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1.1. Biosinteza flavonoida

Biljke proizvode velik broj organskih spojeva razli¢itih strukturnih klasifikacija, od kojih
veci dio, iako ne sudjeluje direktno u rastu i razvoju biljnog organizma, ima vaznu ulogu u
prilagodbi biljaka na uvjete okolisa. Tradicionalno, ti spojevi definiraju se kao sekundarni
metaboliti (Croteau i sur., 2000.). Utvrdeno je da sekundarni metaboliti u biljci djeluju
antiviralno, antibakterijski i antifungalno (Wink, 1988.). Pored toga, dokazano je da isti
sudjeluju i u interakciji biljaka s drugim, konkurentskim biljkama (alelopatsko djelovanje)
(Bourgaud i sur., 2001.). Sekundarni metaboliti se uobiCajeno klasificiraju prema svom
biosintetskom putu i to u tri velike skupine spojeva — fenolne tvari, terpene i alkaloide
(Harborne, 1999.). Medu navedenima, fenolne tvari do sada su najistrazivaniji spojevi; rijec je
0 molekulama koje posjeduju najmanje jedan aromatski prsten (C6) s jednom ili vise
hidroksilnih skupina. Dijelimo ih prema broju ugljikovih atoma i strukturi osnovnog fenolnog
kostura u nekoliko skupina — polifenole, benzojeve kiseline, fenilpropanoide te flavonoide
(Rice-Evans i sur., 1997.). Do sada, s vise od 10 000 izoliranih i identificiranih spojeva
(Williams i Grayer,2004., Agati i sur., 2012.), flavonoidi ¢ine jednu od najznacajnijih skupina
unutar fenolnih tvari. Biosinteza flavonoida jedan je od najbolje istrazenih puteva sinteze
sekundarnih metabolita. Njihov nastanak dio je veéeg mehanizma poznatijeg kao
fenilpropanoidni put kojim se sintetizira velik broj sekundarnih metabolita poput fenolnih
kiselina, lignina, lignana i stilbena (Davies i Schwinn, 2006.). Glavni prekursori u biosintezi
flavonoida su aminokiselina fenilalanin, koja se sintetizira preko puta Sikiminske kiseline
(Pevalek-Kozlina, 2003.), te malonil-CoA, derivat citrata dobivenog u ciklusu limunske
kiseline. Kalkoni formirani iz koenzimA estera su prvi i osnovni flavonoidi koji sluze kao
ishodisne molekule za sintezu ostalih flavonoida (Davies i Schwinn, 2006.). S obzirom na
modifikacije (hidroksilacija, metilacija, acilacija, glikozilacija) kroz koje osnovni kostur
flavonoida prolazi tijekom biosinteze, razlikujemo devet grupa flavonoida — flavanone,
dihidroflavone,  flavan-3,4-diole, antocijanidine, flavone, flavonole, flavan-3-ole,
proantocijanidine i izoflavonoide (Martens i sur., 2010.). Biosintetski put flavonoida dobro je
istrazen i opisan u vrsti Arabidopsis thaliana te su dostupne i mutante s mutacijom na genima

koji kodiraju za svaki enzimski korak (Slika 1.) (Buer i sur., 2010.).
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Slika 1. A) Prikaz biosintetskog puta flavonoida u vrsti Arabidopsis thaliana. Vrsta ne
posjeduje kalkon reduktazu/sintazu (CHR/CHS) i izoflavon sintazu (IFS) pa ne dolazi do
sinteze izoflavona (oznaceni crtkanom linijom). Preuzeto i prilagodeno iz Buer i sur. (2010.).
B) Prikaz strukture odabranih flavonoida. Preuzeto iz http://en.wikipedia.org.



