, ispoljice se
citotoksi¢na aktivnost SRNaze, kojom ¢e se zaustaviti dalji rast polenove cevi.

lako su sam korak prepoznavanja i degradecije sopstvenog polena ostvareni
zahvaljujuci delovanju S-proteina, za potpuno ispoljavanje Al odgovora zasnovanog na S-
RNazama potrebno je i delovanje drugih, nezavisnih genskih lokusa, nazvanih
modifikuju¢im lokusima, za koje je pokazano da mogu da uti¢u na nivo ekspresije S-gena.
Istrazivanjain vitro omogucila su identifikaciju nekoliko ne-S komponenti tucka za koje se
Smatra da su potrebni za Al odgovor, kao Sto su: 120K (vancelijski arabinogalaktan, koji
moze da se veze za S-RNazu), NaStEP (kiseli protein iz grupe Kunitz-tipa proteinaznih
inhibitora, prisutan na povrsini Ziga tu¢ka i u manjoj kolicini u stubi¢u tucka), NaTrh
(protein tioredoksin h podgrupe I, prisutan u vancelijskom matriksu provodnog tkiva
tucka) i HT-B (mali vancelijski protein bogat asparaginom/aspartatom) (Puerta i sar., 2009;
McClure i sar., 2011). Takode su identifikovane i ne-S komponente polena poput: Si
faktora (Slokus inhibitor, koji deluje kao dominantni faktor koji uzrokuje sporofitnu
inhibiciju Al odgovora, tako Sto potiskuje polenovu funkciju na za sad nepoznat nacin;
zahvaljujuci njemu polen moze savladati citotoksicnost S-RNaze nezavisno od svog S
genotipa), SBP1 (protein sa RING domenom, koji nije specifi¢an samo za polen, nego se
javljai u drugim tkivima, a za koji je pokazano da se in vitro vezuje za S-RNazu, 120K,

SLF i neke transkripcione faktore), brojni SLF-vezujuéi proteini kao $to je protein nalik
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SCF (Skp1-Cullin-F-box) E3 kompleks (koji vezuje SLF i vodi nesopstvenu S-RNazu do
ubikvitinacije), SSK1 (Skpl-nalik protein, koji vezuje SLF i protein nalik kulin-1 proteinu
(Cullinl), stvaraju¢i nata nacin troclani kompleks proteina za koji se smatra da ucestvuje u
Al odgovoru) (McClure i sar., 2011). Tacna uloga nabrojanih ne S-faktora Al odgovora
zasnovanog na S-RNazama za sada je nerazjasnjena, ali su ispitivanja njihovih uloga u

toku, pamozemo ocekivati prve odgovore uskoro.

Sto se tice biohemijskog modela Al odgovora zasnovanog na S-RNazama,
predloZzena su dva: S RNaza degradujucéi model i kompartmentalizacioni model. Ono Sto je
za ova dva modela zajednic¢ko jeste da oba podrazumevaju da interakcija S-RNaze sa SLF
odreduje da li je polinacija inkompatibilna ili kompatibilna, kao i da nakon prepoznavanja
polena kao sopstvenog dolazi do degradacije polenove RNK, sto izaziva opstu inhibiciju
sinteze proteina neophodnih za kontinuiran rast polenove cevi. Ono u ¢emu se ova dva
modelarazlikuju jeste nacin na koji polen izbegava citotoksican efekat S-RNaza, ali modeli

nisu uzajamno iskljucivi.

U SRNaza degradujuéem modelu predlozeno je da razliciti SLF proteini
(naimanje tri klase SLF proteina, prema Kubo i sar., 2010) saraduju na tome da ostvare
rezistenciju na S-RNaze, tako Sto u kompatibilnoj polinaciji vezuju nesopstvenu SRNazu i
vode je u ubikvitinaciju i proteozomalnu degradaciju, sprecavguci tako degradaciju RNK
polena, dok u inkompatibilnoj polinaciji ne mogu da se vezu za sopstvenu S-RNazu, tako
da ona ispoljava svoje citotoksi¢no dejstvo, degraduje polenovu RNK i zaustavlja rast
polenove cevi.

U kompartmentalizacionom modelu predlozeno je da se rezistencija na S RNaze
ostvaruje tako Sto se nesopstvene S-RNaze transportuju u vakuole kompatibilne polenove

cevi, cime je spreceno njihovo citotoksicno delovanje, dok u inkompatibilnoj polinaciji
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nema kompartmentalizacije sopstvene S-RNaze, tako da ona ostvaruje svoje citotoksi¢no
dejstvo i dovodi do zaustavljanja rasta tube polena prepoznatog kao sopstvenog (McClurei
sar., 2011).

lako se ve¢ dosta zna 0 ovim sistemima, potrebno je jos dostaistrazivanjada bi se
razjasnili geneticki i biohemijski putevi gametofitne Al zasnovane na S-RNazama (npr. koji
sve geni ucestvuju u Al i koje uloge imaju, kako se transportuje S RNaza iz vancelijskog
matriksatuckau vakuole polenove cevi, koji su tacno ciljni proteini SLF kompleks, itd.).

1.4.3. Homomorfna gametofitna auto-inkompatibilnost Poaceae

Na trecem mestu, kad je re¢ o stepenu poznavanja molekularne osnove Al odgovora,
jeste familija Poaceae (trava), koja sadrzi otprilike 700 rodova sa ukupno oko 10,000 vrsta
(Watson i Dallwitz, 1992), a barem 16 rodova sadrzi Al vrste (Connor, 1979). lako sve do
sad igpitane Al vrste trava imaju gametofitnu Al, kod vecine vrsta do zaustavljanja rasta
inkompatibilne polenove cevi dolazi na zigu tucka (npr. Guardinia fragilis) (sto vise
podseca na ponaSanje vrsta sa sporofitnom Al), mada ima i nekih kod kojih se rast
zaustavlja u stubi¢u tucka (npr. Cynodon dactylon), Sto moze biti posledica variranja
intenziteta Al odgovora izmedu razlicitih vrsta, kao i razli¢itih genotipova jedne vrste
(Thomasi Murray, 1975; Shivanna i sar., 1982).

Poznato je da je gametofitna Al kontrola trava ostvarena pomocéu dva nezavisna,
visealelska lokusa S'i Z. Komplementarnom interakcijom alela ova dva genska lokusa
ostvaruje se Al reakcija, di samo u slu¢gu kada se aeli oba genska lokusa u
inkompatibilnim fenotipovima polena i tucka podudargju (Hayman, 1992). Pored S- i Z-
lokusaizgledadajei tre¢i, T-lokus, uklju¢en u Al odgovor trava, di jeili u aktivnom ili u

neaktivnom stanju i ne pokazuje alelsku varijabilnost kao S- i Z-lokusi, pa je moguée da je
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nekad bio varijabilan, a onda postao fiksiran za jedan del ili da uopste ne ucestvuje u

specifiécnom prepoznavanju, nego u prenosu signalau Al odgovoru (Hayman, 1992).

Mehanizam Al travaje najbolje proucen kod Papaver rhoeas gde je pokazano da PrpS,
mali transmembranski protein polena (oko 20 kDa) i PrsS, mali cisteinom bogati protein
tucka interaguju i pokrecu Ca* zavisan signalni put, koji dovodi do zaustavljanja rasta
polenove cevi, izmena u citoskeletu i programirane celijske smrti inkompatibilnog polena
(Franklin-Tong i sar., 1993; 2002; Wheeler i sar., 2009; Klaasi sar., 2011; Wu i sar., 2011,
de Graaf i sar., 2012).

1.5. Auto-inkompatibilni sistemi heter omor fnih cvetnica

Heteromorfnost je znatno reda osobina od homomorfnosti, javlja se u otprilike 28
biljnih familija sa nekoliko rodova (Ganders, 1979; Gibbs, 1990; Barrett i sar., 2000;
Seinbachs i Holsinger, 2002). Kod svih do danas zabelezenih heteromorfnih Al vrsta
sorecavanje ukrstanja u srodstvu/samooplodenja ostvareno je kombinacijom genetski
determinisanog polimorfizma cvetovai dialelskog sporofitnog Al odgovora. Za razliku od
homomorfnih Al vrsta kod kojih postoji i gametofitna i sporofitna determinacija Al
(pogledati pod 1.1.1.), medu heteromorfnim Al vrstama do danas su identifikovane jedino
gporofitne Al vrste. Kao jedini u literaturi predlozeni kandidati za S-faktore heteromorfnog
gporofitnog Al odgovora za sad su spomenuti fitohemaglutinini i peroksidaza gpoplasta
tucka (Golynskaya i sar., 1976; Carraro i sar., 1996). Medutim, ne postoje joS nikakvi
eksperimentalni dokazi o njihovoj ukljucenosti u Al odgovor, a takode ih treba uzeti sa
rezervom budu¢i da su, u to isto vreme pocetaka istrazivanja Al sistema, za kandidate
gporofitnih i gametofitnih homomorfnih Al sistema predlozene peroksidaze i lektini, Sto su
rezultati skorijih istrazivanja opovrgli. lako je do danas prikupljeno dosta podataka o

genima i proteinima ukljucenim u homomorfne sporofitne i gametofitne Al sisteme
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cvetnica, prouc¢avanje heteromorfnih sporofitnih Al sistematek je otpocelo i za sada nema

konkretnijih podataka o njihovoj molekularnoj osnovi.

Istrazivanja molekularne osnove heteromorfne Al zgpocela su u rodovima Turnera
(Athanasiou i Shore, 1997; Shore i sar., 2006; Safavian i Shore, 2010), Primula (Manfield
i sar., 2005; Li i sar., 2007; McCubbin, 2006; 2008) i Fagopyrum (Miljus-buki¢ i sar.,
1998, 2003; Jotaro i sar., 1999; Matsui i sar., 2004, 2007), di za sada je sakupljeno vrlo
malo podataka 0 njima. Za pocetak je poznato da svi predstavnici ispoljavaju sporofitnu
determinaciju Al i dase mesto zaustavljanjarasta sopstvene polenove cevi razlikuje izmedu
dva morfa kod proucavanih Turnera joelii, T. scabra, Primula vulgaris i Fagopyrum
essulentum Moench. Kod svih "tram" cvetova do zaustavljanja rasta inkompatibilne
polenove cevi dolazi na zigu tuckaili spoju zigai stubic¢a tucka, dok kod "pin" cvetova do
zaustavljanja dolazi kasnije, na otprilike 2/3 duzine stubi¢a tucka. Posto je kod
heteromorfnih sporofitnih Al sistema genetska determinacija morfa cveta kombinovana sa
Al odgovorom, pretpostavljeno je da kod takvih Al vrsta postoji S-supergen, lociran blizu
centromere hromozoma kao regiona u kom su suprimirane rekombinacije, koji sadrzi veci
broj alela koji se vezano nasleduju, a koji odreduju viSe osobina cveta, kao $to su duzina
stubi¢a tucka, visina antera, veli¢ina polenovih zrna i auto-inkompatibilnost. Za razliku od
homomorfne sporofitne Al, kojaima vise razli¢itih S-alela ukljuc¢enih u Al odgovor, S-gen
zaduzen za heteromorfni Al odgovor postoji samo u vidu dva aela, od kojih S pokazuje
potpunu dominantnost nad s (Matsui i sar., 2004). | kod Primula i kod Fagopyrum
dominantni ael je prisutan u "tram" morfu, Kkoji genotipski predstavlja dominanti
heterozigot (Ss), dok je "pin" recesivni homozigot (ss) (Kurian i Richards, 1997
McCubbin, 2008; Matsui i sar., 2004; 2007). Za dominantnost S nad s je pokazano da je
potpuna i u tucku i u polenu, kao i da opstge ¢ak i kod tetraploidnog genotipa Ssss
(Dowrick, 1956). lako se ne zna kako je dominantnost postignuta u heteromorfnoj Al,
smatra se da se ona ngjverovatnije ostvaruje putem utiSavanja recesivnog alela, kao i daje
to utiSavanje reverzibilno (npr. reverzibilna DNK metilacija), budu¢i da su aldli

funkcionalni u "pin" potomstvu "tram" biljaka
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Heteromorfna sporofitna auto-inkompatibilnost Primula

Prvi molekularni podaci o auto-inkompatibilnosti Primula (Primulaceae) tj.
jagorcevina ukljucuju sekvencu 8,8 kb dugog fragmenta genomske DNK, koji se nalazi u
blizini Slokusa i za koji je ustanovljeno da je repetitivne strukture i da sadrzi dosta
sekvenci nalik retrotranspozonu. Time podseca na strukturu sekvenci blisko vezanih S
lokusu homomorfnih Al vrsta, a uocena akumulacija navedenih strukturnih elemenata je
saglasna sa izvesStaiima o smanjenoj rekombinaciji unutar S-lokusa ili njemu bliskog
regiona (Manfield i sar., 2005).

Nanoviji podaci o Al Primula ukljuéuju identifikaciju dva fragmenta
komplementarne DNK, koji su povezani sa Slokusom. Geni koji odreduju ove
komplementarne DNK nazvani su PvSLL1 i PvSLL2. Analiza sekvenci otkrila je da PvSLL2
pokazuje homologiju sa Arabidopsis "Constans-like" genskom familijom, dok je PvSLL1
potencijalno potreban za sintezu malog transmebranskog molekula slicnog Atlg72020
proteinu Arabidopsisa za sada neutvrdene funkcije (Li i sar.,, 2007). Pored toga,
identifikovana su tri PvSLL1 alela (dva recesivnai jedan dominantan), $to je interesantno
jer tradicionalni model dialelskog lokusa heteromorfnih Al sistema predvida samo dva.
Ovo moze ukazivati na akumuliranje polimorfizama u alelima koji imaju istu funkciju, ai
budu¢i da je analiza sekvenci pokazala razlicita vremena divergencije recesivnih i
dominantnog aela, to dovodi u sumnju ukljucenost ovih gena u heteromorfnu Al
jagorcevine. lako do sada sakupljeni podaci nisu pruzili odgovore na kljuéna pitanja o
heteromorfnoj sporofitnoj Al (npr. koji geni su nosioci Sspecificnosti razlikovanja
sopstvenog |1 nesopstvenog polena, koji  proteini  ucestvuju u odbacivanju polena
prepoznatog kao sopstvenog i na koji nacin), istrazivanja su nastavljena, tako da mozemo
ocekivati nove podatke uskoro, a moguce i neke odgovore o molekularnoj osnovi ovih

sistema
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1.6. Heljda (Fagopyrum esculentum M oench)

Heljda (Fagopyrum esculentum Moench) pripada familiji Polygonaceae i prema
jedinim podacima dostupnim u literaturi vodi poreklo od divljeg srodnika Fagopyrum
esculentum iz provincije Junan u juznoj Kini (Ohnishi, 1991). Rod Fagopyrum pored
heljde ukljucuje joS oko 14 vrsta, vecinom diplodne vrste poput F. tataricum, F.
urophyllum, F.gracilipes, F. leptopodum, di i F. cymosum i F. esculentum, koje su
autotetraploidi (Woo i sar., 2008).

Kao dimorfna biljna vrsta, heljdaima dva morfoloski razli¢ita tipa cveta nazvanih "pin”
(dugacak stubi¢ tucka, kratke antere, sitnije polenovo zrno) i "tram” (kratak stubi¢ tucka,

dugacke antere, krupnije polenovo zrno) (Slika 1).

A, "Pin" cvet heljde B, "Tram" cvet heljde

Slika 1. Morfoloski izgled dvatipa cveta heljde (Fagopyrum esculentum Moench): A,"pin"
cvet; B, "tram" cvet (dikaje preuzetaiz Marshall, 1980).

Usled delovanja heteromorfne sporofitne Al kod heljde do oplodenja moze do¢i samo
izmedu "pin" i "tram" cvetova (kompatibilno oprasivanje), dok je izmedu cvetova iste
morfologije spreceno oplodenje (inkompatibilno oprasSivanje) (Miljus-Duki¢ i sar., 1998;
2003; Jotaro i sar., 1999).
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Slika 2. Rast polenovih cevi nakon inkompatibilne i kompatibilne polinacije dva morfa
tuckova heljde (Fagopyrum esculentum Moench) posmatran pod fluorescentnim
mikroskopom: A, auto-inkompatibilna polinacija "pin" tucka; B, kompatibilna polinacija
"pin" tucka; C, auto-inkompatibilna polinacija "tram" tu¢ka; D, kompatibilna polinacija

"tram" tucka
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Fluorescentnim mikroskopiranjem vizuelizovan je rast polenovih cevi nakon
inkompatibilnih i kompatibilnih oprasivanja tuckova oba morfa heljde. Ustanovljeno je da
se nakon inkompatibilne polinacije rast polenove cevi zaustavlja na 2/3 duzine stubi¢a
tucka kod "pin" cveta (Slika 2A), dok se kod "tram" cveta zaustavlja na samom zigu tucka
(Slika 2C). U slucaju kompatibilnih opradivanjai kod "pin" i kod "tram" cvetova heljde
polenove cevi rastu ¢itavom duzinom stubica tu¢ka do plodnika gde ¢e doc¢i do oplodenja
(Slika 2B, 2D).

Heteromorfna sporofitna auto-inkompatibilnost heljde

Analizom rezultata ukrstanja Al heljde sa samooplodnim linijama heljde (dobijenim
gpontanim prirodnim mutacijama ili mutacijama izazvanim zracenjem), kao i ukrstanja
heljde sa njenim samooplodnim divljim srodnikom F. homotropicum, uz spaSavanje
embriona, zaklju¢eno da je heljdin Al sistem pod kontrolom S-supergena. Ova supergen
sadrzi vise blisko vezanih gena koji se zgedno nasleduju, a to su geni koji odreduju
morfoloske karakteristike cveta (duzinu tucka, visinu antera, veli¢inu polenovog zma) i
bialelski S-gen odgovoran za Al fenotip polenai tucka (Matsui i sar., 2003). Medu alelima
genakoji odreduju Al fenotip polenai tucka, postoji dominantno-recesivan odnos u kom je
alel Sdominantan nad s (tako su "tram" biljke dominantni heterozigoti za S-alel tj. Ss, dok
su "pin" biljke recesivni homozigoti, ss).

Takode, rezultati ukrétanja su ukazai na to da je adel S' (poreklom iz F.
homotropicum), odgovoran za auto-kompatibilnost heljde, isti kao i gen koji je odgovoran
za inkompatibilnost, samo da je nastao rekombinacijom unutar S-supergena, pri ¢emu
inkompatibilni S-aleli stoje u slede¢em odnosu prema njemu: S> S'> s (Tabela 1) (Woo i
sar., 1999; Matsui i sar., 2003). A posto se "tram" polen, nezavisno od svog haploidnog
genotipa, u svim ukrstanjima uvek ponasao kao daima dominantni S-fenotip, zaklju¢eno je

daje Al fenotip polena heljde sporofitno determinisan.
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Pored toga, predlozeno je da heljda, kao i Primula, najverovatnije sadrzi poligene
izvan Slokusa, koji kontrolisu intenzitet Al odgovora (Mather i de Winton, 1941). Smatra
se daovi geni, nazvani modifikatori, imaju zajednicke tri glavne karakteristike: 1) polen je
kompatibilan sa tu¢kovima svih tipova cvetova, a njegova kompatibilnost je pod uticgiem
genetske osnove biljaka na koje dospeva, 2) morfologija cvetova F1 generacije pod
kontrolom je genotipa Slokusa; 3) F1 biljke imgu visoku auto-kompatibilnost, mada je
nivo kompatibilnosti pod uticgjem njihovog genetskog porekla (Matsui i sar., 2007).

Tabela 1. Prikaz otekivanih odnosadominantnosti izmedu alela S, s, S'(S' oznatava S-alel
srednje duzine tucka, tj. duzi od "tram", ali kraci od pin "tucka'). Prikazani odnosi S-aela
zasnovani su na odnosima dominantnosti izmedu aela koji odreduju duzinu tucka (g) i

visinu antera (a) (preuzeto iz Matsui i sar., 2003).

S-genotip s SV Ss S's gs
Genotip duZine stubi¢atucka
o ggaa ggAA GgAa ggAa GgAA
(g) i visine antera (a)
Fenotip duZine stubi¢a tucka
o ga oA GA gA GA
(g) i visine antera (a)
_ Tucak srednje Tucak srednje
Morf cveta pin ) tram 5 tram
duzine duzine
OdnosS-alela / / S>s S'>s SSH

Do nedavno jedini dostupni podaci 0 Slokusu heljde ukljucivali su potvrdu da se
nalazi blizu centromere hromozoma, na Sta su ukazivali markeri S-regiona koji su sadrzali
repetitivne sekvence, od kojih su neke pokazivale homologiju sa centromernim regionom
Arabidopsisi pirin¢a (Aii i sar., 2004). Zatim je objavljena mapa genoma heljde kroz osam

grupavezanosti markerarazlicitih gena, u kojima je pokazano daje marker za distilnu auto-
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inkompatibilnost blisko vezan markeru za rasgjavanje semena i da su oba smeStena blizu
centra grupe vezanosti 1 (Yasui i sar., 2004). Ubrzo su konstruisane i biblioteke F.
homotropicum (Nagano i sar., 2005) i F. esculentum Moench u vestackim bakterijskim
hromozomima (Yasui i sar., 2008), koje su bile namenjene razvijanju markera za poziciono
kloniranje Slokusa heljde sa ciljem anaize S-supergena, aonda je u poslednjih pet godinai
razvijen niz molekularnih markera koji segregirgu sa odredenim osobinama heljde,
ukljucujuéi tu i auto-inkompatibilnost. U meduvremenu je sekvenciran i transkriptom cveta
dve vrste heljde, Fagopyrum esculentum i F. tataricum, Sto je pruzilo znacgjan set novih
sekvenci koje omoguc¢avaju detekciju novih gena heljde (Logacheva i sar., 2011). Autori su
objavili da su detektovai gene koji su razlicito eksprimirani izmedu ove dve vrste medu
kojima se nalaze geni retrotrangpozonai geni ukljuceni u biosintezu i metabolizam Secera,
kao i rezultate filogenetske analize zasnovane na genimakoji su bili prisutni u jednoj kopiji
po genomu, ai za sada nisa o genima potencijalnog S-supergena heljde. Nezavisno od
istrazivanja transkriptoma cveta heljde, druga grupa autora je ispitivala razlike u ekspresiji
gena u tuckovima dva morfa heljde i tako identifikovala gen eksprimiran samo u "tram"
tuckovima, koji je bio u potpunosti vezan za S-lokus, a pokazivao je homologiju sa grupom
gena odgovornih za rano cvetanje ("EARLY FLOWERING 3"), zbog cega je nazvan S
ELF3. Rezultati ispitivanjaidu u prilog tome da je ova] gen najverovatniji kandidat za gen
koji kontrolise fenotip kratkog stubi¢atucka kod heljde (Yasui i sar., 2012).

Kada je re¢ o ostalim molekulima nizvodne kaskade Al odgovora heljde, za sada jedini
podaci dostupni u literaturi su rezultati proistekli iz tretmana "pin" i "tram" tu¢kova heljde
fosfataznim inhibitorimai antagonistima kal cijuma, koji su doveli do spre¢avanja inhibicije
rasta polenovih cevi, ukazuju¢i na to da su protein fosfataze i kalcijumom posredovani
signalni putevi neophodna komponenta Al odgovora heljde (Miljus-Buki¢ i sar., 2003).
Nakon toga detektovano je i specificno prisustvo proteina od 50 kDa u proteinskim
izolatima auto-inkompatibilno oprasenih "tram” tuckova, medutim identitet ovog proteina
ostao je nepoznat (Miljus-Buki¢ i sar., 2004). Podaci o proteinima heljde koji postoje u
literaturi do danas ukljuc¢uju samo proteine semena (Radovi¢ i sar., 1996; Watanabe i sar.,
1998; Momma, 2009; Katsube-Tanaka i sar., 2011) i proteine lista heljde (Shin i sar., 2010),
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medu kojima ne ocekujemo prisustvo proteina koji uc¢estvuju u Al odgovoru, jer trazeni S
proteini imaju tkivno-specifi¢cnu ekspresiju ogranicenu samo na tu¢kove odnosno polen
heljde.

Heljda je izabrana kao model organizam za istrazivanje Al sistema zbog toga $to
predstavlja poljoprivredno znacanu biljnu vrstu, vrlo dobrih nutritivnih karakteristika, koja
se koristi za ishranu ljudi i zivotinja, kao 1 za pravljenje farmaceutskih proizvoda. Njena
vrednost u ishrani je visoka, jer pored toga $to ima dobro izbalansirani sadrzaj esencijalnih
aminokiselina i Sto sadrzi antioksidant rutin, ona sadrzi i druge bioloski aktivne proteine,
koji npr. snizavgu holesterol i hipertenziju (Woo i sar., 2008). Ggji se Sirom sveta (Kina,
Japan, Brazil, SAD, Rusija, Poljska, Francuska, Slovenija, itd.), ali njen nizak i nestabilan
prinos, niska proizvodnja semena, kao i otpornosti na introgresiju drugih gena iz srodnih
vrsta, Sto je sve uglavnom posledica delovanja Al sistema, doveli su do potrebe razvijanja

razli¢itih strateskih programa za oplemenjivanje heljde (Woo i sar., 1999a).

Svi programi za oplemenjivanje heljde imgu za cilj uvodenje kompatibilnosti ili nekih
drugih poljoprivredno pozeljnih osobina (iz heljdinih divljih srodnika) u postojece Al linije
heljde i stvaranje fertilnog hibridnog potomstva poboljSanih osobina. Neki ovakvi pokuSgji
ukrstanja su bili uspesni, ali mnogi su uspesno ostvareni samo uz spaSavanje embriona
(Samimy i sar., 1996; Campbell, 1997; Chen, 1999; Woo i sar., 1999b; 2008; Aii i sar.,
2001; 2004; Olschhlager i sar., 2004; Konishi i Ohnishi, 2006; Pan i Chen, 2010). Upravo
zbog toga je i upoznavanje molekularne osnove auto-inkompatibilnog sistema heljde od
interesa, jer bi moglo da doprinese postojecim programima oplemenjivanja tako sto bi
olaksalo proces dobijanja samooplodnih i drugih hibridnih linija, kao i kroz dizgjn novih
markera za efikasniju markerima posredovanu selekciju hibrida zeljenih osobina. Pored
znacaja za poljoprivredu, prikupljeni podaci doprineli bi i boljem razumevanju
heteromorfnih sporofitnih auto-inkompatibilnih sistema, koji su za sada najslabije prouceni
Al sistemi cvetnica
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1.8. Znacaj proucavanja auto-inkompatibilnih sistema u poljoprivredi

lako su mnoge poljoprivredno znac¢gne biljne vrste samooplodne (npr. suncokret,
pSenica), imai onih koje su auto-inkompatibilne (npr. badem, kasija, kruska, heljda, itd.).
Da bi ove vrste, koje imgju aktivne Al sisteme, plodonosile, one morgu biti zasejane sa
kompatibilnim partnerima, a takode su im neophodni i oprasivaci, pri ¢emu ni plodonoSenje
ni prinos nisu zagarantovani. Budu¢i da samooplodnost osigurava plodonoSenje,
uklanjajuci potrebu zaidentifikacijom i testiranjem kompatibilnih partnera, kao i potrebu za
oprasivatima, $to sve snizava cenu uzgajanja, ona se pojavljuje kao vrlo pozeljna osobina u
poljoprivredi (Dicenta i Gracia, 1993; Nomura i sar., 2002; Niroula i sar., 2006; Hafizi i
sar., 2013). Zato je i proucavanje Al sistema od velikog interesa za poljoprivredu, jer se
upoznavanjem ovih sistema moze omoguciti i kreiranje samooplodnih linija, bilo kroz
selekciju spontano nastalih samooplodnih jedinki (nastaih spontanim mutacijama S
gena/modifikuju¢ih gena), bilo kroz ciljano ukidanje Al odgovora metodama genetickog
inZenjerstva. lako je samooplodnost cenjena osobina u poljoprivredi, zbog problema
inbriding depresije koji se moze javiti posle nekoliko generacija samooplodnje, potrebno je
proizvoditi i nove samooplodne linije, u cilju izbegavanja negativnih efekata inbridinga
(npr. smanjenje prinosai kvaliteta ploda).

U prirodi se spontano deSavaju mutacije koje dovode do samooplodnosti tj. slamanja
auto-inkompatibilnosti, npr. kroz poliploidiju, kroz mutecije u genima koji determinisu Al
fenotipove polena ili tucka, itd. Oplemenjivati izdvajaju te jedinke i koriste ih u razlicito
dizginiranim ukrdtanjima, a sve sa ciljem da obezbede fertilno potomstvo koje ¢e nasediti
kombinaciju Zeljenih osobina roditelja. Ovo je dugotrgjan proces, koji bi se mogao
znacajno ubrzati razvojem markera koji segregiraju sa pozeljnim osobinama, pomocu kojih
bi proces identifikacije jedinki koje nose zeljene osobine i potomstva koje je nasledilo te
osobine bio ubrzan. Prouc¢avanje Al sistema upravo omogucuje razvijanje takvih markera,
to je jos jedan od poloprivredno znac¢ajnih doprinosaistrazivanja ovog tipa
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2. CILJEVI RADA

Cilj istrazivanjabio je da se ispita molekularna osnova heteromorfnog sporofitnog auto-

inkompatibilnog sistema heljde kroz:

@ Ispitivanje prisustva gena homolognih genima za koje je poznato da su ukljuceni u
auto-inkompatibilni odgovor drugih biljnih vrsta upotrebom prajmera specificnih za
Al gene drugih biljnih vrsta na genomskoj DNK heljde u polimeraznoj lan¢anoj

reakciji umnozavanjai sekvenciranje produkata umnozavanja;

@ Umnozavanje regiona genomske DNK heljde u neposrednoj blizini Slokusa
upotrebom prajmera specificnih i poluspecificnih za sekvencu blisko vezanu
heljdinom Slokusu u asimetri¢noj polimeraznoj lan¢anoj reakciji umnozavanja i
sekvenciranje produkata umnozavanja;

@ Andizu sekvenci genomske DNK heljde u programima koji omoguéavau
predvidanje otvorenih okvira citanja, egzon-intron struktura i iz njih izvedenih
aminokiselinskih sekvenci, kao i poredenje sa DNK i aminokiselinskim sekvencama

prisutnim u bazama podataka Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije;

@ |spitivanje potencijalne uloge za membranu vezanih Ca* zavisnih protein kinaza C
(PKC) u auto-inkompatibilnom odgovoru heljde, kroz pracenje efekta tretmana
tuckova oba morfa PK C-inhibitorom narast polenovih cevi nakon inkompatibilnih i

kompatibilnih polinacijatretiranih i netretiranih tuckova;

@ lzolaciju ukupnih proteina polena, neoprasenih, kompatibilno i auto-inkompatibilno

oprasenih tuckova "pin" i "tram" cvetova heljdei njihovo 2D-PAGE razdvg anje;
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@ Detekciju proteina koji su specificno prisutni u 2D proteinskim profilima "pin” ili
"tram" tuckova i polena, odnosno u profilima njihovih auto-inkompatibilnih

odgovora.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Biljni materijal

Heljda (Fagopyrum esculentum Moench) je gaena u stakleniku Instituta za
molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, u optimalnim uslovima. Neposredno po
dostizanju reproduktivne zrelosti biljaka i zgpocinjanju perioda cvetanja, u periodu od 14
dana, sakupljani su listovi i cvetovi sa"pin™ i "tram" biljaka. Listovi su upotrebljavani svezi
za izoleciju genomske DNK, dok su iz cvetova izolovani tuckovi i polen. Postupak

sakupljanjabiljnog materijala ponovljen je pet puta

Izolovanim neoprasenim tuckovima plodnici su uklonjeni odmah po izolaciji (sterilnim
skalpelom), dok su tu¢kovimakoji su ru¢no inkompatibilno i kompatibilno oprasivani (pod
binokularnim mikroskopom-lupom PXS-V 1) plodnici uklonjeni tek 1,5 h nakon polinacije,
a u meduvremenu su drzani na podlogama za germinaciju polena (1% agar, 15% saharoza,
100 mg/l H3BOs;, 300 mg/l Ca(NOs),x4H,0, 200 mg/l MgSOx7H,0, 100 mg/l KNOs)
(Brewbaker i Kwack, 1963). Sakupljeno je ukupno osam klasa uzoraka: "pin" i "tram"
polen, neopraseni "pin" i "tram" tuckovi, inkompatibilno opraSeni "pin" i "tram" tuckovi
(1.5 h nakon polinacije), kompatibilno opraseni "pin" i "tram" tuckovi (1.5 h nakon
polinacije). Uzorci su uskladisteni na-80°C do upotrebe.

3.2. Bakterijske procedure

3.2.1. Medijumi za uzgajanje bakterija

LB: 1% (w/v) Tripton; 1% (w/v) NaCl; 0,5% (w/v) ekstrakt kvasca, pH podeSen na 7,5
pomoc¢u 10N NaOH (Sambrook i sar., 1989).
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LA: Cvrsti LB medijum, napravljen dodavanjem 1,5% (w/v) agarai 100 pg/ml ampicilina
u tecni LB medijum (Sambrook i sar., 1989).

3.2.2. Bakterijei plazmidi

Kori&en je soj bakterija E.coli DH50 K12, genotipa F- 80dlacZ M15 (lacZYA-
argF) U169 recAl endA1hsdR17(rk-, mk+) phoAsupE44 -thi-1 gyr A96 rel Al.

Plazmid kori&en za kloniranje produkata lan¢anog umnozavanja DNK bio je pJET
vektor (CloneJet PCR Cloning kit, Fermentas). Ovaj vektor kao selektivni marker poseduje

gen zarezistenciju naampicilin.

3.2.3. Uzgajanjei odrzavanje bakterija

Transformisane bakterije uzggane su preko no¢i na 37°C na ¢vrstom ili tecnom LB
medijumu uz dodatak ampicilina. Za dugoro¢nu upotrebu, kulture transformisanih bakterija

zamrzavane su na-80°C u 15% (v/v) glicerolu.

3.2.4. Transformacija E.coli toplotnim Sokom

Transformacija kompetentnih ¢elija E.coli DH50 K12 toplotnim Sokom
podrazumevaa je da se bakterije i ligaciona smeSa inkubiraju zajedno 10 min na ledu, a
zatim prebace 45 sekundi u vodeno kupatilo na 42°C i vrate na led 2 min. U 100 pl
transformisanih E.coli DH5a K12 ¢elija dodavano je po 900 pl LB medijumai bakterije su
inkubirane 1h na 37°C uz intenzivho meSanje, nakon ¢ega su razmazivane na LA podloge
sa ampicilinom. Posle prekono¢nog rasta na 37°C pojedinacne kolonije su prebacivane u
tecni LB medijum, u kom su ostavljene preko noé¢i na 37°C uz intenzivno meSanje.
Dobijene prekonoc¢ne kulture, poreklom od pojedinacnih bakterijskih klonova, koris¢ene su

zadalje analize prisustvainserta ocekivane duzine.
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3.3. Osnovne procedur e rada sa DNK

3.3.1. I zolovanj e biljne genomske DNK

Listovi "pin" i "tram" biljaka heljde su neposredno nakon uzimanja sa biljaka
preneti u avane i uz dodatak tecnog azota mehanic¢kim usitnjavanjem samleveni u fini prah.

Izolacija genomske DNK iz spraSenih listovaradenaje po protokolu Doylei Doyle (1987).