uvoD

1.2.  Biolosko djelovanje flavonoida u biljkama

Flavonoidi ¢ine bioloski najznacajniju grupu biljnih sekundarnih metabolita za koju je
dokazano mnostvo pozitivnih bioloskih u¢inaka (Treutter, 2006.). Biljke su sesilni organizmi i
morale su razviti mehanizme koji im pomazu u prilagodbi i prezivljavanju nepovoljnih
okolisnih uvjeta. Dokazano je tako da flavonoidi imaju znaCajnu obrambenu ulogu u
biotickom stresu te u pozitivnim interakcijama biljka-kukac (Lattanzio i sur., 2000.), odnosno
biljka-mikroorganizam (Andary i sur., 1996.). Flavonoide kao obrambene molekule dijelimo
u dvije grupe — stecene i inducirane. Steceni flavonoidi su molekule koje se sintetiziraju
tijekom normalnog razvitka biljnog tkiva. Schlosser (1994.) je opisao ulogu flavonoida u
interakciji biljka-patogen te zakljucio kako su ste¢ene molekule ¢esto pohranjene na strateski
vaznim mjestima gdje ¢e indirektno funkcionirati kao signalne molekule ili direktno kao
obrambene molekule. Jedan od popularnih primjera ovog tipa jest interakcija biljka-kukac
gdje flavonoidi sluze kao obrana od herbivora (Feeny, 1976.). U tom slucaju, biljke
sintetiziraju flavonoide koji sniZzavaju njihovu nutritivnu vrijednost ili ih ¢ak ¢ine otrovnima
za predatora te ih tako Stite od istih (Robbins i sur., 1987.). Primjer toksi¢nog uéinka jest
utjecaj flavonola kvercetina i njegovog glikozida rutina na smrtnost li¢inki vrste Spodoptera
liture, herbivora na duhanu (Mallikarjunai sur., 2004.). Medutim, ovaj tip interakcije moze
djelovati i u obrnutom smjeru pa tako postoje kukci koji mogu uzimati flavonoide i ugradivati
ih u kutikulu kao obranu od predatora ili kako bi privukli partnere za parenje (Simmonds,
2003.).

Inducirana sinteza flavonoida nakon infekcije patogenom, mehanicke ozljede ili
djelovanja odredenog stresa danas je dobro poznat fenomen (Barry i sur., 2002.; Gallet i sur.,
2004.). Inducirani flavonoidi mogu se sintetizirati kontinuirano, pri ¢emu ¢e stupanj njihove
sinteze biti povecan tijekom djelovanja nekog oblika stresa (fitoanticipini) ili ¢e do njihove
sinteze do¢i tek nakon djelovanja odredenog tipa stresa, kao Sto su npr. infekcije patogenom
(fitoaleksini). U listovima pamuka, sinteza antocijana u epidermi je indikator tolerancije
biljke na bakteriju vrste Xanthomonas campestris pv. malvacearum (Kangatharalingam i sur.,
2002.). Eyles i sur. (2003.) dokazali su da je formiranje periderme koja se kod vrste
Eucalyptus globulus postize akumulacijom flavanola u ozljedena tkiva, odgovor na infekciju

patogenom Cytonaema sp.

Interakcija biljaka s mikroorganizmima ne mora nuzno biti negativnog karaktera.

Mnoge biljke povezane su s razli¢itim mikroorganizmima putem koje ih opskrbljuju

4
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hranjivim tvarima te im omogucavaju da zive na osiromasenim tlima. Korijen veéine
mahunarki (porodica Fabaceae) koloniziran je bakterijama roda Rhizobium koje fiksiraju
atmosferski dusik te ga prevode u oblik koji biljke mogu iskoristiti za metabolizam. Klju¢nu
ulogu u procesu infekcije ima nekoliko flavonoida. Njih luci korijen biljke u tlo gdje djeluju
kao signalne molekule koje ¢e inducirati transkripciju bakterijskih gena ¢ime ¢e zapoceti
sinteza bakterijskih proteina klju¢nih za proces infekcije (Mathesius, 2003.; Kobayashi i sur.,
2004.; Cooper, 2004.). Biljke pomocu flavonoida mogu djelovati i na druge biljke (Chou,
1999.; Inderjit i Gross, 2000.). Rije¢ je o interakciji biljka-biljka poznatijoj i kao alelopatija.
Bais i sur. (2003.) su dokazali da biljka Centaurea maculosa putem korijena lu¢i flavanol (-)-
katehin koji djeluje fitotoksicno inhibiraju¢i klijanje sjemenki i1 rast kod vrsta Centaurea
diffusa i Arabidopsis thaliana. Medutim, uloga i nacin djelovanja flavonoida u mehanizmu

ove interakcije jo§ uvijek nisu razjasnjeni.