Po 100 mg uzorka prebaceno je u plasticne tube u koje je dodavano 750 pl CTAB
(cetil-trimetil-amonijum bromid) pufera (2% CTAB; 1.4M natrijum hlorid; 20 mM EDTA;
100 mM Tris pH 8, 2% PVP 40, 1% B-merkaptoetanol) zagrejanog na 65°C. Uzorak je
inkubiran 3 min na 65°C u vodenom kupatilu uz povremeno meSanje uzorka obrtanjem
tube. Zatim je u uzorak dodavano po 750 pl SEVAG rastvora (hloroform i izoamil alkohol
u zgpreminskom odnosu 24:1), uzorci su meSani 3 min obrtanjem tube i centrifugirani 10
min na 13,000 obrt/min (Minispin, Eppendorf). Gornja faza uzorka preneta je u novu
plasticnu tubu. Ponovljen je korak ispiranja SEVAG rastvorom. Nakon dodavanja hladnog
izopropanola (na -20°C) supernatantu, u zapremini jednakoj 2/3 zgpremine uzorka, uzorak
je promeSan obrtanjem tube i centrifugiran 5 min na 13,000 obrt/min. Nakon toga, gornja
faza je odbacena, ataog ispran sa500 pl hladnog 70% etanola (na-20°C) obrtanjem tube i
centrifugiranjem 5 min na 13,000 obrt/min. Posle centrifugiranja, etanol je odbacen, atalog
osugen 10 min u rotavagporu (Concentrator 5301, Eppendorf). Suv talog rastvoren je u 50 pl
vode i posle dodavanjaRNaze A (10 pg/ml) inkubiran 30 min na 30°C da se ukloni RNK iz
izolata. Koncentracija i cistoca izolovane genomske DNK proverene su na aparatu
"Nanovue" (GE Healthcare). Izolati genomske DNK, koji nisu odmah korisceni, skladisteni
su na-20°C.

3.3.2. I zolovanje plazmida iz bakterija

Plazmidi su iz prekonoénih bakterijskin kultura izolovani na dva natina, u

zavisnosti od namene izolovanih plazmida
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Prvi natin predstavlja izolaciju plazmida u cilju analize dobijenih klonova (koji se
ne mogu Koristiti za sekvenciranje) i izvodi se po brzoj proceduri na slede¢i nacin: 1,5 mL
prekonocne bakterijske kulture je centrifugirano 2 min na 13,000 obrt/min i talog je
resuspendovan u 300 ul TENS pufera (1M Tris-HCI, pH 8,0; 0,5M EDTA, pH 8,0; 10M
NaOH; 20 % SDS). Smes je dodavano 150 pl 3M Na-acetata pH 5,2 nakon ¢ega je tuba
snazno promeSana i centrifugirana 2 min na 13,000 obrt/min. Supernatant je prebacen u
nove tube u koje je dodavano po 1 ml hladnog 96% etanola (-20°C). Nakon centrifugiranja
10 min na 13,000 obrt/min talog je ispran 70% etanolom, osuSen u rotavaporu i rastvoren u

20 pl bidestilovane vode.

Drugi n&adin predstavlja izolacija plazmida za preparativne svrhe (npr. za
sekvenciranje plazmida), koja je uradena pomocu kita za izolaciju plazmida iz bakterija
(GeneJET Plasmid Miniprep Kit, Thermo Scientific) prema uputstvu proizvodaca. Prema
proceduri 1,5 mL prekono¢ne bakterijske kulture centrifugirano je 2 min na 13,000
obrt/min, a talog je resuspendovan u 250 pl rastvora za resuspenziju, 250 pl rastvora za
liziranje ¢elija i 350 pl rastvora za neutralizaciju, uz snazno meSanje uzorka nakon
dodavanja svakog narednog rastvora. Nakon centrifugiranja 5 min na 13,000 obrt/min,
supernatant je prebacen u GeneJET kolonice, centrifugiran 1 min, ispran sa po 500 pl
rastvora za ispiranje dva puta (Centrifugiranje 1 min, eluat odbacen). Dodatnim
centrifugiranjem kolonice pod istim uslovima eliminisani su tragovi etanola koji bi mogli
da inhibirgju enzimske reakcije na preci&enim plazmidima. DNK je zatim eluirana sa
kolonice u 50 pl elucionog pufera. Ovako precisceni plazmidi koris¢eni su za sekvenciranje

ukloniranih fragmenata DNK.

3.3.3. PrefiSéavanj e umnozenih fragmenata DNK nakon reakcije umnozavanja
Produkti umnozavanja su nakon reakcije lan¢anog umnozavanja precistavani od

zaostalih prajmera, kratkih oligonuklotidai soli upotrebom kita za precis¢avanje produkata

lanc¢ane reakcije umnozavanja (PCR Purification Kit, Qiagen) prema uputstvu proizvodaca.
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Prema protokolu u produkte umnozavanja dodavan je PB1 pufer (u odnosu 5 putavecem od
zapremine uzorka), uzorak je snazno promeSan i prebacen u QIAquick kolonice,
centrifugiran 1 min na 13,000 obrt/min. Eluat je odbacen, a kolonica isprana sa 750 ul PE
pufera, centrifugirana 1 min uz odbacivanje eluata. Dodatnim centrifugiranjem kolonice
pod istim uslovima eliminisani su tragovi etanola koji bi mogli da inhibirgu enzimske
reakcije na precis¢enim DNK fragmentima. DNK je zatim eluirana sa kolonice u 50 pl

bidestilovane vode.

3.3.4. Elektroforeza na gelu od agaroze

Produkti umnoZavanja polimerazne lan¢ane reakcije elektroforetski su razdvojeni na
1,5% (w/v) agaroznom gelu (od SeaKem GT G agaroze, FMC BioProducts, koja ne inhibira
enzimske reakcije). U gel je dodato 0,5 pg/ml etidijum bromida Za elektroforezu je
koris¢en TAE pufer (40mM Tris, 20mM sir¢etnakiselina, ImM EDTA) i raspon napona 5-
10 V/cm gela (Sambrook i sar., 1989). Nakon elektroforeze DNK je vizuaizovana na UV
transiluminatoru na talasnoj dizini od 266 nm. Kao standard za odredivanje duzina

umnozenih fragmenata DNK koriséen je 1kb Gene ruler (Thermo Scientific).

3.3.5. PrefiSéavanje fragmenata DNK sa gela od agaroze

Nakon elektroforeze fragmenti DNK iseeni su sagelai preci&eni upotrebom kita
za ekstrakciju DNK iz gela (GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Scientific) prema
uputstvu proizvodaca. U tube sa ise¢cima gela dodavan je pufer za vezivanje za kolonicu
(w:v=1:1) i tube su inkubirane 10 min na 60°C uz povremeno meSanje. Uzorak je zatim
prebacen u GeneJET kolonice za precis¢avanje i centrifugiran 1min. Eluat je odbacen, a
kolonice isprane sa 700 ul pufera zaispiranje, centrifugirane 1 min, uz odbacivanje eluata.
Dodatnim centrifugiranjem kolonice pod istim uslovima eliminisani su tragovi etanola koji
bi mogli da inhibirgu enzimske reakcije na fragmentima DNK ekstrahovanim sa gela

DNK je zatim eluirana sa kolonice u 50 pl eucionog pufera.



3.3.6. Digestija DNK restrikcionim enzimima

Provera plazmida za inserte ocekivanih duzina podrazumevala je parcijane
endonukleazne restrikcione digestije (za pJET plazmidni vektor dvostruku digestiju
upotrebom restrikcionih enzima Hindlll i Xhol). Digestije su postavljene prema uputstvu

proizvodaca 3h na37°C i zaustavljene inkubacijom na 65°C.

Restrikcionih fragmenti su razdvojeni elektroforezom na 1% agaroznom gelu sa
etidijum bromidom u TAE puferu i vizudizovani pod UV svetlom. Plazmidi za koje je

potvrdeno da sadrze insert DNK ocekivane velicine korisceni su za sekvenciranje.

3.3.7. Ligacija DNK sa plazmidnim vektorima

Precis¢eni DNK fragmenti su pripremljeni za ligaciju tako $to su prvo tretirani
enzimom za poravnanje krgeva fragmenta. SmeSa je sdrazala: 1 X pufera, 1 pl DNK
enzima za poravnanje krajevainserta, 1ul eluatai sterilne vode do 17 pl. Sastojci su kratko
promeSani, preneti na 70°C u trganju od 5 min i zatim prebaceni na led. U smesu za
ligaciju dodati su 1l vektorai 1pl T4 DNK ligaze i smeSa je inkubirana 15 min na sobnoj
temperaturi. Sve komponente smeSe za ligaciju sadrzane su u kitu za kloniranje (Clonelet
PCR Cloning kit, Fermentas).

3.3.8. Sekvenciranje DNK
Kapilarno sekvenciranje transformisanih plazmida uradeno je pomoc¢u para pJET

1.2 prggmera za pJET plazmidni vektor na ABI3730XL DNK analizatoru (Applied

Biosystems) od strane kompanije "Macrogen” (http://www.macrogen.com).
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3.3.9. Kompjuter ska analiza sekvenci

Nukleotidne sekvence umnozenih segmenata heljdine DNK precisene su od
kontaminacije vektorskom sekvencom upotrebom programa "Vecscreen", koji identifikuje
nizove nukleotida visoko dli¢nih sekvenci plazmidnog vektora koji je upotrebljen za

kloniranje segmenta DNK (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tool s'vecscreen/).

Pomo¢u programa "ORF Finder" i "GENESCAN" sekvence su andizirane za
prisustvo otvorenih okvira citanja i egzon-intron struktura, respektivno. Sekvence su
ispitivane i za prisustvo repetitivnih elemenata ("REPFIND") i razli¢itih DNK motiva
("Melinall"), a odreden je i procentualni udeo dezoksiguanozina i dezoksicitozina (GC%
sadrzg)) sekvenci upotrebom programa za GC% izracunavanje dostupnog na Internetu

(http://www.molbiol-tools.cal). Predvidena je i aminokiselinska sekvenca koju parcijane

nukleotidne sekvence kodirgju (automatska funkcija programa "ORF Finder" |
"GENESCAN" ili "EXPASY").

Upotrebom "BLASTN" i "BLASTP' programa pretrazivane su nukleotidne i
aminokiselinske sekvence prijavljene u bazama podataka Nacionalnog centra za
biotehnoloske informacije (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.4. Reakcija lanéanog umnozavanja segmenata DNK
3.4.1. Umnozavanje homologa Al gena homomorfnih Al sistema Brassicaceae
Izrodeni prajmeri dizajnirani su na osnovu evolutivno oc¢uvanih regiona SRK, SLG,

SP11 i MLPK sekvenci Brassica rapa, dostupnin u DNK bazama podataka
(http://mww.ncbi.nim.nih.gov). Sekvence prgmera i njihove optimalne temperature

gparivanjadate su u Tabeli 2.
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SmeSa za reakciju lanéanog umnozavanja sadrzala je: 1X pufer; 2 ul rastvora Q;
1mM MgCly; 0.2 mM smeSe dezoksiribonukleotida; 0.25 uM svakog prajmera; 0.5 jedinica
Taqg polimeraze; 100 ng genomske DNK heljde (kit Tag DNK polimeraza, Qiagen).

Uslovi lanéanog umnozavanja za Al gene Brassica bili su sledeéi:
1. Inicijalnadenaturacija DNK na94°C u trgjanju od 2 min;,
2. 34 ponavljanja ciklusa: denaturacija DNK na 94°C u trganju od 1 min; T
gparivanja u trgjanju od 1 min, polimerizacijana 72°C u trgjanju od 1 min;

3. Finalna elongacija produkta umnozavanjana 72°C u trganju od 10 min.

3.4.2. Umnozavanje homologa Al gena homomorfnih gametofitnin Al Sstema
Prunus (Rosaceae)

Ispitivanje prisustva homologa SRNaza i SFB gena roda Prunus sprovedeno je
upotrebom specifi¢nih pragmera za ove gene (Sonneveld i sar., 2003; Ortega i sar., 2005;
Vaughan i sar., 2006). Sekvence praimera, kao i temperature sparivanja date su u Tabeli 2.
SmeSa za reakciju lancanog umnozavanja bila je ista kao za umnozavanje homologa Al
genaBrassica.

Uslovi lanéanog umnozavanja za S-RNazni gen bili su sledegi:
1. Inicijalnadenaturacija DNK na94°C u trgjanju od 2 min;,
2. 34 ponavljanja ciklusa: denaturacija DNK na 94°C u trgjanju od 1 min; T
sparivanjau trgjanju od 2 min, polimerizacijana 68°C u trajanju od 4 min;

3. Finalna elongacija produkta umnozavanja na 68°C u trganju od 10 min.

Uslovi lanéanog umnozavanja za SFB gen bili su sledegi:
1. Inicijalnadenaturacija DNK na94°C u trgjanju od 2 min,
2. 29 ponavljanja ciklusa: denaturacija DNK na 94°C u trgjanju od 45 sec; T
sparivanjau trgjanju od 1 min, polimerizacijana 68°C u trajanju od 3 min;

3. Finalna elongacija produkta umnozavanjana 68°C u trganju od 10 min.
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Produkti umnozavanja su razdvojeni elektroforezom na 2% agaroznom gelu u TAE
puferu (0,04M Tris-acetat, 1 mM EDTA), obojeni etidijum bromidom i vizualizovani pod
UV svetlom (Biodoc Anayze, Biometra).

Tabela 2. Nukleotidne sekvence prgmera specificnih za Al gene rodova Brassica
(Brassicaceae) i Prunus (Rosaceae) i njihove optimane temperature sparivanja, koji su
koristeni za ispitivanje prisustva homologa ovih gena u genomu heljde reakcijom

polimeraznog lan¢anog umnozavanja.

Prajmer Sekvencaprajmera T (°C)
SRK_f 5-TCITT(C/T)GA(C/T)TA(C/T)CCICANGA(CIT)-3 62
SRK_r 5-CATICC(A/G)AA(A/G)TCIG(A/T)DAT(C/T)TTN-3 62
SLG_f 5-GG(A/T)GATGT(C/T)TT(C/T)GA(A/G)(CIT)TNGG-3 63
SLG_r 5'-(A/G)AAICC(CIT)TG(A/GIT)AT(A/G)CA(A/G)TT(A/G)CA-3' 63
SP11_f 5-TAACTAA(A/G)AT(A/CIT)CA(CIT)TA(CIT)(C/T)TNTG-3 62
SP11 r 5-TAIGA(C/T)TTIAC(C/T)TT(A/G)CA(A/G)CA(AIG)TA(AIG)C-3' 62
MLPK_f 5'-T(A/T)(C/T)AA(A/G)GG(A/G/T)TGGAT(C/GIT)GATG-3’ 52.6
MLPK _r 5-GT(A/G)GA(A/CIT)AC(A/G)TG(AIG)CT(A/CIT)TT(AICIG)TC(AIG)CC-3 | 526
SRNaza f | 5-(C/A)CTTGTTCTTG(C/G)TTT(T/C)GCTTTCTTC-3 50
SRNazar |5-CAAAATACCACTTCATGTAACA(A/G)C-3 50
SFB_f 5'-(CIT)GACATCCTAG(CIT)AAGACT(A/GIT)(AIC)C(AIT)G-3' 51
SFB_r 5-AC(C/T)TG(C/T)TT(A/G)GATTC(A/G) TAAT(CIT)(A/C)C(A/C)CAA-3 Sl

3.4.3. Umnozavanje segmenata genomske DNK heljde blisko vezanih sa S

lokusom
Smesa za reakciju lan¢anog umnozavanja sadrzala je: 1X pufer; 1 mM MgCly; 0.2

mM svakog dezoksiribonukleotida; 0.25 puM svakog prajmera; 0.5 jedinica Taq polimeraze;
100 ng genomske DNK heljde (Tag DNK polimeraza, Fermentas).
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Prajmeri koji su upotrebljeni za umnozavanje kracih fragmenata genomske DNK u
neposrednoj blizini Slokusa heljde razvijeni su iz N; AFLP markera, blisko vezanog S'
aelu heljde (Nagano i sar., 2001). Nukleotidne sekvence prajmera navedene su u Tabeli 3.

Tabela 3. Nukleotidne sekvence speC|f|én|h (N7F1, N-F>, N7F3, N7R;, N7R,, N7R3 i N-.
Eco+710 ) | arbitrarnih prajmera (AD1, AD2 i AD3) za fino mapiranje S-lokusa razvijene iz
N7-AFLP markera, koji je blisko vezan S' delu S-lokusa heljde (Nagano i sar., 2001).

Prajmer Sekvenca

N-Fy 5-GAAATCACCCATGGAGTAAGTGZ
N-F 5-(GIC)ACCCATGGAGTAAGTGTTTCC-3
N-F3 5-GGAGACCATGCGCTCTACAA-Z
N-/R; 5-GCCAAACATCTCGCGTACCAG3
N-R; 5TCGCGTACCAGAGGGTGTGC-3
N-R3 5CCTTTGTGAATGAGGTACCCACZ
AD, 5-NGTCGA (G/C) (AIT) GANA (A/T) GA A-3'
AD, 5-GTNCGA (G/IC) AIT)CANA(AMGT1-3
AD; 5-(AITYGTGNAG(AT)ANCANAGA-3
N7.£co+710 5-CACGCAACCAGGTGAACCTACCZ

Za umnozavanje nepoznatih sekvenci bliskin S-lokusu koriS¢ena je reakcija
termalnog asimetricnog lancanog umnozavanja, zasnovana na principu upotrebe jednog
specificnog i jednog kraceg izrodenog arbitrarnog prajmera, u kojoj je relativna efikasnost
umnozavanja specificnin i nespecificnin  produkata temperaturno  kontrolisana
naizmeni¢nim smenjivanjem strozijih i manje strogih ciklusa umnozavanja. Uslovi reakcije,
adaptirani iz Liu i Whittier (1995), navedeni suu Tabeli 4.
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Tabela 4. Uslovi reakcije termalnog asimetri¢nog polimeraznog lan¢anog umnozavanja i

sekvenciranje produkata umnozavanja su adaptirani iz Liu i Whittier (1995).