Osim u biotickom, flavonoidi imaju i vaznu ulogu u abiotickom stresu kojem su biljke
takoder ponekad izlozene. Pizzi i Cameron (1986.), Chalker-Scott i Krahmer (1989.) te Moore
i sur. (2004.) dokazali su kako flavonoidi imaju vaznu ulogu u procesu prilagodbe biljke na
smrzavanje te na uvjete suse. Niske temperature potiu sintezu antocijana, skupine flavonoida
koja je odgovorna za boju plodova, cvjetova i listova (Holton i Cornish, 1995.), u klijancima
rodova Arabidopsis (Graham,1998.), Sorghum (Shichijo i sur., 1993.), Pinus (Krol i sur.,
1995.) i vrste Zea mays (Christie i sur., 1994.). Medutim, Mol i sur. (1996.) su dokazali da ¢e
sinteza antocijana prilikom djelovanja niskih temperatura izostati ako biljke nisu izloZene
vidljivom ili UV-B dijelu spektra. lako mehanizam djelovanja jo§ nije u potpunosti
razjasnjen, Ryan i sur. (2002.) su istaknuli kako je fotoprotekcija jedna od glavnih funkcija
flavonoida. Dokaze o ulozi flavonoida prilikom djelovanja UV-B zracenja pruzili su Reuber i
sur. (1996.), Shirley (1996.) te Rozema i sur. (1997.) istaknuvsi kako flavonoidi u epidermi
listova apsorbiraju UV-Bzracenje ¢ime djeluju zastitno na unutrasnja tkiva listova i stabljike.
Biokemijski gledajuci, flavonoidi se ponaSaju kao hvataci reaktivnih vrsta Kisika (ROS)
prilikom cega spreCavaju lipidnu peroksidaciju, ali i1 oSte¢ivanja proteina i1 nukleinskih
kiselina. Na temelju tih opazanja, nekoliko je autora (Gould i sur., 2002.; Rozema i sur.,
2002.; Tattini i sur., 2004.) predlozilo da flavonoidi djeluju kao antioksidansi u uvjetima
svjetlosnog stresa.

Flavonoidi sudjeluju i u procesu prilagodbe biljaka na visoke koncentracije teskih
metala u tlu. Gould i Lister (2006.) dokazali su da korijen kukuruza koji je bio izloZen

poviSenim koncentracijama aluminija sintetizira vece koli¢ine flavonoida. Visoke
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koncentracije teSkih metala u biljci mogu rezultirati stvaranjem spomenutih ROS-ova. Kako
bi se sprijecilo oSte¢ivanje tkiva, flavonoidi stvaraju komplekse s metalima 1 tako

detoksificiraju stanice korijena (Harborne, 1999.).
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1.3.  Kompleksi flavonoida i metala

Do sada najbolje prou¢en mehanizam kojim flavonoidi ostvaruju pozitivne bioloske
ucinke jest njihovo antioksidativno djelovanje (Pietta, 2000.). Nekoliko je autora (Gould i
sur., 2002.; Rozema i sur., 2002.; Tattini i sur., 2004.) predlozilo da se flavonoidi ponaSaju
kao hvata¢i ROS-a prilikom ¢ega sprecavaju lipidnu peroksidaciju, osteCivanje proteina i
nukleinskih kiselina. Osim $to mogu djelovati direktno na ROS, flavonoidi zahvaljujuéi
svojoj kemijskoj strukturi, mogu s lakocom Kelirati metalne ione i stvarati komplekse
(Malesev i Kunti¢, 2007.). Stvaranjem kompleksa flavonoid-metal sprjecava se stvaranje
slobodnih radikala pod utjecajem slobodnih metalnih iona poput Fe?*, Fe** i Cu®, pa
govorimo o indirektnom antioksidativnom djelovanju flavonoida (Dekermendjian i sur.,
1999.). Istrazivanje mehanizama keliranja metalnih iona flavonoidima, omogucava bolje
razumijevanje antioksidativnih svojstava kompleksa flavonoid-metal (Malesev i Kuntic,
2007.).

Eksperimentalni podaci pokazuju da su kelati ucinkovitiji hvata¢i ROS-a u odnosu na
slobodne flavonoide. Kostyuk 1 sur. (2001.) dokazali su da su kompleksi rutina,
dihidrokvercetina i epikatehina s Fe**, Fe**, Cu® ili Zn*" bili u¢inkovitiji u gasenju ROS-a u
odnosu na iste slobodne flavonoide zahvaljujuéi moguénosti imitiranja antioksidativnog
enzima superoksid dismutaze. Takoder, kompleksi Fe** i flavonoida bili su ucinkovitiji u
zastiti izoliranih hepatocita Stakora prilikom djelovanja hipoksije (Moridani i sur., 2003.). Za
kompleks Cu-rutin dokazano je da najuinkovitije $titi tkivo plu¢a od lipidne peroksidacije
uzrokovane djelovanjem azbesta (Kostyuk i sur., 2001.). Posljednjih godina istrazuje se i
interakcija metalnih kompleksa flavonoida s nukleinskim kiselinama (Keek i Lippard, 1992.;
Dandliker i sur., 1997.; Rusak i sur., 2009.). Nadalje, s obzirom da je DNA ciljna molekula
razli¢itih antivirusnih i1 antikancerogenih spojeva, prucavane su interakcije flavonoida i
njihovih kompleksa s DNA (Sun i sur., 2008.). Naime, utvrdeno je da je inzenzitet vezanja
kompleksa kvercetina s lantanom na dvolancanu RNA virusa ja¢i nego Cistog kvercetina
(Rusak i sur., 2009.) sto upucuje na zakljuéak da se malim kemijskim modifikacijama

pozitivni bioloski uc¢inci flavonoida mogu dodatno pojacati.
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1.4, Vrsta Arabidopsis thaliana kao modelni organizam

Vrsta Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (hrv. talijin uro¢njak) je mala jednogodiSnja
biljka iz porodice krstasica (lat. Brassicaceae). Vjeruje se da potjece iz srediSnje Azije odakle
se prosirila podru¢jem Euroazije. Danas se rasprostranjuje duz umjerenih podrucja Sjeverne
polutke, od sjeverne Afrike pa sve do tzv. Arktickog kruga (Slika 2.). Kao i veéina europskih
biljaka, vrsta se tijekom povijesti rasprostranila i duz Sjeverne Amerike (Weigel i Mott,
2009.).

Jedan od glavnih razloga dominacije vrste A. thaliana kao modelnog organizma u
podrucju biljnih istrazivanja (Chory i sur., 2000.) jest genetika same biljke. Naime, vrsta
posjeduje diploidni genom veli¢ine 125 do 150 Mb rasporeden na pet kromosoma s manje od
30 000 protein-kodiraju¢ih gena (Somerville i Koornneef, 2002.). Nadalje, prednost ove vrste
jest nacin razmnozavanja. A. thaliana se razmnozava samooplodnjom, pa je vecina jedinki

sakupljena u prirodi homozigot na razini genoma (Alonso-Blanco i Koornneef, 2000.).

Slika 2. Prikaz A) izgleda vrste Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Preuzeto iz:
www.delawarewildflowers.org) te B) geografske rasprostranjenosti vrste A. thaliana (L.)
Heynh. Zelena boja na karti predstavlja podru¢ja u kojima je A. thaliana nativna, plava
podrucja na kojima je naturalizirana te bijela podrucja gdje jos$ nije pronadena (Preuzeto iz:
http://en.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana).

Najpopularniji ekotipovi vrste A. thaliana koristeni u razli¢itim genetickim i
molekularnim istrazivanjima su Landsberg erecta (Ler) i Columbia (Col) (Meyerowitz,
1989.). lako se oba ekotipa koriste kao divlji tipovi (Rédei, 1992.), njihov se genom razlikuje