Redni broj Broj ) L i )
_ | Udovi reakcije asimetriénog lanéanog umnozavanja
ciklusa ponavljanja

1 1 92°C (2 min), 95°C (1 min)

2 5 94°C (15 sek), 63°C (1 min), 72°C (2 min)

3 1 94°C (15 sek), 30°C (3 min), 72°C (2 min)

4 10 94°C (5 sek), 44°C (1 min), 72°C (2 min)
94°C (5 sek), 63°C (1 min), 72°C (2 min)

5 12 94°C (5 sek), 63°C (1 min),72°C (2 min)
94°C (5 sek), 44°C (1 min), 72°C (2 min)

6 1 72°C (5 min)

3.5. Osnovne procedur e rada na fluor escentnom mikroskopu

3.5.1. Tretman tuckova inhibitorom protein kinaza C

Izolovani tuc¢kovi iz oba morfa cvetova heljde ostavljeni su 24h na podlogama za
germinaciju polena (Brewbacker i Kwack, 1963), u koje je dodato 100 pM i 200 pM
inhibitora protein kinaza C (PKC) ili su bile bez inhibitora (kontrolne polinacije). Nakon
isteka 24h tuckovi su uzeti sa podloga, inkompatibilno i kompatibilno opraSivani i
ostavljeni joS 24h na podlogama istog sastava bez inhibitora. Nakon toga tuckovi su

uklonjeni sapodloge i pripremljeni za mikroskopiranje.

3.5.2. Priprema preparata za fluorescentno mikroskopiranje

Priprema preparata za mikroskopiranje podrazumevaa je fiksiranje tuckova u 25%

siréetnoj kisdini u etanolu u periodu od 48h, nakon ¢ega su ispirani vodom i ostavljeni u



7N NaOH naredna 24h. Sutradan su prvo ispirani u vodi i 50 mM kalijum fosfatnom
puferu, a zatim preneti u rastvor anilin plave boje u kom su ostavljeni narednih 48h. Nakon
toga, tuckovi su preneti na mikroskopske plocice, uz kap anilin plave boje, prekriveni
pokrovnim staklom i ostavljeni 24h pre mikroskopiranja na 4°C. Za posmatranje pod
fluorescentnim mikroskopom (Olympus BX51, CytoVision 3.1) kori&en je filter za anilin

plavo.

3.6. Osnovne procedurerada sa proteinima

3.6.1. Priprema proteinskih izolata

Postupak izolacije proteina podrazumevao je prvo mehanicko usitnjavanje tkiva
polenaltuckova u plasti¢cnim tubama uz dodavanje tecnog azota. U tube je dodat Lemlijev
pufer (285 mM Tris, 20% glicerol, 1% Triton X-100) i maa kolicina
polivinilpolipirolidona (PVPP) i nastavljeno je sa mehanickim usitnjavanjem sve dok
uzorci nisu bili homogenizovani. Nakon toga uzorci su centrifugirani 45 min u hladnoj
centrifugi na 4°C 13,000 obrt/min (Centrifuge 5417R, Eppendorf). Posle centrifugiranja
tecna faza koja je sadrzala ukupne proteine polena/tuckova prebatena je u nove tube, a

talog je odbacen.

3.6.2. Precipitacija proteina TCA/acetonom

U proteinske izolate dodavano je 10% trihlorsiréetne kiseline u acetonu i tube su
ostavljene na -20°C preko noci. Sutradan nakon centrifugiranja 1h u hladnoj centrifugi na
4°C 13,000 obrtgatecna faza je odbacena, atalog ispiran acetonom dvaputa (1h na-20°C i
centrifugiranje 1h u hladnoj centrifugi na 4°C 13,000 obrtaja). Posle ispiranja acetonom
talog je osusen 10 min u rotavaporu (Concentrator 5301, Eppendorf), a zatim rastvoren u
puferu za izoelektri¢no fokusiranje (IEF pufer) (7 M urea, 2 M tiourea, 2% CHAPS, 40

mM DTT) i ostavljen 2h na sobnoj temperaturi da se potpuno resolubilizuje, uz kratko
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povremeno meSanje. Koncentracija proteina u svakoj od klasa uzoraka odredjena je

kolorimetrijskom metodom prema Bradford (1976).

3.6.3. Jednodimenzionalna poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Proteinski izolati vizuelizovani su SDS-PAGE metodom u diskontinuiranom
sistemu gelova (modifikacija metode Laemmli, 1970). Proteinski uzorci su pripremljeni za
elektroforezu tako Sto su rastvoreni u puferu za uzorak (125mM Tris, pH 6,8; 4% SDS;
20% glicerol;0,025% bromfenol plavo; 4% B-merkaptoetanol) i kuvani 3 min na100°C.

Gel za koncentrovanje sadrzavao je 125mM Tris, pH 6,8; 0,1%SDS; 12% akrilamid
(akrilamid:bisakrilamid=29:1). Gel zarazdvaanje sadrzavao je 375mM Tris, pH 8,8; 0,1%
SDS; 5% akrilamid. Kao inicijator polimerizacije dodavan je 10% amonijum persulfat.

Dimenzije gelabile su 8x5cm, adebljinal mm.

Elektroforeza je vrSena u TGB puferu (25mM Tris, 250mM glicin, 0.1% SDS) pri
konstantnoj struji od 25 mA u sistemu za vertikalnu elektroforezu Biometratip G42.

Po zavr&enoj elektroforezi gelovi su bojeni srebrom upotrebom kita Plus One Silver

Staining ( GE Healthcare) premauputstvu proizvodaca

3.6.4. Dvodimenzionalna poliakrilamidna gel elektroforeza (2D-PAGE)

Protokol za 2D-PAGE bio je sledeci:

Rehidratacija gel-stripa pasivnom difuzijom uzorka u gel je uradenatako Sto je gel-

strip inkubiran sa uzorkom na sobnoj temperaturi preko noé¢i. Uzorak za rehidrataciju

sadrzao je 20 pg proteina u ukupnoj zgpremini od 200 pl IEF pufera, a uzorku su
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neposredno pre rehidratacije dodati amfoliti (0.25%) i 1 pl 0.1% brom fenol plavo. U
posudu za rehidrataciju prvo je nanet uzorak, onda je preko njega spusten gel-strip tako da
bude celom povrSinom u kontaktu sa uzorkom i na krgju je gel-strip prekriven tankim
slojem mineralnog ulja

Razdvajanje proteina po izoelektricnim tackama izvedeno je u aparatu 1PGphor 3
(GE Healthcare) na gel-stripovima duzine 11 cm (pH 3-10) (GE Healthcare) u programu za
izoelektri¢no fokusiranje (IEF) proteina: 500 V u trgjanju od 500 Vh; 1,000 V u tragjanju od
800 Vh (gradijent ngpona); 6000 V u trganju od 7,000 Vh (gradijent ngpona) i finano
fokusiranje proteinana 6000 V u trganju od 2,200 Vh.

Nakon izoelektricnog fokusiranja, gel-stripovi su prebacivani prvo u pufer za
redukciju uzorka (6 M urea, 30% glicerol, 2% SDS, 0.05 M TrispH 8.8, 15 mM DTT), a
zatim u pufer za alkilaciju uzorka (6 M urea, 30% glicerol, 2% SDS, 0.05 M Tris pH 8.8,
250 mg IAA) i ispirani u svakom od pufera po 15 min, uz neprekidnu rotaciju uzoraka na

vertikalnom rotatoru.

Nakon ekvilibracije gel-stripova u puferima za redukciju i akilaciju uzorka, gel-
stripovi su postavljani na12% SDS poliakrilamidne gelove tako da ¢itavom svojom duzom
ivicom budu u kontaktu sa gelom. Da bi se osiguralo da se gel-stripovi ne pomergju tokom
elektroforeze, zatopljeni su u 1% agaroznom puferu (50 mM Tris, pH 6,8; 0.1% SDS;
0.01% brom-fenol plavo). Razdvaanje proteina prema molekulskoj masi (SDS-PAGE)
radeno je u TGB puferu na 150 V, 25 mA u sistemu za vertikalnu elektroforezu SE 600
(Amersham Biosciences).

Nakon zavrsetka elektroforeze gelovi su bojeni srebrom pomocu odgovargjuceg kita (Plus

One Silver Staining kit, GE Hedlthcare) i posle bojenja su skenirani.



3.6.5. Kompjuterska analiza 2D-PAGE proteinskih profila

Fotografije srebrom obojenih skeniranih 2D-gelova (tiff format, rezolucija 300 dpi)
analizirane su u programu Image Master 2D Platinum 7.0 (GE Hedthcare). Prvo su
identifikovani individualni proteini na svim gelovima, prema Sede¢im zadatim
parametrima: 2 za parametar glatkosti, 2 za parametar ispupéenja i 5 za parametar
minimane povrSine. Zatim su triplikati gelova unutar svake klase uzorka medusobno
uporedivani (uz obelezavanje po dva do tri zgednicka proteina, kao tacaka oslonca za
poredenje gelova), nakon cega je izabran najreprezentativniji tj. najinformativniji gel (koji
je sadrzavao sve odlike date grupe uzorka) koji je predstavljao datu klasu uzorka u
medusobnom poredenju izmedu klasa

Poredenje klasa uzoraka takode je ukljucivalo obelezavanje dva do tri zgednicka
proteinau klasama koje su uporedivane, koji su predstavljali tacke odoncana osnovu kojih
program moze da sprovede automatsko poredenje gelova. 1z izvesStga koji su automatski
kreirani za svaki gel ponaosob, kao i za svako poredenje unutar i izmedu klasa, moze se
steci uvid u stepen slicnosti, odnosno razlicitosti 2D-profila uzoraka dve klase. Na ovaj
natin moguce je detektovati proteine specificne za odredenu klasu uzorka, ¢ak i kad su
prisutni u relativno maloj kolicini.

Odredivanje pl vrednosti u odsustvu pl markera radeno je pomocu lenjira, tako sto
je izmerena udaljenost polozga detektovanog proteina od ivica gela i onda preracunata
njegova pl na osnovu grafikona linearnog gradijenta pH vrednost u gel-stripovima od 11

cm.

Odredivanje molekulskih masa uradeno je direktnim uporedivanjem polozga
detektovanog proteina na 2D-gelu u odnosu na polozgje proteina poznatih masa, sadrzanih
u proteinskom markeru Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific).



4. REZULTATI

4.1. Ispitivanje prisustva gena homolognih Al genima drugih biljnih vrsta u
genomu heljde

U genomskoj DNK heljde je metodom lan¢anog umnozavanja upotrebom gen-
oecificnih prggmera za SRK, SLG, SP11 i MLPK gene roda Brassica, kao i prajmera
gpecificnih za SRNazne i SFB gene roda Prunus, ispitivano prisustvo njihovih homologa

Rezultati lan¢anog umnozavanja DNK upotrebom izrodenih prajmera specifi¢nih za
Al generodaPrunus pokazali su daheljdane sadrzi homologe S-RNaznih i SFB gena.

Rezultati lan¢anog umnozavanja DNK upotrebom izrodenih prajmera specifi¢nih za
Al gene rodaBrassica pokazali su da heljdane sadrzi homologe SRK, SLG i SP11 gena, di
da sadrzi homolog MLPKf2 gena kupusa, koji je nazvan MLPKFe. Umnozeni fragment
imao je 728 nukleotida (prijavljen u DNK bazu podataka pod identifikacionim brojem

FJ858190) i sadrzao je 4 egzona, koji su odgovarali kinaznom regionu MLPK gena

Izvedena MLPKFe aminokiselinska sekvenca pokazala je visoku homologiju sa
protein kinazama drugih biljnih vrsta, krecu¢i se od 81% u Trifolium pratense do 89% u
Populus trichocarpa. Takode, sekvenca je pokazaa 80% dic¢nosti sa MLPKf2 sekvencom
Brassica rapa (AB121973) i APK1A Arabidopsis thaliana (AT1G07570) (Slika 3).
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Slika 3. Poravnanje aminokiselinskih sekvenci koje su izvedene iz nukleotidnih sekvenci
MLPK homologa kod heljde (MLPKFe), arabidopsisa (APK1A) i kupusa (MLPKBI).
Zatamnjeni regioni predstavljgju segmente aminokiselinskih MLPK sekvenci koji su

potpuno identi¢ni izmedu tri vrste.

4.2. | spitivanje uéestvovanja protein kinaza C u Al odgovoru heljde

Vizuelizacijom rasta polenovih cevi pod fluorescentnim mikroskopom, nakon

kompatibilnih i auto-inkompatibilnih polinacija netretiranih i inhibitorom miristilovanih

protein kinaza C tretiranih "pin" i "tram" tuckova, ustanovljeno je da tretman PKC

inhibitorom nije ni u jednoj od primenjenih koncentracija na bilo kakav vidljiv nacin uticao

narast polenovih tubau inkompatibilnim ili kompatibilnim polinacijama (Slika 4).
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Slika4. Rast polenovih cevi posmatran pod fluorescentnim mikroskopom 24 h

nakon polinacija tuckova koji su pre polinacija tretirani inhibitorom miristilovanih
protein kinazaC: A, auto-inkompatibilno oprasen "pin" tucak; B, auto-inkompatibilno
oprasen "tram" tucak; C, kompatibilno oprasen "pin" tucak; D, kompatibilno oprasen
"tram" tucak.
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4.3. Umnozavanje i sekvenciranje segmenta genomske DNK u neposrednoj blizini S

lokusa heljdei analiza sekvenci

U asimetricnoj lan¢anoj reakciji umnozZavanja upotrebom prajmera koji su
gpecificni i poluspecificni za DNK sekvencu u neposrednoj blizini heljdinog S-lokusa, na
genomskoj] DNK heljde iz listova "pin" i "tram" biljaka kao matrici, umnozeno je jedan ili
viSe produkata po paru prajmera, od kojih je 14 sekvencirano (Slika 5). Dobijene sekvence

su navedene u Prilogu A.

a9 - - =% fo= s, = )
- T & N @ ® g G e = N N @ O <0
A O A 6 A avss Bems v o A e O
€ < 3 el s«
T L K L o & DUTER [ PR THON 14
[ P~ [ i P~ P~ I~ (O P I~ P~
Z 2 2 2Nz aEee RS 2 Z2 Z 2
1000 —
— S 700 . -
—_—
e
— — 500 . -— - . !
- " - -—
- - — S
250
-
(bp)
na gDNK lista "pin" biljke na gDNK lista "tram" biljke

Slika 5. Produkti umnozavanja segmenata genomske DNK "pin" i "tram" biljaka heljde u
neposrednoj blizini S-lokusarazdvojeni na 1.5% agaroznom gelu (prajmeri dati u Tabeli 3).



Duzina sekvenciranih produkata kretala se u opsegu od 255 do 875 baznih parova
DNK, a njihov GC sadrzg kretao se izmedu 35% i 44.7% (u proseku je iznosio 40.24%).
Osim toga, sekvence su pokazivale prisustvo repetitivnih  elemenata. Uporedivanje
dobijenih sekvenci sa sekvencama dostupnim u nukleotidnim bazama podataka upotrebom
"BLASTN" programa za pretragu nije otkrilo slicnost ni sa jednom od sekvenci
prijavljenim u NCBI bazi podataka do danas.

Medusobno poredenje sekvenci "pin" i "tram" klasa, otkrilo je da se najveci broj
sekvenci unutar jedne klase, kao i izmedu dve klase, ne preklgpgu medusobno. Jedino se
sekvenca dobijena pomocu N7R; i AD; seta pramera pokazala kao identi¢na izmedu dva
morfa (99% sliénosti sekvence P, | To; sekvence su date u Prilogu A). U pitanju je
kratka sekvenca od 255 baznih parova, ¢ija egzon-intron struktura ukazuje na moguénost
kodiranja proteina slicnog LRR receptoru-nalik serin/treonin protein kinazi GSO2 ili
histon-acetil transferazi HAC2 Arabidopsis thaliana.

Andiza preostalin 13 sekvenci u programima koji identifikuju otvorene okvire
Citanjai prisustvo egzon-intron struktura pokazalaje sledece rezultate: zatri sekvence (P,
P31 Psz) nisu pronadene egzon-intron strukture ni otvoreni okvir ¢itanja, dok je za 9
sekvenci uocen odreden stepen homologije sa sekvencama proteina koji  imaju
prepoznatljive strukture i uloge poput regulacije transkripcije, fosforilacije proteina,
modifikacije hromatina, remodelovanja citoskeleta, itd. Rezultati kompjuterske andlize

sekvenci sumirani suu Tabeli 5.
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Tabela 5. Prikaz rezultata analize genomskih sekvenci "pin" i "tram" biljaka heljde,

dobijenih pomo¢u prajmeraizvedenih iz AFLP N; markera blisko vezanog S'aelu Slokus
heljde, u programima "ORF Finder", "GENESCAN" i "BLASTP" (nazivi potencijanih

homologa i biljne vrsta kojoj pripadaju, oznaka homologne sekvence u proteinskoj bazi

podatakai % homologije izrazen prema ukupnom % preklapanja dve sekvence).

Helid Homologna sekvenca i biljna vrsta kojoj ID sekvenceu NCBI | % homologijeod %
a
: pripada bazi podataka preklapanja sekvenci
acil-koenzim A sintetaza 5
P _ _ _ _ NP_176482.1 48% od 81%
iz Arabidopsisthaliana
protein sa PWWP domenom
_ XP_002873347.1 31% od 89%
Pi2s iz A.lyrata ssp. lyrata
LRR receptor-nalik serin/treonin kinaza GSO2
P _ _ NP_199283.1 34% od 68%
iz Athaliana
hipoteticki protein ARALYDRAFT_480018
P _ XP_002883574.1 48% od 61%
iz A. lyrata ssp. lyrata
Superfamilijaproteinanalik homeodomenu
_ _ NP_175020.1 30% od 66%
iz Athaliana
Predvideni protein A. lyrata ssp. lyrata XP_002875362.1 38% od 91%
P21 TIR-NBS-LRR klasa proteina za rezistenciju
- _ NP_176571.1 33% od 87%
nabolesti iz A. thaliana
ATCHX1 iz Arabidopsislyrata ssp. lyraa | XP_002892905.1 40% od 61%
fitohrom C iz A. thaliana NP_198433.1 25% od 93%
hipoteticki protein ARALY DRAFT_897410
_ XP_002871878.1 26% od 82%
T iz A. lyrata ssp.lyrata
H Protein 2 koji se vezuje za o&ecenu DNK
_ _ NP_200684.2 37% od 52%
iz A. thaliana
T histon acetil transferaza HAS2 iz A. thaliana | NP_564891.4 34% od 78%
WRKY DNK-vezujuéi protein 40
Ta | juct p XP_002889272.1 40% od 81%
iz A. lyrata ssp. lyrata
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Tabela 5. Prikaz rezultata analize genomskih sekvenci "pin" i "tram" biljaka heljde,

dobijenih pomo¢u prajmeraizvedenih iz AFLP N; markera blisko vezanog S'aelu Slokus
heljde, u programima "ORF Finder", "GENESCAN" i "BLASTP" (nazivi potencijanih

homologa i biljne vrsta kojoj pripadaju, oznaka homologne sekvence u proteinskoj bazi

podatakai % homologije izrazen prema ukupnom % preklapanja dve sekvence).

0, 1 0,
Helid Homologna sekvenca i biljna vrsta kojoj ID sekvenceu NCBI o MRARe Bl el %
a : :
: pripada bazi podataka SEARENAEEELE
Protein iz familije kinaza
_ XP_002889521.1 29% od 95%
iz A. lyrata ssp. lyrata
Tirozin kinazasaPB1 domenomiz A.
Ta _ NP_171964.1 29% od 95%
thaliana
Protein trasducinske familije saWD40
iz A lyrat lyratai A. thali XP_002369159.1= 36% od 85%
iz A lyrata ssp. lyratai A. thaliana sp. 60 ()
yralasp.y _ = NP_195154.2
thaliana
protein 713 asociran sa membranom vezikula
_ _ NP_196676.1 30% od 97%
iz A.thaliana
Ta UDP-glukoziltransferaza 91B1 iz A.thaliana | NP_201358.1 37% od 86%
kinazna familijaiz A.lyrata s. lyrata XP_002876502.1 32% od 73%
NRT1.1 iz Arabidopsislyrata ssp. lyrata XP_002889915.1 27% od 72%
Tas Protein iz familije transducinaiz A. lyrata ssp.
o .. _ XP_002869159.1=
lyrata= Protein koji sadrzi WD40 domen iz B 36% od 85%
NP_195154.2
Athaliana
Vakuolarni sortirgjuci protein 39 iz A. haliana | NP_173699.5 39% od 76%
Tss Nitratni transporter iz A.lyrata ssp. lyrata XP_002885459.1 38% od 91%
CESA10 iz Alyrata ssp. lyrata XP_002880684.1 47% od 61%
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44. 2D-PAGE razdvajanje ukupnih proteina polenai tu¢kova heljde

Ukupni proteinski izolati "pin" i "tram" polena, kao i neoprasenih, kompatibilno i
inkompatibilno opraSenih "pin" i "tram" tuckovaheljde, razdvojeni su premaizoel ektri¢nim
tackama i molekulskim masama upotrebom 2D-PAGE. Proteinski 2D-profili otkrili su
prisustvo vise od 200 visoko reproducibilnih proteina u svakom od izolata. Regioni gelova,
u kojima je rezolucija razdvganja bila manjeg kvditeta i onemogué¢avala pouzdanu
detekciju individuanih proteina (pH 3-5.5; 55-110 kDa), bili su izuzeti iz analize u svim

uzorcima.

U proteomima svih uzoraka preovladivali su kiseli i neutralni proteini (pH 3.5-7),
praceni manjim brojem baznih proteina (pH 7.5-9). Proteini su bili rasporedeni u Sirokom
opsegu molekulskih masa (10-130 kDa) (Slika 6). Sastav proteina u neopraSenim
tuckovima/polenu oba morfa, kao i u inkompatibilno i kompatibilno oprasenim tuckovima
oba morfa, bio je u visokom stepenu slican, ali u svakom uzorku detektovani su i proteini
specifi¢ni za dati uzorak (izmedu tri i 15 proteina po gelu, obelezeni crvenim kvadratima,
Slika 6). Opste karakteristike oko 100 proteina (pl, molekulska masa i udeo u ukupnoj
zapremini proteina detektovanih na gelu), koji su detektovani kao specificni za odredeni
uzorak ili grupu uzoraka, navedene su u Prilogu B. Oni su detektovani kao razli¢iti medu
ukupno ngjmanje 2000 proteina, koliko je detektovano u svim uzorcima zajedno, Sto govori
u prilog tome da proteini specifi¢ni za uzorak/grupu uzoraka predstavljgju ngimanje 5%

ukupno detektovanih proteina.

Uporedivanjem 2D-profila "pin" i "tram" uzoraka uoceno je da su se izoldti
neoprasenih "pin" i "tram" tuckova razlikovali u minimum 19 proteina, od kojih je 7
proteina bilo specifi¢no prisutno u "pin" (identifikacioni brojevi ovih proteinau Prilogu B
su: 462, 1414, 1415, 1417, 1421, 1423, 1428), dok je 12 proteina bilo specifi¢no prisutno u
"tram" morfu tucka (njihovi identifikacioni brojevi u Prilogu B su: 216, 244, 263, 2609,
285, 332, 355, 357, 367, 370, 376, 386). Proteinski 2D-profili "pin™ i "tram" polenovih zrna
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razlikovali su se u minimum 15 proteina, od kojih je 8 proteina bilo specifi¢no prisutno u
"pin" polenovim zrmima (identifikacioni brojevi ovih proteinau Prilogu B su: 233,235,273,
501,514,540,564,569), dok je 7 proteina bilo specificno prisutno u "tram" polenovim
zrnima (njihovi identifikacioni brojevi u Prilogu B su: 142, 155, 159, 177, 435, 455, 457).
Pored toga, uocena je i grupa od 12 proteina, koja je bila prisutna samo u neoprasenim
"pin" tuckovima, a odsutna u neoprasenim "tram”, kao i inkompatibilno i kompatibilno
oprasenim "pin" tuckovima (u Prilogu B pod identifikacionim brojevima: 277, 322, 326,
1417, 1419, 1421, 1423, 1427, 1428, 1429, 1434, 1435). U neopraSenim "tram" tu¢kovima
nije uocena dicna grupa proteina ili neka druga grupa proteina slicne specificnosti

ekspresije.

Sto s tice sastava proteoma nakon polinacija, primeteno je da se nakon
inkompatibilnih polinacija u obe morfoloske klase tu¢kova pojavljuju de novo kiseli i

neutralni proteini manje molekulske mase (pl 4-7.5; 13-28 kDa).

Nakon kompatibilnih polinacijau "tram" tu¢kovima pojavljuje se de novo grupa baznih
proteina (pl 8-9.9; 35-43 kDa) i dva neutralna proteina (~32 kDa), dok u kompatibilno
oprasenim "pin" tuc¢kovima nije uocena pojava njima slicne grupe proteina, ai je

primeceno da se de novo pojavljuje grupa manjih, kiselih proteina (pl 4-5; 9-12 kDa).

Naova nacin analize se medu 100 proteina detektovanih kao razlicitin izmedu uzoraka,
izdvojilo njih 21, koji su bili prisutni iskljucivo u jednoj klasi uzorka (Tabela 6). Kao sto se
moze primetiti iz Tabele 6, u pitanju su proteini manje molekulske mase (11-35kDa), koji

pokazuju Sirok opseg pl (4.3-9).
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Tabela 6. Prikaz proteina ¢ije je prisustvo detektovano iskljucivo u jednoj klasi uzoraka. Za
svaki protein navedene su njegove osnovne karakteristike dostupne iz 2D-profila
izoelektricna tacka, molekulska masa, identifikacioni broj i relativna zapreminska
zastupljenost na gelu (udeo zapremine individualnog proteina u ukupnoj zgpremini svih
proteinanagelu), kao i vrstauzorkau kojoj je detektovan.

Redni Id. br. Molekulska | 1zoel. Relativna zaétupljenost
proteina Uzorak/gd
broj proteina | masa(kDa) | tacka )
(% ukupne zapremine)

1 1421 17 8.7 0.79 Neopradeni "pin" tucak
2 1423 17 85 0.76 Neoprageni "pin" tucak
3 1434 11 7.7 0.12 Neopradeni "pin" tucak
4 94 22 6.5 024 NeopraSeni "tram"” tucak
5 514 28 57 101 "Pin" polen

6 569 26 7 0.04 "Pin" polen

7 435 35 43 0.04 "Tram" polen

8 140 14 59 345 Al opraSen "pin" tucak
9 127 17 4.75 1.04 Al opraSen "pin" tucak
10 221 16 51 0.24 Al opraSen "pin" tucak
11 155 13 58 2.78 Al oprasen "pin" tucak
12 220 13 75 0.15 Al oprasen "pin" tucak
13 257 14 6.2 0.38 Al opraSen "pin" tucak
14 111 20 6 202 Al opraSen "pin" tucak
15 231 14 43 0.72 Al opragen "tram" tucak
16 194 19 6.8 0.71 Al opragen "tram" tucak
17 182 15 5.55 184 Al opragen "tram" tucak
18 281 15 9 061 Al opragen “tram" tucak
19 181 13 5.65 3.00 Al opragen "tram" tucak
20 183 22 7.3 234 Al opragen "tram" tucak
21 64 30 6.6 0.77 Al opragen "tram" tucak
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Slika 6. 2D-PAGE profili totanih proteinskih izolataiz: A, neopraSenih "pin" tu¢kova; B,

neopraSenih "tram" tuckova;, C, inkompatibilno opraSenih  "pin" tuckova, D,
inkompatibilno opraSenih "tram" tuckova. Crvenim kvadratima su uokvireni regioni gelau
kojima se nalaze proteini specifi¢ni zadatu klasu uzorka.
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Slika 6. 2D-PAGE profili totanih proteinskih izolataiz: E, kompatibilno opraSenih "pin"
tuckova; F, kompatibilno opradenih "tram" tuckova; G, "pin" polena; H, "tram" polena.

Crvenim kvadratima su uokvireni regioni gela u kojima se nalaze proteini specificni za datu
klasu uzorka.
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5. DISKUSIJA

5.1. Igpitivanje prisustva gena homolognih Al genima drugih biljnih vrsta u genomu
heljde

lako jos uvek ne postoji kompletna filogenetska i filogeografska analiza auto-
inkompatibilnih sistema, najveci broj savremenih autora smatra da su Al sistemi evoluirdi
viSe puta nezavisno u razli¢itim linijama cvetnica, kao i da su geni koji su ukljuceni u Al
odgovore razlicitih vrsta nesrodni (detaljnije objasnjeno u Uvodu, poglavlje 1.3). U prilog
nezavisnog porekla Al sistema, pored postojanja sustinskih razlika u do sada zabelezenim
tipovima Al sistema (¢ak i sistema koji su pod istom vrstom geneticke kontrole, bilo
gporofitne, bilo gametofitne), govore i savremeni molekularni i filogenetski podaci
sakupljni o Al sistemima cvetnica. Takode, opSte zgpazanje molekularne biologije i teorije
evolucije, koje ukazuje da dicni fizioloski proces ne morgu nuzno imati zaednicko
poreklo, ve¢ mogu biti razli¢itog porekla i pod kontrolom razli¢itih genetickih faktora

(konvergentnaevolucija), ¢ini to stanoviste odrzivim.

Nasuprot iznad iznetom stanovistu, zabelezeni su i nalazi koji potvrduju da je medu
Al sistemima prisutna takozvana "trans-specijska evolucija' (Sutherland i sar., 2008),
termin skovan da ukaze na to da evolutivno udaljene Al vrste mogu posedovati iste ili
di¢ne predacke Al gene (npr. vrlo izrazeno u homomorfnoj gametofitnoj Al zasnovanoj na
S-RNazama roda Prunus). Pored toga, nedavno je objavljen i primer sekundarne evolucije
Al lokusa kod Leavenworthia, za koji se smatra da pripada liniji koja se odvojila od linije
predackih gena S-lokusa Brassicaceae pre diverzifikacije S-alela, jer pokazuje domensku
strukturu, sekvence i filogenetsku istoriju slicnu genima Slokusa, ai ne ucestvuje u
razlikovanju sopstvenog od stranog polena. Pretpostavlja se da je u liniji Leavenworthia
doslo do sticanja nove funkcije ovih Slokus nalik genima, Sto je dovelo do evolucije
odvojenog ligand-receptor sistema Al (Chanthai sar., 2013).
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Osim toga, postoji opsta fizioloska slicnost Al odgovora "tram™ i "pin" morfa heljde
gporofitnom Al odgovoru Brassica (Brassicaceae) i gametofitnom Al odgovoru Prunus
(Rosaceae), respektivno, Sto moze podsecati na situaciju u kojoj u jednoj vrsti deluju
gporofitna i gametofitna kontrola (detaljnije objaSnjeno u Uvodu, poglavlje 1.3). Takvi
sluc¢gjevi zabelezeni su u literaturi kod vrsta Theobroma cacao (Sterculiaceae), Cerastium
arvense (Caryophyllaceae) i Sellaria holostea (Caryophyllaceae), za koje se smatra da
predstavljgju primere tranzicije gena izmedu gametofitne i sporofitne kontrole (Allen i
Hiscock, 2008).

Zbog svega navedenog, zakljucili smo da postoji opravdana osnova za ispitivanje
prisustva gena homolognih Al genimarodovaBrassica i Prunus u genomu heljde metodom
polimeraznog lan¢anog umnozavanja upotrebom gen-specifi¢nih pragjmera (dizajniranih ili
preuzetih iz literature). Odabran je pristup koji koristi izrodene prajmere za umnozavanje
genske sekvence, jer su ovi prameri dovoljno specificni za datu sekvencu, di i dovoljno
nespecifi¢ni tako da mogu da detektuje grupu srodnih sekvenci, paje naova natin moguée
otkriti prisustvo homologa, ¢ak i ukoliko su vremenom akumulirali razlike u odnosu na Al

gene Brassica i Prunus sakojimabi mogli dadele zgednicko poreklo.

Ispitivanje prisustva gena homologih SRK, SLG, SP11 i MLPK genima Brassica,
kao i SRNaznim i SFB genima Prunus, pokazalo je da u genomu heljde nema homologa
KK, SLG, SP11 genima, kao ni SRNaznim i SFB genima, ai da postoji homolog MLPK{f2
genu Brassica.

Znatgna homologija MLPKFe sa MLPKf2 Brassica (80%), za koju je poznato da
ima ulogu pozitivnog medijatora signala u Al odgovoru kupusnjaca, moze, ai ne mora
znaciti da MLPKFe ima ulogu u Al hejde. Posto proteinska MLPK familija obuhvata
brojne proteine koji su prenosioci signala u razlicitim fizioloSkim procesima, moguce je da
ML PKFe u¢estvuje u nekom sasvim drugom fizioloSkom procesu heljde. Do zakljuckadalli
ML PKFe u¢estvuje u Al odgovoru heljde mogli bismo doéi posredno, tako Sto bismo pratili
gensku ekspresiju MLPKFe u tkivima lista, cveta, polena/antera, tucka, kao i u razli¢itim
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razvojnim stadijumimatucka Ukoliko MLPKFe ucestvuje u Al odgovoru heljde, oc¢ekivali
bismo da se primeti razlika u njenoj ekspresiji u razlicitim tkivima, tako Sto bi najvisi nivo
ekspresije imala u tuckovima, znatgino nizi nivo ekspresije u listovima, dok ne bi bila
eksprimirana uopste u polenu/anterama, slicno shemi ekspresije njenog homologa MLPK{2
kod Brassica (Kakita i sar., 2007d). Takode, ocekivali bismo da se u toku sazrevanja tucka,

njen nivo ekspresije postepeno povecavai daje nagjvisi pred samo otvaranje cveta

5.2. Tretman inhibitorom protein kinaza C

Kako je ranije uoceno, kacijum ima vaznu ulogu u Al odgovoru heljde (Miljus-
Buki¢ i sar., 2003), Sto je potvrdeno i za neke druge Al sisteme poput gametofitne Al
Poaceae (videti pod 1.4.3.), medutim nije poznata njegova konkretna uloga u Al heljde.
Imaju¢i u vidu razlicite izvesStaje koji govore u prilog tome da protein kinaze mogu
ucestvovati u Al odgovoru (npr. MLPKf2 Brassica je receptoru nalik kinaza), kao i da
protein kinaze C aktivirane Ca?* jonima (npr. Ca?*/kalmodulin-zavisna kinaza) imaju vaznu
ulogu u proces ma signane transdukcije eukariota (i da u tom signalnom putu mogu biti
kuplovane sa receptoru nalik kinazama), odlucili smo da testiramo kakav efekat na Al
odgovor heljde ima tretman inhibitorom miristilovanih protein kinaza C (za membranu

vezanih kalcijum- i fosfolipid-zavisnih protein kinaza).

Na ovg natin Zeleli smo da testiramo potencijalnu ulogu kalcijum-zavisnih protein
kinaza vezanih za membranu, poput Ca*/kalmodulin zavisne kinaze, u Al odgovoru heljde
i time posredno ispitamo jedan od mogucih nacina angazovanja kalcijuma u heljdinom Al
sistemu. Ukoliko bi Ca?* zavisne PKC bile zaista deo Al odgovora heljde, ocekivali bismo
da tretman ovim inhibitorom dovede do naruSavanja signalnog puta u inkompatibilnoj
reakciji, Sto bi dovelo do narusavanja kaskade neophodne za realizaciju Al odgovorai rast
sopstvene polenove cevi ne bi bio zaustavljen na 2/3 duzine stubi¢a "pin" tuckaili na spoju

zigai stubi¢atucka "tram" morfa.
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Rezultati tretiranja tuckova PKC inhibitorom pre polinacije, pokazali su dainhibitor
nije na vidljiv nacin uticao na rast polenovih tuba u inkompatibilnim polinacijama ni kod
"pin" ni kod "tram" morfa. Dakle, za membranu vezane kalcijum- i fosfolipid-zavisne
protein kinaze C nemagu ulogu u Al odgovoru heljde, tako da kalcijum svoju ulogu u Al
sistemu heljde ostvaruje naneki drugi nacin.

5.3. Sekvence segmenata genomske DNK blisko vezane S-lokusu heljde

Do sada ne postoji ni jedan podatak o genima ukljuc¢enim u sporofitni heteromorfni
Al odgovor heljde. Ipak, razvijeni su markeri iz kojih su izvedeni pragjmeri za umnozavanje
sekvenci u blizni Slokusaili u samom S-lokusu, &o ¢ini moguc¢im njegovo fino mapiranje
(Naganoii sar., 2001).