Sto rezultira razli¢itim oblicima rasta i organa. Ekotip Ler posjeduje tzv. mutaciju erecta zbog
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Cega razvija kompleksan cvat s cvjetovima grupiranim na vrhu te u odnosu na ekotip Col
razvija okrugle listove s kratkim peteljkama i kratkim, tupim mahunama. Takoder,
Yamamoto-Toyoda i sur. (1999.) su dokazali da apscizinska kiselina (ABA) uvelike reducira
sadrzaj klorofila u Klijancima ekotipa Col, ali ne i u ekotipa Ler. Genetska i molekularna
istrazivanja metabolickih mehanizama wvrste A. thaliana pruzila su, izmedu ostalih,
informacije o biosintetskom putu flavonoida (Chapple i sur., 1994.). Iznimnu vaZnost u
proucavanju uc¢inka flavonoida na rast i razvoj biljke imaju mutante divljeg tipa Ler kod kojih
je promijenjen biosintetski put flavonoida. Do danas je na primjeru vrste A. thaliana opisano
24 lokusa (Routaboul i sur., 2006.) koji su klju¢ni u koracima biosinteze flavonoida. Mutacije
na tim lokusima zajednicki su nazvane tt, od engleske ina¢ice transparent testa, jer dovode do
poremecaja u sintezi pigmenata teste (omotaca sjemenki). Mutante tt proizvode sjemenke Zute
i svjetlosmede boje, u odnosu na tamnosmede sjemenke divljih tipova (Shirley i sur., 1995.).
Zbog mutacija vezanih uz biosintezu flavonoida, mutante tt omoguéuju analizu utjecaja
pojedinacnih flavonoida na odredeni proces u biljci (rast, razvoj, obrambeni odgovor na stres)
(Tablica 1.) (Peer i sur., 2001.).

Tablica 1. Sazeti prikaz izabranih ekotipova, inaktiviranih enzima klju¢nih u biosintezi
flavonoida, lokusa, mutagena te akumuliranih flavonoida kod vrste Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. Preuzeto i prilagodeno prema Peer i sur. (2001.).

Ekotipovi i S N )
Inaktivirani enzim Lokus Akumulacija flavonoida

mutante

Col - (divlji tip) - -

Ler - (divlji tip) - -

tt4 kalkon sintaza At5G13930 nije detektirano

tt5 kalkon izomeraza At3G55120 naringenin kalkon

tt7 flavonoid 3"-hidroksilaza At5G07990 kempferol
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1.5.  Virus mozaika krastavca s pridruZenom satelitnom RNA

Virus mozaika krastavca (CMV) je biljni virus koji pripada rodu Cucumovirus
(porodica Bromoviridae) (Roossinck i sur., 1999.). Medu danas poznatim biljnim virusima
CMV ima najsiri krug domacina, inficira vise od 1 200 vrsta biljaka, uklju¢uju¢i jednosupnice
i dvosupnice (Edwardson i Christie, 1991.; Sevik, 2012.). Razlog rasirenosti CMV-a lezi u
nekoliko ¢imbenika — Sirokom krugu domacina, brzoj adaptaciji na nove domacine i okoliSne
uvjete (Doolittle, 1916.; Jagger, 1916.), prijenosu putem ¢ak 86 vrsta lisnih usi (Edwardson i
Christie, 1991.) te prijenosu putem sjemenki kod nekih vrsta (O Keefei sur., 2007.). Prijenos
virusa putem sjemenki ima znacajnu ulogu u prezivljavanju virusa od sezone do sezone
(Johansen i sur., 1994.). Simptomi se uglavnom sastoje od razvitka srednjeg do jakog
mozaika, krZljavosti biljke te deformacije listova (Kearney i sur., 1990.).

CMV je ikosaedarni virus genoma sastavljenog od tri jednolancane, pozitivno
usmjerene RNA nazvane RNA1, RNA2 i RNA3 (Lot i sur., 1974.) te dvije subgenomske
RNA nazvane RNA4a i RNA4 (Mochizuki i Ohki, 2012.) koje nastaju transkripcijom RNA2,
odnosno RNA3 (Schwinghamer i Symons, 1975.; Ding i sur., 1994.). Kao i u vecini biljnih
virusa, genomske RNA se pakiraju u zasebne Cestice. Iako je time velik genom podijeljen na
manje virusne ¢estice — virione, potrebni su svi dijelovi virusnih Cestica kako bi doslo do
infekcije u biljnoj stanici (Roossinck, 2001.). CMV sadrzi pet ORF (engl. open reading
frames) regija koje kodiraju sljedece proteine — 1a, 2a, 2b, 3a i 3b. RNAL i RNA 2 kodiraju
1a, odnosno 2a ORF regiju koje predstavljaju viralne komponente RNA replikaze (Roossinck,
2001.) potrebne za replikaciju virusa unutar domacina (Hayes i Buck, 1990.). RNA2 kodira
protein 2b, supresor posttranskripcijskog utiSavanja gena (Brigneti i sur., 1998.).
Subgenomska RNA4a takoder kodira protein 2b (Ding i sur., 1994.). RNA3 kodira 3a, tzv.
movement protein (MP) te 3b, tzv. coat protein (CP), proteine kljuéne za kretanje virusa
unutar domacina (Suzuki i sur., 1991.). Subgenomska RNA4 takoder kodira protein CP
(Edwardson i Christie, 1991.). U nekih sojeva CMV-a pronadena je satelitna RNA (satRNA)
— mala, lincarna molekula veli¢ine 332 do 405 nukleotida (Xu i Roossinck, 2000.).
Replikacija (Kaper i sur., 1976.), stvaranje kapsule (Lot i Kaper, 1976.), rasprostranjivanje
(Ping i Roossinck, 2000.) te kretanje satRNA unutar domacina (Alonso-Prados i sur., 1998.)
ovise 0 CMV-u, ali satRNA nije nuzna za zivotni ciklus virusa (Xu i Roossinck, 2000.).
Njeno prisutstvo moze ublaziti ili pojacati razvitak simptoma. Primjerice, D-SatRNA, B-