Upotrebom prajmera izvedenih iz AFLP N; markera u reakciji termalnog
asimetricnog lancanog umnozZavanja, dobijeno je u nekim reakcijama i vise od dva
produkta umnozavanja. To nije neo¢ekivano buduci da se ova reakcija umnozavanja upravo
koristi kombinacijom specifi¢nih i poluspecificnih prajmera uz variranje temperature da
poveca prinos specificnog umnoska u odnosu na nespecificne (koji su neminovno prisutni
usled samog dizgjna ovakve reakcije umnozavanja) i natg] nacin dok se oslanja na jednu
poznatu sekvencu omogucuje umnozavanje do tad nepoznatog susednog regiona genoma.
Takode, moze se primetiti da je u svim reakcijama po prinosu dominirao ngjmanje jedan, a
ng vise dva produkta, sto moze odgovarati situacijama homozigot/heterozigot za andlizirani
region.

Sekvence koje su proizasle kao rezultat ovog istrazivanja, pruzile su uvid u
nukleotidni sastav regiona bliskog Slokusu i ono $to je prvo vidljivo jeste njihova
repetitivna struktura, sto je upravo i odlika S-lokusa i njemu bliskog regiona DNK. Dadlje,
medusobnim uporedivanjem dobijenih sekvenci ustanovljeno je da se najveci broj sekvenci

unutar jedne klase ("pin"/"tram" klase) medusobno ne preklapa, Sto ukazuje da su
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sekvencirani fragmenti poreklom sa razlicitih mesta bliskih S-lokusu, ali ne znamo koliko
U ta mesta medusobno udaljena. Da bi se ostvarilo preklapanje tj. povezivanje u niz
sekvenciranih fragmenata moze se probati landano umnozavanje sa pragmerima
dizajniranim iz dobijenih sekvenci ili prajmerima dostupnim iz literature, npr. onim koji su
izvedeni iz drugih markera bliskih S-lokusu kao Sto je npr. shtl marker za rasgavanje

semena (Matsui i sar., 2004).

Medusobno uporedivanje sekvenci izmedu "pin" i "tram" biljaka pokazao je da
medu sekvencama nema preklgpanja, izuzev jedne sekvence, koja je umnozena pomocéu
N7/R; i AD; seta prajmera, i koja je pokazaa identicnost analiziranog fragmenta genomske
DNK u "pin" i "tram" biljkama (sekvence P.i, i T, Prilog A). U pitanju je kratka
sekvenca od 255 baznih parova, cija egzon-intron struktura ukazuje na moguénost
kodiranja aminokiselinske sekvence, koja pokazuje homologiju sa LRR receptor-nalik
serin/treonin protein kinazom GSO2 ili kodiranja aminokiselinske sekvence koja pokazuje
homologiju sa histon-acetil transferazom HAC2. Ukoliko razmotrimo uloge ova dva
proteina, oba imaju ulogu koja je dovoljno opsta i neophodna za reprodukciju da se
opravdano bilo koji od njih moZe naci lociran u regionu bliskom S-lokusu oba morfa. Sto se
tice LRR receptoru-naik serin/treonin protein kinaze GSO2, poznato je da je locirana u
membrani i da zgedno sa GSO1 omogucuje razvoj epidermane povrsine embriona i
kotiledona, a uklju¢enajei u fazu jedarne deobe u procesu megagametogeneze. Uglavnom
je eksprimirana u silikama, semenima, kotiledonima, embrionima, cvetnom pupoljku, ali
nije primecena njena ekspresija u listu, korenu i stem tkivima (Pagnussat i sar., 2005;
Tsuwamoto i sar., 2008). Takode, histon-acetil transferaza HAC2 je protein koji acetiluje
histone, obelezavaju¢i ih za transkripcionu aktivaciju. Prisutan je u jedrima ¢elija rozeta
listova, stem tkiva i cvetova Sadrzi repetitivni motiv cinkanih prstiju i ucestvuje u
procesima modifikacije hromatina, DNK-zavisne transkripcije i njene regulacije (Pandey i
sar., 2002).

Pored sekvence Py, tj. Ty, analiza otvorenih okvira ¢itanjai egzon-intron struktura

je dovela do zanimljivih predloga mogucih uloga i za vecinu ostalih sekvenci (Tabela 5),
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od kojih ¢u prodiskutovati samo nekoliko moguénosti za sekvence Pizs, Tai, Tais. [zvedena
aminokiselinska sekvenca za P15 segment DNK moze pripadati grupi proteina koji sadrze
PWWP domen; izvedena aminokiselinska sekvenca za Tz pokazuje sli¢cnost sa WRKY
DNK-vezuju¢im proteinom 40 ili tirozin kinazom sa PB1 domenom, dok izvedena
aminokiselinska sekvenca za T3;3 podse¢a na familiju transducing, proteina koji sadrze
WD40 domen. Proteini sa PWWP domenom pripadaju nuklearnim proteinima, koji imaju
ulogu u rastu i diferencijaciji ¢elija. Predlozeno je da je PWWP domen omogucéuje protein-
protein interakcije izmedu nuklearnih proteina uklju¢enih u diferencijaciju (Stec | sar.,
2000). Sto se tice WRKY DNK-vezujuéeg proteina 40, on pripada velikoj familiji
transkripcionih faktora, koji uc¢estvuju u prenosenju signala u toku razvoja, dormantnosti i
germinaciji semena, razvojnim procesima, starenju, biotickom/abiotickom stresu, a moze
delovati i kao aktivator i kao represor transkripcije (Rushton i sar., 2010). Zanimljivo je dai
svi ostali predlozeni proteini imaju uloge u prenoSenju signala: npr. tirozin kinaza sa PB1
domenom (karakteristika mnogih signanih citoplazmatskih proteina eukariota) ucestvuje u
slozenoj transdukciji signala, ili familije transducina/WD40 domen proteina (karakteristi¢ni
za proteine eukariota, familija ima Sirok spektar uloga, od signalne transdukcije, preko

procesovanja prekursoraiRNK, do sastavljanja citoskeleta) (Xu i Min, 2011).

Za tri sekvence, P34, Psss i Psss, za koje nisu pronadene egzon-intron strukture ni
otvoreni okviri ¢itanja, njihovo odsustvo moze ukazivati ili da su tako pozicionirane daiako
su kodirgjuée strukture njihov umnozeni segment ne omogucuje detekciju egzon-intron
strukturaili nato dasu navedene tri sekvence deo nekodirgjuéeg regiona DNK, sto se moze

ustanoviti umnozavanjem pomocu prajmera dizajniranih specifi¢éno za ove sekvence.

5.4. 2D-PAGE razdvajanje ukupnih proteina polenai tu¢kova heljde
Nakon izolacije i polinacije tuckova, a pre ekstrakcije proteina, uklonjeni su plodnici

tuckova zbog toga sto su bogati rezervnim proteinima, koji bi mogli da otezgu detekciju

proteinazigai stubiéatuckova, medu kojima o¢ekujemo da se nadu proteini koji ucestvuju
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u Al odgovoru heljde. Pored toga, joS jedan kritican momenat bio je odabir vremena
izolecije proteina u odnosu na trenutak inkompatibilne polinacije. Poznato je da je Al
odgovor cvetnica generalno brz odgovor i da pokazuje izrazenu vremensku dinamiku, kao i
da kod heljde "tram" morf ima znac¢gno brzu Al reakciju nego "pin" morf (na Sta ukazuje
mesto zaustavljanja rasta sopstvene polenove cevi). Zato je odabrano vreme Al reakcije (od
trenutka polinacije do trenutkaizolacije proteina) iznosilo 1,5h, jer je protumaceno dapruza
dovoljno vremena da se ukljuci niz nizvodnih ucesnika Al odgovora, bez da su neki od njih

vec intenzivno degradovani u proteazomima.

Da bismo stekli uvid u sastav proteomatuckovai polena dva cvetna morfa heljde, abez
dostupnih podataka o njihovom sastavu iz literature, odlucili smo se za razdvajanje proteina
prema izoelektri¢noj tacki na ngjsirem opsegu pH, 3-10. Odabrani opseg rezultovao je 2D-
PAGE proteinskim profilima solidne rezolucije, omoguc¢avauci detektovanje preko 200
individualnih proteina po uzorku/gelu, kao i uocavanje proteina specifi¢no prisutnih u "pin"

i "tram" profilima, kao i u profilimainkompatibilnih i kompatibilnih polinacija

Ipak, ostvarena rezolucija bi mogla biti joS poboljSana u kiselim regionima gela (pH 3-
5) u zoni proteina molekulskih masa od 55 do 130 kDa. Za sada su ovi regioni gelova u
svim uzorcima iskljuceni iz analize, iz razloga Sto su u svim uzorcima ngvise zastupljeni
proteini navedenih karakteristika, Sto otezava pouzdanu identifikaciju pojedinacnih proteina
u tom regionu. Za potrebe inicijalnog istrazivanja sastava proteoma i sticanja prvih opstih
informacija o slicnostima i razlikama proteoma andiziranih uzoraka, izuzimanje ovog
regionaiz analize uzoraka ne predstavlja poseban problem. Medutim, kada dode nared faza
sakupljanja ukupnih podataka koje pruzau 2D-PAGE proteinski profili uzoraka bice
potrebno da se upotrebe sve informacije koje 2D gel pruza, $to se moze posti¢i upotrebom
stripova uzeg opsega pH, npr. 3-7, koji bi zna¢ajno poboljsati rezoluciju 2D profila proteina

U naznacenom regionu.

Andiza 2D proteinskih profila osam klasa uzoraka (totalnih proteinskih izolata

"pin" i "tram" polena, neoprasenih, inkompatibilno i kompatibilno oprasenih "pin" i "tram"
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tuckova), pokazalaje dapostoji visok stepen sli¢nosti izmedu proteinaprisutnih u "pin” i u
"tram" klasi, kao i izmedu klasa inkompatibilnih i kompatibilnih polinacija. Oveg nalaz
potvrduje da proteomi andiziranih reproduktivnih tkiva u svom sastavu sadrze veliki broj
zgjednickih proteina, Sto je i bilo ocekivano, jer ipak ngvedi relativni udeo u proteomu
reproduktivnih tkiva svih vrsta cvetnica, bile one Al ili ne, imgju proteini koji imaju opste
uloge u cvetu (npr. za opste polen-tucak interakcije). U prilog tome govore i rezultati
istrazivanja u divljem paradgzu (Solanum pennellii), koji su pokazali da u proteomu
nezrelih tuckova (5 dana pre otvaranja cveta) najvecu relativnu zastupljenost imaju histoni i
ribozomalni proteini, Sto je u skladu sa fazom poviSene stope ¢elijskih deoba i ubrzanim
metabolizmom, ai kasnije, sa sazrevanjem tuckovai sticanjem pune Al odnosi relativne
zastupljenosti se menjaju u korist proteina povezanih sa metabolizmom i transportom lipida
(Chalivendra i sar., 2013). Zanimljivo je to da se ve¢ina ovih proteina moze klasifikovati u
CRP grupu proteina (proteini bogati cisteinom). Upravo za tu grupu proteina su Marshal i
sar. (2011) pokazali da je uklju¢ena u opste polen-tucak interakcije, kao Sto su: formiranje
eksudata na zigu tucka, adhezija i rast polenove cevi, odbrani tucka od patogena ili u
interakcije polena i tucka (remodelovanje celijskog zida, pektinaze, poligaakturonaze,
ekspanzini), itd.

| pored visokog stepena slicnosti sastava proteoma andiziranin klasa uzoraka,
zahvaljujuci visokoj osetljivosti 2D-PAGE metode omogucéena je i detekcija vrlo mae
koli¢ine specificno eksprimiranih proteing, koji su vezani za odredeni tip morfa cveta ili
njegov Al sistem. Na tg nacin u osam andiziranih uzoraka detektovali smo 21 protein
jedinstveno prisutan samo u jednoj klasi uzorka. Za sada znamo samo njihove opste
karakteristike, poput izoelektricne tacke, molekulske mase i njegove relativne zapreminske
zastupljenosti u uzorku. U nastavljanju istrazivanja specifi¢ni proteini bi trebalo da budu

identifikovani/sekvencirani, ¢ime ¢e se steci i uvid u njihovu potencijanu ulogu.

Grupa proteina identifikovana kao specificna za 2D-profile "pin" neoprasenih
tuckova (njihovi identifikacioni brojevi u Prilogu B su: 187, 230, 277, 322, 326, 344,
1417, 1418, 1419, 1421, 1423, 1427, 1428, 1429, 1435) (tj. odsutna u 2D-profilima "tram"



neoprasenih  tuckova, inkompatibilno i kompatibilno oprasenih "pin" tuckova),
ngverovatnije ukazuje na proteine koji su zaduzeni za opsti odgovor "pin" tucka pri
oprasivanju, nezavisno od toga da li je polen sopstveni/srodan ili ne, ali nije specificna za
Al odgovor "pin" tuckova.

Proteini koji se pojavljuju de novo u 2D-profilima auto-inkompatibilnih i kompatibilnih
polinacija mogu se javiti ili kao rezultat de novo sinteze proteina u signalnoj kaskadi
dogadaja izazvanoj polinacijom sopstvenim/nesrodnim polenom ili nastati degradacijom
proteina prisutnih u 2D-profilima neoprasenih tuckova. lako uzrok moze varirati od slu¢gja
do slu¢gia, da bismo mogli da zakljucimo koji od ova dva dogadga je uzrok pojave
odredenog de novo proteina, potrebno je da uradimo identifikaciju/sekvenciranje barem

proteinanavedenih u Tabeli 6, ako ne i svih proteina navedenih u Prilogu B.

5.5. Perspektiva istrazivanja molekularne osnove Al odgovora heljde

Na osnovu iznetih rezultata istrazivanja mozemo zakljuciti da je specifi¢nost
prepoznavanja sopstvenog polena kod heljde pod kontrolom gena koji se razlikuju od gena
uklju¢enih u sporofitni auto-inkompatibilni odgovor Brassica i gametofitni auto-
inkompatibilni odgovor Prunus. Dobijene nove genomske sekvence bliske S-lokusu nisu
pokazale homologiju sa bilo kojom od nukleotidnih sekvenci u bazama podataka, ali nakon
analize u programima za identifikaciju otvorenih okvira ¢itanja i egzon-intron struktura
pronadene su potencijalne homologne aminokiselinske sekvence u proteinskim bazama
podataka, cije su predlozene uloge uglavnom obuhvatale prenoSenje signala i regulaciju
transkripcije.

Da bismo razjasnili koje od mnogobrojnih predlozenih uloga mogu zaista da se
odnose na andizirane sekvence, potrebno je andizirati duze fragmente DNK bliske S
lokusu. Te duze fragmente mozemo dobiti npr. lancanim umnozavanjem sa prajmerima

dizajniranim iz novih sekvenci ili pak prajmerima dostupnim iz literature, ali izvedenim iz
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drugih markera bliskih S-lokusu, kao sto su npr. SCAR markeri (Jotaro i sar., 1999) ili
markeri novijeg datuma poput shtl markera kojim se prati rasgjavanje semena, a koji je
blisko vezan Slokusu (Matsui i sar., 2004). Takode, joS jedna moguc¢nost je da se
(ne)radioaktivno obelezi jedan od produkata umnozavanja N7 prgmerimai upotrebi kao S
lokus specifi¢na proba u blotovanju po Southern-u, a zatim da se restrikcioni fragment

genomske DNK sa kojim proba bude hibridizujovda uklonirai sekvencira.

Uporedo sa daljim sekvenciranjem segmenata genomske DNK bliskih S-lokusu, do
proteina kandidata za u¢esnike u Al odgovoru heljde mozemo doci i direktnim pristupom,
kroz andiziranje proteoma inkompatibilnog i kompatibilnog odgovora oba morfa. Trenutno
najbolji kandidati za proteine ucesnike Al sistema su upravo proteini detektovani kao
gpecificno prisutni u auto-inkompatibilno oprasenim "pin"/"tram" tuckovima. lako
spomenuti proteini mogu imati i neku drugu ulogu, kao npr. u determinaciji morfologije
cveta ili dl., njihova identifikacija ili sekvenciranje ne samo da bi pruzili uvid u njihovu
potencijalnu ulogu, ve¢ bi pruzili i uvid u nukleotidnu sekvencu na kojoj pociva njihova
sinteza, na osnovu koje bismo se mogli joS vise pribliziti genima S-lokusa, medu kojima su

zasigurno i Al geni.

Rezultati dosadasnjeg istrazivanja ukazuju da bi dalje nastavljanje sa istrazivanjem
zaista moglo dovesti do znatgnog pomaka u rasvetljavanju molekularne osnove
heteromorfnog sporofitnog Al sistema heljde. Upoznavanje geneticke i biohemijske osnove
Al sistemaimale bi veliki prakticni znacg u programima oplemenjivanja heljde, kao i u

produbljivanju znanja o slabo proucenim sporofitnim hetermorfnim Al sistemima cvetnica
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6. ZAK LJUCCI

v Nije pronaden dokaz prisustva homologa S-RNaza i SFB, gena za koje je poznato da
kontrolisu homomorfni gametofitni Al odgovor roda Prunus (Rosaceae), u genomu
heljde.

v Nije pronaden dokaz prisustva homologa SRK, SL.G, SP11, gena za koje je poznato
da kontrolisu homomorfni sporofitni Al odgovor roda Brassica (Brasicaceae), u
genomu heljde.

v Specificno prepoznavanje sopstvenog od stranog polena kod heljde je pod
kontrolom gena koji se razlikuju od gena odgovornih za specifi¢no prepoznavanje
sopstvenog od stranog polena u sporofitnom auto-inkompatibilnom  sistemu
Brassica (Brasicaceae) i gametofithom auto-inkompatibilnom sistemu Prunus

(Rosaceze).

v/ ldentifikovano je prisustvo homologa M-lokus protein kinaze izoforme 2 (MLPKf2)
Brassica (koja ima ulogu pozitivnog medijatora signala u Al odgovoru Brassica) u
genomu heljdei heljdin homolog nazvan je MLPKFe.

v/ Parcijalna nukleotidna sekvenca MLPKFe dugacka je 728 nukleotida i sadrzi 4
egzona, koji odgovaraju kinaznom regionu gena.
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v/ lzvedena aminokiselinska sekvenca MLPKFe pokazala je visok stepen homologije
sa protein kinazamadrugih biljnih vrsta, krecuéi se od 81% u Trifolium pratense do
89% u Populus trichocarpa. Takode, sekvenca je pokazala 80% homologije sa

MLPKf2 sekvencom Brassica rapa i APK1A Arabidopsis thaliana.

v Tretman tuckova oba morfa heljde inhibitorom miristilovanih protein kinaza C pre
polinacija tuckova nije uticao na bilo kakav vidljiv natin na rast inkompatibilnih
polenovih cevi ni kod "pin" ni kod "tram" morfa, Sto ukazuje da za membranu
vezane kalcijum- i fosfolipid-zavisne protein kinaza C ne u¢estvuju u Al odgovoru
heljde.

v Umnozavanje DNK segmenata vezanih za Slokus heljde upotrebom prajmera
dizgjniranih iz N; AFLP markera (blisko vezanog S' alelu Slokusa heljde),

omogucilo je dobijanje 14 novih sekvenci genomske DNK heljde.

v Duzina 14 novih nukleotidnih sekvenci heljde kretala se u opsegu od 255 do 875
baznih parova DNK, anjihov GC sadrzg izmedu 35% i 44.7% (u proseku 40.24%).

v/ Sekvence su pokazivale repetitivnu strukturu (karakteristika S-lokusa mnogih Al

cvetnica), sto ide u prilog fizi¢koj bliskosti ovih sekvenci i Slokusa

Vv Sekvence Pz i Tao, umnozene pomoéu N7R1 i AD; seta pramera, bile su identi¢ne:
duzine 255 baznih parova sa egzon-intron strukturom koja ukazuje na sli¢nost sa
LRR receptor-naik serin/treonin protein kinazom GSO2 ili sa histon-acetil
transferazom HAC2,;
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Anaizaotvorenih okvira ¢itanjai egzon-intron struktura za 9 sekvenci ukazala je na
di¢nost sa razli¢itim grupama proteina koji uglavnom imgu uloge u transdukciji

signalai regulaciji transkripcije.

Zatri sekvence (Pias, Ps33 1 Psss) nisu pronadene egzon-intron strukture ni otvoreni

okvir ¢itanja.

2D-PAGE profili totalnih proteinskih izolata "pin" i "tram" polena, neoprasenih,
kompatibilno i inkompatibilno oprasenih "pin" i "tram" tuckova heljde, otkrili su

preko 200 visoko reproducibilnih proteinau svakom od izolata

Proteini su bili rasporedeni u Sirokom opsegu molekulskih masa (10-130 kDa), uz
preoviadivanje kiselih i neutralnih proteina (pH 3.5-7), pracenih dosta manjim

brojem baznih proteina (pH 7.5 - 9) u svakom od izolata.

Uocen je visok stepen dli¢nosti proteoma "pin” i "tram" polena odnosno neoprasenih
"pin" i "tram" tuckova, kao i proteoma inkompatibilne/kompatibilne polinacije
"pin" i "tram" tu¢kova, &to ukazuje da najveci relativni udeo u svim uzorcimaimaju

proteini saopstim ulogamau cvetu.

Detektovali smo oko 100 proteina razlicitih medu klasama, Sto ¢ini ~5% ukupno
detektovanih proteina. Medu 100 razlicitih proteina, detektovali smo 21 protein
prisutan iskljucivo samo u jednom uzorku, tj. vezan specificno za odredeni morf
cvetaili njegov inkompatibilni odgovor.
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v 2D-profili "pin" i "tram" neopraSenih tuckova razlikuju se u nggmanje 19 proteina,
od kojih je 7 proteina specifi¢no prisutno u "pin”, a 12 proteina u "tram" morfu
tucka.

v/ 2D-profili "pin" i "tram" polena razlikuju u najmanje 15 proteina, od kojih je 8

proteina specifi¢no prisutno u "pin®, a7 proteinau "tram" polenu.

v/ ldentifikovana je grupa baznih proteina srednje molekulske mase (pl 8-9.25; 39-55
kDa) i dva mala bazna proteina (pl 8,5-8,8; 17 kDa) koji su specifi¢ni za "pin"
neoprasene tuckove, akoji nestgju iz 2D-profila nakon polinacije, nezavisno od toga
da li je polinacija bila inkompatibilna ili kompatibilna. U "tram" neoprasenim
tuckovima nije detektovana slicna grupa proteina

v Detektovana grupa baznih proteina neopragenih "pin" tuckovaje specificnaza "pin"

morf cvetai sadrzi proteine ukljuc¢ene u op&ti odgovor "pin" morfa na oprasivanje.

v/ U 2D-profilimainkompatibilnih polinacija"pin" i "tram" tuckovauoceno je de novo
pojavljivanje kiselih i neutralnih proteina manje molekulske mase (pl 4-7.5; 13-28
kDa).

v Nakon kompatibilnih polinacija u "tram" tuckovima pojavljuje se de novo grupa
baznih proteina srednje molekulske mase (pl 8-9.9; 35-43 kDa) i dva neutrana
proteina (~32 kDa). U kompatibilno oprasenim "pin" tuckovima nije uocena pojava
njima sli¢cne grupe proteina, ai je prime¢eno de novo pojavljivanje grupe manjih
kisdlih proteina (pl 4-5; 9-12 kDa).
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Vv Rezultati istrazivanja otvargu niz novih moguénosti i ukazuju da bi nastavljanje
istrazivanja moglo dovesti do znatajnog pomaka u rasvetljavanju molekularne

osnove heteromorfnog sporofitnog Al sistemaheljde.
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8. DODATNI MATERIJAL

PRILOG A. Genomske sekvence heljde bliske Slokusu dobijene umnozavanjem pomocu
prajmera izvedenih iz AFLP N; markera (pogledati u Tabeli 2), kaji je blisko vezan S'
alelu Slokusa heljde (P, sekvence genomske DNK "pin" biljke; T, sekvence genomske
DNK "tram" biljke).

P11> 704bp

GAAATCACCCAT GGAGT AAGT GTGCTAGGATAGT TGCTTAGAACT TCCCT T TCCGAGACT TACCCGGTAAGGA
TAGGT TAGACCT CTAGGCAACAAATCCGGT TTGTGTAGAATTCCAATCCTTAGGT TCT TAGAGACT TACCCGG
TAACGAGACCT TAAGAAT GGAT TAGCGGACCAT GAGACT TACCAGGTGATTGAT CCCACT TCATAAACACTTA
CTCCOGACATAT CATAGATCACCCAAGGAAT GATTAGATAGCT TGAGT CCTATGCCATAATCGGAATTTCCAA
CCCCTAGAATCCGITTCTCTCTTTTGATTCATATCTCGTGI TTAGCTTGI TTCTTTGTTTTGATTCATTAGCT
TAGTTGATTGCTTACTTTTACATGAAT TGT GATCCT TGATTGATCACT TAAAACCAACCAAAAACAATTGAGA
TTTTCATTTCTTTATTTCTTTCTCATTTCTTAACTTAGATCT TCACTAGACTTAATCATAAACCGAATCAATC
TCACCTTAGTCTTTGI GI TCGACCT CGGAATACT AT CCACACTACGAACGT CCCGTACACT GCGGEGT GCGCTA
GGAGT TAGGAGAAATATAACGAGTATAAATTTAAGACT TAT TGT GCACACAT CCTGAGCGTAACAAGACCTAC
CCGGTGATTAATCCCAATCTAGAAACACTTACTCCATGGEGTGATTTC

P125> 397bp

CACOCATGGAGT AAGT GT TTCCAAAGGACGT TTATAATCATACT TGTAATGATTGAAT TTGCACAT GACACAA
ACTTAATAATTTAGAAGCTCATGTGACATTTTATTCTAAAAT CAGTCAATAATGTGT TTGTTATTCCGTTTTA
GTTGTGGATTCGAGGTAATATTATTTCGOCTCATTTTTATAATAACT TTTGTACGTGGAGTGATTTTTTTAGT
GGACTT GAAGT GROGGAACGAGAT GAT TTTTCAGCATGCGTCTTT TGT CGGGGAT TGACATCGGCACATGCT T
GCTACGGCTAAT GAGT AT TGT TAAGCT TGGAAT AAGAAGCAT CTTATGAGAACT TCACGACGT CGGATTACT T
TGATGGCTTGEGAAACACTTACTCCATGRGTG

P134> 255bp

GAAATCACCCAT GGAGT AAGT GTGCTAGGATAGT TGCTTAGAACT TCCCT T TCCGGGACT TACCOGGTAAGGA
TAGGTTAGACCT CTAGGCAACAAATCCGGT TTGTGTAGAATTCCATTCCTTAGGT TCTTAGAGACT TACCCGG
TAACGAGACCTTAAGAAT GGAT TAGCGGACCAT GAGACT TACCAGGT GATT GATCCCAAT CTAGAAACACTCA
CTCCCAACATATTGCACTTACTCCATGGGTGATTTC

P21> 875bp

CACCCATGGAGT AAGTGT TTCCOCAACAACCAAAGT TATATCCTCGT CAAAATTAAAATCATCTTCTACAATA
GTTATACAACCAGAATCCTGCGATTTCATCTTTTTAGGACAT TCGTTATTTCAATGCCTTTTTTCCTTACAAT
AGTTACAAACAT CATTCAGCT TATGACCT T TTGAAGAAGACAATTTATTGTCCTTCTTCTTCCTTGATTTTTC
TTGTTCCTTGCCTTCACT TGTAAACAT TCCATATGCTTGATTGTCCTTTACCTATACCACT TTCATTCACCCT
GTGGCATAGT TCOCT TGT ATGAAGGGCAAACT TGATGTCTACTAGAAT AATAGT ATCTTTTCCAACAATATAT
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TATTGAACGAAGT TTTTATAT GAT GACGGT AGAGATACCAACATATTAATCAACGAAACATCCTTGT CCTCAA
CCTTAACCTTAATATTCAAATCTAGAAGAATTGT GT TCAAGT GATCTAAGT GTTCACGAAATTGCGTACCTTC
TTCCATTCGAAGGT TGAACAT AAGCTACTTTAGAAGT TAATATGAGACT TCATCGT GTAGAGGCTCTCCAACT
TCAACCATAGI TTGGT TACGATGT CTTGATCTGAAACCT CACATAAGACATCATTTGTGAGAAACATCATGAT
GGITGAATGTACCTTGI CCTCCTTAGT GACCATCTCAACAACATCGTCCTTTTCCTTATCGGATTCTTTTTTG
ACAATAAACCCGTAAGCATTGT TGT TTCTACAAAGCTAACATCTTGATTTACCATATACT GAAACTGTCCTCT
TTGTGAACTTCTCGATCT TCATGT TGAAAGAAGACATAT TTCTCCTAGAT TACAGAATACAAAAAAAAAGAC

P212> 375bp

CACCCATGGAGT AAGTGT TTCCAT AAGCAT CTTAACT GT AGGGCATAACCACGT CTTATTACAAATCGATCTT
ATCTTCTTTGCT CTCOOGGT CATCCCAACATGT TGGGGGAGT TCTTTGTATTCCACCTAAGCTTGCATCATTC
CTTCGAGTACGT GTAGAACTACTTCATTTCCTTATGTAACAT CAATCCGACCGT AGAGGT TCTAGCCTCAATC
TTTTATATGCTTCTTGTACATCTCATATCGACATCATACTTCAAGACT TCAGTCTTCTCTTACTCTGGTTGGT
OGCCATATACATCTCTCGGTATOCCAT AAACAACT CCAT AACCGT ACCAGT ATGCCCTGT GGGAAACACTTAC
TCCATGGGTG

P333> 255bp

GAAATCACCCAT GGAGTAAGT GTGCTAGGATAGT TGCAT AGAACT TCCCT T TCCGAGACT TACCOGGTAAGGA
TAGGTTAGACCT CTAGGCAACAAAT CCGGT TTGTGT AGAAT TCCAATCCTTAGGT TCTCAGAGACT TACCOGG
TGATAAGATCTTAGGAACGGAT TAGT GGAT CATGAGACCT ACCCGGT GATTGAT COCAAT CTAGAAACACTCA
CTCOCAACATATTGCACTTACTCCATGGGTGATTTC

P43> 292bp

GCCAAACAT CTCGOGT ACCAGAAAACCTAGAAGAT GATAACT TTAGTAGAT GAATCAAAGCTGTACCATTTTG
TATGCATGATTTATTGGATCAACT TAGGGT GGAAACCATGAT TTTACT GCAAATTAGTACTATTTATCATGAA
AGGAAATAAAAT CTGAAATACAT GAAT TGT GAT TAGCAT TCGT TGACATTAGACGCAACAAAT CTAGOCAAAA
ACTTGATATGTTCTTTCCTGT TTTCTCATGGCT TCTCCTTCT TCT TTCTCGOCT GGTACGOGAGATGTTTGEC

P53> 274bp

TOGCGT ACCAGAGGGT GT GCAAACCAT AAAAAGGAGCAATTTGACTGOCAT GCATGAATTTCAAACTAAAGCA
CAAATGATTTGATOCTACCAAAACCAAAT CAAAGT GTTTCACAAACACTCTTCCTTTAGTTTTAGTGATTCTT
GATATTAAATTAGGT AATGCCACAAGAAAT CAAGTAAAT GGAAT TAAT TCATAGGTAATAGATACATGCGTCA
GCTTGTGTCTATTAGACTOCT TTTTATOCCCT TAGGCACACCCT CTGGTACGCGA

T11> 782bp

GAAATCACCCAT GGAGTAAGT GGAGCAAAT TGGATAGT TAGT TAGGAAGAAGAT CCT AGAAGGAGGT GATTCA
GAAACT CGACGT AGAGCT ACCT CGAGT GAGTTGTCTTCCTTGGT TGAGT GAGCT TCTOGTGAGCCTCGAGT TG
TTCCACCGATTATTCTTGTACTCTTTGCTCGAGTGTCTTGTCTTCTTCTCTCGAGTTTTTGTGTCTTGTTTGC
TCAAGTAATGAT GTAAACT CGAGAGAT GTGGATAAATAT GGACT TTGGEGCT TCT TTGCTCGAGTGGATGTGTA
CTCTTTGCTOGAGT GAAAAGT CACT TGGGGTACCACT CAAGCAACGCT GAATTTTCTACAGCT CATGTCTTAT
TTGGTAGAGTGAAGT GTCTTCGTTGCT CGAGTGATGATGTAAACT CGAGCT TAGTCGAGAAAT TCCTCTOCGA
TGCTTCTTTTCTCGAGTCAAACCT TCCTCT TTGCT CGAGT TTGRCT TCACT TAATGCTCCAACCTTCGGGTTT
CCTTAGCTCCATOGT CTCAAGTGATGATGT AAACT CAAGCT TAGT TGAAAAAT AT TTTCT TCCCCACAAGACT
GTTAAAATATGGAGAAGATTTCTCACT TCGACAT GGAGGAT GGT GAGAATATCT ACT CAGAAT GGGAGATAT T
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TAATGACCTATTGCATTCTTGTCCTCACCGTGGAT T TGAAAT GBGAGCAAT TCT TGAATATAT TTATAGT GGT
TTGAATGACACTACAAGAAATCGT TTTTATACCACT TACTCCATGGGTGATT

T22> 375bp

CACCCATGGAGT AAGTGT TTCCAT AAGCAT CTTAACT GT AGGGCATAACCACGT CTTATTACAAATCGATCTT
ATCTTCTTTGCT CTCOOGGT CATCCCAACATGT TGGGGGAGT TCTTTGTATTCCACCTAAGCTTGCATCATTC
CTTCGAGTACGT GTAGAACTACTTCATTTCCTTATGTAACAT CAATCCGACCGT AGAGGT TCTAGCCTCAATC
TTTTATATGCTTCTTGTACATCTCATATCGACATCATACTTCAAGACT TCAGTCTTCTCTTACTCTGGTTGGT
CACCATATACATCTCTCGGTATCCCAT AAACAACT CCAT AACCGT ACCAGT ATGCCCTGT GGGAAACACTTAC
TCCATGGGTG

T31> 876bp

GGAGACCAT GCGCTCTACAACCAAGGACT T TATCCACCT GTGTTGCAT ATGGACAAAAACAAT TTCAATTAGA
ACAACCTCGAAGCAT TTCGT TGCCAAAACAGAAGCACAAAGGT GTATAAAGATAGAATTATGTACT TGGAAGG
CTAAAACAGATAACACAGGAAAT GGTATTAGAT TCTAAAAGT GTGAAT GATTAATCTGCACAAATATGTATAG
AAGAATTTCTTTGTGOCT GTGT TAGGCCT CACAGAAGAACT TTAGCT TCTTAGT GGCGAAAGGAAAGAGCGTA
CAAAGATAGACTGCTTTGTTTTTAAAATTTGGCATCACCAAAT GAGTAGGT TGGTGAATCTACCTGCAGAGAA
TCTTCAAGAGAAAT CACT TCAGACAAAGACT GT TTT TCAGCT CTAACT CTTOGGACCAAT CCATGT GACGGAT
TCTCTTCTTGAATAACCT TCAATGOGAAAAGAAACAGT TGTCCAT GTGACCATATTAATCAAACAGGAGAAAA
CCAATTGTGAAT AAAAACGAT TTCACT TTTTGAAGAGCT AGCTAATGACAGAT AGGCAGAGAACAGAAATGAT
GACATGTAAACCTCT CTTOGGACT ACCAAATTCACACAT TTGGAGCCT TATGCT TTTTCATCTATCTTCCTCG
TCCTTACTACTCCTAAAATAGAGAAGACT GAACAT CCACATCCTCATTTTCCAGATTGGAAAAGAACAAAAT G
GAAAACCATGAACAAGT GAACTACGT GGCACT CTATGT T TGATGCAGCACTATCAAAT TAAACAT GCAAAGGC
ATTGAAACAATAAGCCTCTTATAAATAGT GGTCAAAATCATT TTGT AGAGCGCATGGTCTCCAATCACTAGTG