satRNA i WL1-satRNA mogu inducirati nekrozu i klorozu u raj¢ice inficirane virusom CMV
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(Garcia-Arenal i Palukaitis, 1999.). Prvi dokaz o prisutstvu CMV-a s pridruzenom satelitnom
RNA u Hrvatskoj zabiljeZen je 1996. godine (Skorié i sur.).
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1.6.  Protist Plasmodiophora brassicae

Plasmodiophora brassicae Woronin je obligatni biotrof na korijenju biljaka iz
porodice krstaSica (lat. Brassicaceae), od kultiviranih vrsta roda Brassica do divljih poput
vrste Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. (Karling,1968.; Koch i sur., 1991.; Dixon, 2009.;
Kageyama i Asano, 2009.). Vrsta je nedavno klasificirana u novu filogenetsku supergrupu
(klad) organizama — Rhizaria (Bass i Cavalier-Smith, 2009.) te se trenutno ubraja u razred
Plasmodiophora, koljeno Phytomyxea (prije Plasmodiophoromycetes), carstvo Cercozoa
(prije Protozoa) (Cavalier-Smith, 1998.). Infekcija ovim protistom uzrokuje hipertrofiju
stanica korijena te formiranje tumora na korijenju (Slika 3.). Simptomi vidljivi iznad razine tla
ukljucuju zucenje listova te venuée biljke. Kombinirani simptomi zakrzljalih i ¢esto trulih
korijena sa smanjenom moguc¢no$¢u uzimanja hranjivih tvari i vode iz tla te smanjenog
fotosintetskog kapaciteta listova znacajno reduciraju rast biljke te smanjuju prinos
(Wallenhammer, 1998.; Dixon, 2009.; Kageyama i Asano, 2009.; Hwang i sur., 2011.).

Zivotni ciklus P. brassicae sastoji se od dvije faze — prve koja se javlja u korijenovim
dlacicama te druge koja se javlja u stanicama korteksa i sr¢ike korijena. Tijekom druge faze,
P. brassicae stimulira rast i dijeljenje inficiranih stanica $to dovodi do razvitka spomenutih
tumora (Fuchs i Sacristan, 1996.). Odrasle jedinke odlazu spore u novonastale tumore koje ¢e
se nakon truljenja korijena osloboditi u tlo gdje mogu biti infektivne i do 15-20 godina
(Ludwig-Miiller, 2004.; Rastas i sur., 2012.). Konvencionalne mjere zastite protiv P.
brassicae su uglavnom neekonomicne, neprakti¢ne i nedovoljno uéinkovite (Ludwig-Miiller,
1999.; Donald i Porter, 2009.). Danas se izrazito malo zna o mehanizmu tolerancije biljaka na
P. brassicae. Prvobitne pretpostavke su se temeljile na posebnim morfoloskim, anatomskim i
biokemijskim prilagodbama biljaka (Karling, 1968.), medutim niti jedna od tih pretpostavki
nije dala op¢i mehanizam tolerancije. Butcher i sur. (1974.) su dokazali da je osjetljivost
odredenih jedinki vrste Brassica campestris povezana s glukozinolatom glukobrazicin koji se
ponasao kao prekursor auksina. Medutim, to se istrazivanje nije moglo primijeniti i na druge
domacine (Ockendon i Buczacki, 1979.; Mullin i sur., 1980.). Trenutno se naju¢inkovitijom,
ali 1 najisplativijom metodom smatra razvitak kultivara tolerantnih na prisutstvo P. brassicae
(Rastas i sur., 2012.).