T313> 328bp

GGAGACCAT GOGCTCTACAAGAGATTGGGAGGT GCTCTTGOGACCAGACCCACT AGT AACGGATAGATGCATA
TGATCTATTCATGTCGGT AAAGGGGACAAGGECGAGT TTOGGAATATTCCCGT GTCAGAAAATAAGT TGAAT T
AGTAAT CTGGAT AACCTAAT GAAAGAT AAT AACCGGATGT TGT GT GAGCATGCTAGGTGTTTTATGTTAGCT T
ATGTGTGTATGTGTTATTGTTGTTATTCTGATATAT GGAACGT TAGCTAACGGT TTATCCGOCGTTGTAGATG
TCTTGCAGGTTAAGAGT TGTAGAGOGCATGGTCTCC

T44> 340bp

TGTOGACT GAGAT GAACAGAAAT GGTAGAACAT TGAGAT TCAGAT CACAAAACAAGCAAT CACGOGAAATAAA
CCAATCAAAATCCAACCT CTCTCTCAATTTCTCTCTCCATTCTTCGAAAAACCGAAAACACCT TTGCCATCAA
CCCTAAGCAAAGATCTCTTCTTAACTACTCAAACTTCATCTTATTGATTTTCACTCTCTTTCTCCTACCCACC
GACGATTCTGGATCTGCACTGGTGGTACACTTTCTTCOCCTACTCAACTCGTTTTACTTTTTTTTCTTCTAGT
TCTTACGATTTGGATTGGATCTGGTTTCTGGTACGCGAGATGTTTGEC

T55> 448bp

CCAGAGGGT GTGCTAGT TTGAGGT TATAGT TCTAAAGCAT GATTCCTTGAGACT TACCCGGTAATAGGAGTTA
CGGTTTAGGATTAGT GTGTAGT GAGACT TACCCGGT GAT CTACTCCACT TTAGT AACACCTTCCOCACGCAAA
AATCTCAGCTTTGTCOGCTTATCTATAGAT CTTGAGT TGGAACCACAACTAGATGCT TTAATCCCTAGAATTG
CATGTTTGCTTTATTGACTTCTTATTCATCTTTGATTGT GTTAATCGCTCT TGT GGT TAGAAT TAACGTAGCA
TACCGTATTGACTCTGITTCACCGAGT COCTGT GATCGACCCCTGGAATTTTCTTGCTTTTACTACGATTGAC
CCGTACACT GCGGGT TCGCATCCT TGT TTTAAGCT TAAGT CTAGGGT TATAAAT TTAAAGCTTGCACACCCTC
TGGTACGCGA
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PRILOG B. Pregled proteina koji su u 2D-profilima detektovani kao specificni za
"pin"/"tram™ polen, "pin"/"tram" neopraSene tuckove, odnosno specificni  za
inkompatibilno/kompatibilno opraSene "pin"/"tram" tuckove. Za svaki protein navedene su
njegove osnovne karakteristike dostupne iz 2D-profila: izoelektricna tacka, molekulska
masa, identifikacioni broj i relativna zapreminska zastupljenost u uzorku, kao i vrsta uzorka

u kojoj je detektovan.

Redni Identif. br. M olekulska Izoel. | Reativna zastupljenost proteina Uzmrakigd
zorak/g
broj proteina masa (kDa) tacka (% ukupne zapremine)
NeopraSeni "pin"
1423 ~17 ~8.40 0.76 P P
1 tucak
NeopraSeni "pin"
1421 ~17 ~8.70 0.79 P P
2 tucak
NeopraSeni "pin"
1434 ~11 ~7.70 0,20 P P
3 tucak
NeopraSeni "pin"
1417 ~41 ~9.25 0,79 P P
4 tucak
NeopraSeni "pin"
1428 ~39 ~9.28 0,54 P P
5 tucak
NeopraSeni "pin"
1419 ~45 ~8.27 0.03 P P
6 tucak
1435 ~45 ~840 0.10 Neopraseni " pin”
7 tucak
326 - - 0.36 Neopraseni " pin”
8 41 8.00 tucak
322 - ~ 0.16 Neopraseni " pin”
9 41 8.10 tucak
10 1429 -39 -820 0.30 Neoprageni "pin”
’ tucak
11 277 ~45 ~8.60 0.36 Neopraseni "pin”
’ tucak
12 1427 ~a1 ~8.90 041 Neopraseni “pin”
’ tucak
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Redni Sifra Molekulskamasa | Izoel. | Reativna zastupljenost proteina -
zor
broj proteina (kDa) tacka (% ukupne zapremine) J
13 344 -39 -850 0.10 Neopraseni "pin”
’ tucak
14 1418 ~55 ~8.60 0.06 Neopraseni "pin"
’ tucak
462 _ . 0.10 Neopraseni "pin"
15 31 8.80 oy
16 1414 ~29 ~8.40 0.95 Neopraseni "pin"
’ tucak
17 1415 ~29 875 0.79 Neopraseni "pin"
’ tucak
18 569 -26 ~7.00 0.04 "Pin" polen
19 564 26 540 012 "Pin" polen
20 540 7 550 0.08 "Pin" polen
21 501 -30 ~6.00 0.40 “Pin" polen
22 235 ~44 ~8.20 031 "Pin" polen
= 233 ~44 ~8.45 022 "Pin" polen
2 273 ~43 ~8.30 017 "Pin" polen
25 514 28 570 101 "Pin" polen
26 355 ~16 ~741 0.08 Neopraseni
"tram" tucak
27 357 ~16 ~7.20 0.09 Neopraseni
"tram" tucak
28 367 _ i 0.14 Neopraseni
25 530 "tram" tucak
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Redni Identif. br. M olekulska Izoel. | Reativna zastupljenost proteina D]
zo0r
broj proteina masa (kDa) tacka (% ukupne zapremine) g
29 285 ~20 ~5.90 035 NeopraSeni "tram"
’ tucak
30 370 - - 0.29 NeopraSeni "tram"
16 5.70 tucak
31 263 - - 210 NeopraSeni "tram"
22 540 tusak
32 269 ~22 580 0.42 NeopraSeni "tram"
’ tucak
33 244 ~26 650 0.04 Neoprageni "tram"
’ tucak
34 216 -8 .65 1.31 NeopraSeni "tram"
’ tucak
35 386 24 ~550 0.03 NeopraSeni "tram"
’ tucak
36 252 ~ N 0.01 NeopraSeni "tram"
24 5.30 ek
37 249 ~24 ~6.40 0.007 NeopraSeni "tram"
) tucak
38 245 ~25 650 0.04 NeopraSeni "tram"
’ tucak
39 376 ~35 ~6.40 0.04 NeopraSeni "tram"
tucak
40 495 ~23 ~7.30 0.02 "Tram" polen
S 435 ~29 ~6.75 004 “Tram" polen
42 17 ~31 ~8.30 0.19 "Tram" polen
43 159 ~32 ~7.50 0.40 "Tram" polen
44 155 ~32 ~765 0.20 "Tram" polen
45 142 ~32 ~7.70 0.16 "Tram" polen
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Redni Identif. br. M olekulska Izoel. | Reativna zastupljenost proteina Uzrakigd

broj proteina masa (kDa) tacka (% ukupne zapremine)
46 457 ~22 ~7.70 0.04 "Tram" polen
47 170 ~12 ~4.90 123 "Pin" Al
48 160 ~12 ~4.70 1.08 "Pin" Al
49 126 17 ~9.20 12.14 "Pin" Al
50 257 14 ~6.20 024 "Pin" Al
51 220 13 ~750 0.15 "Pin" Al
52 155 ~13 ~5.80 2.78 "Pin" Al
53 111 20 600 2.02 "Pin" Al
54 191 18 575 0.92 "Pin" Al
55 238 ~26 ~7.00 0.65 "Pin" Al
56 204 ~23 ~5.80 011 "Pin" Al
57 189 1 570 102 "Pin" Al
58 186 ~28 ~7.00 031 "Pin" Al
59 221 16 510 024 "Pin" Al
60 127 17 475 1.04 "Pin" Al
61 140 ~14 ~5.90 345 "Pin" Al
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Redni Identif. br. M olekulska Izoel. | Reativna zastupljenost proteina Uzrakigd
broj proteina masa (kDa) tacka (% ukupne zapremine)
62 231 14 ~430 0.72 "Tram” Al
63 183 22 ~730 2.30 "Tram" Al
64 192 23 ~6.30 0.70 "Tram" Al
65 193 22 613 0.76 "Tram" Al
66 284 ~19 ~7.80 0.22 "Tram" Al
67 286 22 ~6.65 0.23 "Tram" Al
68 281 ~15 ~9.00 0.32 "Tram" Al
69 282 ~16 ~9.00 017 "Tram" Al
70 294 14 ~8.90 0.30 "Tram" Al
71 258 ~15 ~8.00 0.37 “Tram" Al
72 181 ~13 565 3.00 “Tram" Al
73 293 ~13 ~4.10 0.29 "Tram" Al
74 182 15 ~5.60 1.84 "Tram" Al
75 194 ~19 ~6.80 0.71 “Tram" Al
76 190 - ~480 1.02 “Tram" Al
77 269 22 ~470 0.46 "Tram" Al
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Redni Identif. br. M olekulska Izoel. | Reativna zastupljenost proteina D]
zor
broj proteina masa (kDa) tacka (% ukupne zapremine) g
79 202 ~20 ~450 0.75 "Tram" Al
80 180 ~17 ~4.25 5.10 "Tram" Al
81 179 20 5.5 5.37 "Tram" Al
e2 223 ~21 ~5.30 0.38 "Tram" Al
& 206 ~15 ~5.30 1.03 “Tram" Al
e 247 ~15 ~490 0.36 “Tram" Al
85 2701 ~11 ~3.80 0.07 Komgatibi!no
oprasen“pin”
86 3324 ~10 ~4.15 0.20 Kompatibilno
oprasen"pin”
87 3328 ~10 ~4.20 0.91 Kompatibi!no
oprasen“pin”
88 3327 ~10 ~4.58 250 Kompatibi!no
oprasen“pin”
89 3326 ~9 ~5.00 0.98 Kompatibi!no
oprasen“pin”
Kompatibilno
90 747 ~43 ~9.25 0.28 . )
oprasen“pin”
Kompatibilno
91 745 ~43 ~9.35 0.23 L
oprasen“pin”
Kompatibilno
92 744 ~37 ~9.90 011 . )
oprasen“pin”
Kompatibilno
93 3305 ~10 ~8.50 0.80 L
oprasen“pin”
Kompatibilno
94 784 ~39 ~8.30 0.18 L
oprasen“pin”
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Redni Identif. br. M olekulska Izoel. | Reativna zastupljenost proteina D]
z0r
broj proteina masa (kDa) tacka (% ukupne zapremine) g
Kompatibilno
95 815 ~37 ~9.10 0.11 .
oprasen”tram”
Kompatibilno
96 800 ~37 ~8.80 0.11 |
oprasen”tram"
Kompatibilno
97 828 ~36 ~8.40 0.11 |
oprasen”tram”
Kompatibilno
98 801 ~36 ~8.00 0.06 .
oprasen”tram”
Kompatibilno
99 748 ~36 ~7.80 0.10 .
oprasen”tram"
100 760 ~34 ~5.75 0.17 Kompatibilno
oprasen”tram”
101 333 ~30 ~5.90 1.66 Kompatibilno
oprasen”tram”
102 335 ~32 ~6.80 0.72 Kompatibilno
oprasen”tram”
103 336 ~32 ~7.00 111 Kompatibilno
oprasen”tram”
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Mpwnor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

[MoTnucaHu-a Banosuh I. BojaHa

6poj ynuca

UzjaBrbyjem
[a je AOKTOpCKa aucepTaumja nog HacrioBOM

MonekynapHa ocHoBa ayTo-MHkoMnaTubunHor cuctema xerbge (Fagopyrum esculentum

Moench)

pe3ynTaT CONCTBEHOr UCTPaXK1BaYKOr paja,

[a npeasioxeHa aucepraumja y LenvHn HU y aenoBrMa Huje buna npeanoxeHa 3a
nobvjawe 6uno koje auMnnoMe npemMa  CTyOujCKMM  nporpaMmuMma  Opyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBa,

0Oa Cy pe3yntath KOpeKTHO HaBeaeHn u

Aa HMCaM KpLumo/na aytopcka npaBa M KOPUCTMO UHTENEKTyarHy CBOjUHY OpYyrux
nuua.

Motnnc pokTopaHaa

Y beorpagay,




Mpwnor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTM LUTaMMNaHe M eJfIeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Nme n npesnme aytopa bojaHa I'. baHoBuh
Bpoj nHpekca 10 060036
CTtyamjcku nporpam MonekynapHa 6uonoruja

Hacnos pana MonekyrnapHa OCHOBa ayTO-UHKOMMNAaTUBWUITHOT CUCTEMA Xerbae
(Fagopyrum esculentum Moench)

MeHTopu gp JoBaHka MurbyLu- bykuh BULLK HAyYHU capagHuK, IHCTUTYT 3a MonekynapHy
TEHETUKY N TEHETUYKO MHXEeH-ePCTBO M Ap CeetnaHa PagoBuh, peaoBHU npodecop
buonouwikor chakynteta YHuBepaunteta_y beorpaay

[MoTnucanu/a BojaHa . BaHoBuh

MsjaBrbyjem fa je wramnaHa Bep3vja MOr LOKTOPCKOr paja WUCTOBETHA eNEeKTPOHCKO]
BEP3uj1 Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuBarke Ha noprtany AurntanHor penosutopujyma
YHuBep3uteta y beorpaay.

[os3BosrbaBam ga ce objaBe MOju NUYHM NoJaum Be3aHu 3a gobujarbe akageMcKor 3Barba
OOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy MMe M npe3uMe, roguHa n Mecto poherwa n gatym ogbpaHe
paga.

OBwu NNYHKM Nogaum Mory ce 06jaBnT Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurntanHe 6ubnuoreke, y
€TeKTPOHCKOM KaTanory v y nyénvkauunjama YHueepsuteta y beorpagy.

MoTtnnc pokTopaHaa

Y beorpagay,




Mpwnor 3.
UsjaBa o kopuwhemwy
Oenawhyjem YHuBep3uTeTcky ©Oubnmoteky ,CBeTo3zap MapkoBuh* ga y OdurutanHu

penosutopujym YHuBepauteta y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTtaumjy noa
HacrnoBoM:

MornekynapHa ocHoBa ayTo-uHKoMnaTtuounHor cuctema xerbge (Fagopyrum esculentum
Moench)

Koja je Moje ayTopCKO aero.

OucepTaumjy ca cBum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHCKOM dhopmaTy NOrogHoM 3a
TpajHO apxuBMpam-e.

Mojy AoKTopcKy AucepTtauumjy noxpaweHy y QurutanHu penosutopujym YHusepsauTeTta y
Beorpagy mory ga kopucte CBM KOjU NOLWTYjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTBo

2. AyTopcCTBO - HekoMepumjarnHo

3. AyTopcTBO — HekomepLmjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaHO — AENUTK NOA UCTUM yCIoBMMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — OenuTu nog UCTUM yCrnoBuma

(Monnmo fa 3aoKpyXuTe camo jeHy of LecT NOHYREeHNX NMueHUM, KpaTak Onme SIMLEHLM
Aar je Ha nonefuHu nucra).

Motnuc pokTopaHpa

Y beorpagay,




1. AyTopcTBO - [lo3BoSbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLUjy 1 jaBHO caoniiTaBakwe gena, u
npepage, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH ogpefneH of CTpaHe ayTopa unv gaeaoua
nMUeHue, Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcrnobogHuja o4 CBUX NULIEHLM.

2. AytopcTBO — HekomepumjanHo. [lo3BorbaBate yMHOXaBahe, OUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwrtaBawe [fena, u npepage, ako ce HaBede MMe aytopa Ha HauymH ofgpefeH of
CTpaHe ayTtopa unu fasaoua nuueHue. OBa nuvueHuUa He [03BOSfbaBa KomepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTtopcTBO - HekomepuujanHo — ©0e3 npepage. [o3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
AncTpnbyumnjy 1 jaBHO caonwTaBakwe gena, 6e3 npomeHa, npeobnmkoBarwa unm ynotpebe
Oena y CBOM Aeny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HavuH ogpeheH oa cTpaHe ayTtopa unm
AaBaoua nuueHue. OBa nuueHLa He JO3BOSbaBa KOMepLMjanHy ynotpeby gena. Y ogHocy
Ha CBe ocTane nuueHue, OBOM JIMUEHLOM ce orpaHMyaBa Hajgehm o6uMm npaea
kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HekoMepuujanHo — AenuTtn nog UCTMM Yycrnosuma. [lo3BorbaBaTte
yMHOXaBare, AucTpubyLujy 1 jaBHO caoniitaBakwe Aena, n npepage, ako ce HaBeae ume
ayTopa Ha HauvH ofpeheH oA cTpaHe ayTopa Wnv Aasaoua nuueHue 1 ako ce npepaja
anctpnbyvpa nog MCTOM wnuM cnvyHoM nunueHuom. OBa nuueHua He [03BOSbaBa
komepumjanHy ynotpeby gena n npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTpUbyuMjy K jaBHO
caonwrTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa Unn ynotpebe gena y cBoOM Aeny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpefeH oa cTpaHe ayTopa unv gasaoua nuueHue.
Oga nuueHua fo3BorbaBa kKomepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTOpPCTBO - 4enuTK Nog UCTUM ycroBuma. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBah-e, AUCTPUOYLMjY
M jaBHO caonwiTaBakwe Aerna, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH
Of CTpaHe ayTopa Um gaBaola fMUEeHLE 1 ako ce npepaja auctpmdympa nog UCToM Um
cnMyHom nuueHuom. OBa nvueHua Jo3BoSbaBa KoMepuujanHy ynotpedy aena u npepaga.
CnunyHa je codhTBEPCKUM ML EeHLaMma, OAHOCHO NnLeHLaMa OTBOPEHOT Koaa.