12
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Slika 3. Ucinak A) infekcije protistom Plasmodiophora brassicae na korijen vrste
Arabidopsis thaliana u odnosu na B) kontrolnu biljku koja nije tretirana istim te ne pokazuje
simptome smanjene stope rasta i zakrzljalosti korijena. Fotografije su snimljene tri tjedna
nakon infekcije.
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Ciljevi istraZivanja

o Istraziti u¢inak infekcije virusom mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom
RNA na sadrzaj flavonoida kempferola u listovima vrste Arabidopsis thaliana.

o Istraziti ucinak infekcije protistom Plasmodiophora brassicae na sadrzaj
flavonoida kempferola u listovima vrste A. thaliana.

o lIstraziti u¢inak UV-B zracenja na sadrzaj flavonoida kempferola u kalusima vrste
A. thaliana.

o Istraziti interakciju kompleksa flavonoida kempferola, te strukturno mu srodnog
fisetina, i metala Eu*" s dvolandanim (ds) i jednolanc¢anim (ss) RNA izoliranim iz

biljaka inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA.
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2.1.  Materijali
2.1.1. Biljni materijal

Za potrebe ovog istrazivanja koriStene su tri biljne vrste — Nicotiana megalosiphon
Van Heurck & Muell. Arg. kao domacin za uzgoj virusa mozaika krastavca s pridruzenom
satelithom RNA (CMVsat), Brassica rapa ssp. pekinensis (Lour.) Rupr. kao domacin za uzgoj
spora protista Plasmodiophora brassicae Woronin te Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. kao
modelni organizam za istrazivanje ucinka biotickog i abiotic¢kog stresa na sadrzaj kempferola
u biljci.

Ucinak infekcije CMVsat-om na sadrzaj kempferola pracen je u listovima divljeg tipa
Landsberg erecta (Ler) te dvije mutante tt (tt4 i tt7). Istovremeno, ucinak infekcije protistom
P. brassicae na sadrzaj kempferola pracen je u listovima Columbia (Col). Uc¢inak abiotickog
stresa na sadrzaj kempferola istrazivan je u kalusima divljeg tipa Ler te tri mutante tt (tt4, tt5 i
tt7).

Prije svake sadnje, sjemenke vrste A. thaliana sinkronizirane su na vlaznom filter
papiru u Petrijevim zdjelicama (3 dana, 4°C). Sve biljke su uzgajane na filtriranoj 1
autoklaviranoj (2 h, 128°C) zemlji marke Stender B400 pomijesane s pijeskom u omjeru 4:1.

Biljke su uzgajane u kontroliranim uvjetima staklenika s izmjenom dana i no¢i svakih 12 h.

2.2. Metode

2.2.1. Infekcija vrste Arabidopsis thaliana virusom mozaika krastavca s pridruzenom

satelithom RNA

Nicotiana megalosiphon Van Heurck & Muell. Arg. divlja je vrsta duhana koja se
koristi kao sistemi¢ni domacin za virus mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA
(CMVsat) pa je stoga ova vrsta izabrana za uzgoj spomenutog virusa. Virusni inokulum
koristen za infekciju N. megalosiphon pripremljen je iz konzerviranog inficiranog biljnog
materijala pohranjenog u Laboratoriju za virologiju, Zavod za mikrobiologiju, Prirodoslovno-
matematicki fakultet, SveuciliSte u Zagrebu pod oznakom 14A. Biljka je inokulirana virusom
u stadiju cetiri do pet listova. Inficirani listovi koristeni su kao svjezi virusni inokulum za
daljnje infekcije. Pri tome je na odvaganu masu listova duhana dodan tri puta ve¢i volumen

0.06 M Sorensenovog pufera (pH 6.976) te su listovi homogenizirani u hladnom,
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steriliziranom tarioniku. Dobiveni homogenat je centrifugiran (5000 rpm, 5 min, 4°C) te
prebacen U novu epruvetu. Inokulacija biljaka provedena je na dva tjedna starim biljkama
vrste Arabidopsis thaliana s razvijenim tri do Cetiri lista. Listovi namijenjeni tretmanu
prethodno su posipani karborundumom, zatim je naneseno 5 pL virusnog inokuluma, odnosno
Sorensenovog pufera kao negativna kontrola. Zbog boljeg prodiranja virusa u biljno tkivo,
inokulum je utrljan u list staklenim Stapicem. Nakon 1 min, listovi su isprani destiliranom
vodom. Rozete biljaka sakupljene su za daljnje analize dva tjedna nakon tretmana. Sakupljeni
materijal je smrznut u teku¢em dusiku i liofiliziran 48 h u liofilizatoru CHRIST ALPHA 1-2
(Christ, Osterode am Harz, Njemacka) pri -60°C i 0.01 mbar. Liofilizirano tkivo je usitnjeno u

hladnom, steriliziranom tarioniku i pohranjeno na -20°C.

2.2.2. Infekcija vrste Arabidopsis thaliana protistom Plasmodiophora brassicae

Protist Plasmodiophora brassicae Woronin uzrokuje gomoljaste tumore na korijenu
vrsta iz porodice krstaSica (lat. Brassicaceae) stoga je vrsta Brassica rapa ssp. Pekinensis
(Lour.) Rupr. koriStena kao lokalni domacéin ovom protistu. Za infekciju vrste B. rapa
koristene su spore izolata ,,e3“ pripremljene iz tumora pohranjenih na -20°C u Laboratoriju za
biljnu fiziologiju, Institut za Botaniku, Tehnicko Sveuciliste Dresden, Njemacka. Spore su
pripremljene na sljede¢i nacin: 200 g tumora homogenizirano je s 200 mL destilirane vode,
homogenat je potom filtriran kroz gazu pora veli¢ine 80 pum. Filtrat je centrifugiran (2000
rpm, 10 min, 4°C) pri ¢emu je supernatant odstranjen, a talog je ponovno homogeniziran s
vodom 1 centrifugiran (2000 rpm, 10 min, 4°C). Na kraju je talog homogeniziran u 50 mM
vodenoj otopini KH2PO4 (pH 5.5) u omjeru 1:1 (w/V). Spore su izbrojane pomocu Biirker-
Tiirkove komorice (Brand, Njemacka). Dobiveni homogenat apliciran je na Cetiri dana stare
biljke wvrste B. rapa ssp. pekinensis. Svaka je biljka inficirana ubrizgavanjem 3 mL
homogenata sa standardnom koncentracijom 10’ spora po mL u zemlju (Siemens i sur.,
2002.). Tumori na korijenju sakupljeni su nakon osam tjedana te su pohranjeni na -20°C. Iz
ovih tumora pripremao se, prethodno opisanim nacinom, homogent za infekciju vrste
Arabidopsis thaliana. Infekcija je provedena na dva tjedna starim biljkama A. thaliana. Svaka
je biljka inficirana ubrizgavanjem 1 mL homogenata sa standardnom koncentracijom 7.68 x
10® spora po mL u zemlju. Kao negativna kontrola koristen je pufer. Rozete biljaka
sakupljane su za daljnje analize tri tjedna nakon tretmana. Sakupljeni materijal je smrznut u
teku¢em dusiku i liofiliziran 48 h u liofilizatoru CHRIST ALPHA 1-2 (Christ, Osterode am
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Harz, Njemacka) pri -60°C i 0.01 mbar. Liofilizirano tkivo je usitnjeno u hladnom,

steriliziranom tarioniku i pohranjeno na -20°C.

2.2.3. Uzgoj kalusa vrste Arabidopsis thaliana

Podloga za kaluse pripremljena je prema protokolu Murashige i Skooga (1962.) te je
sadrzavala 0.43% MS medija, 1% saharoze, 0.02% mioinozitola te 0.8% fitoagara u
deioniziranoj vodi; pH vrijednost otopine namjeStena je na 5.7. Nakon pripreme, otopina je
stavljena na sterilizaciju autoklaviranjem. Kada se smjesa dovoljno ohladila (do otprilike
50°C), dodani su sljede¢i hormoni: 0.5 pg/mL BAP (6-benzilaminopurin), 1 pg/mL NAA
(naftalen-1-octena kiselina), 1 ug/mL IAA (indol-3-octena kiselina) te 1 pg/mL 2,4-D (2,4-
diklorofenoksioctena kiselina). Po zavrSetku, medij je izliven u sterilne Petrijeve zdjelice.
Mati¢ne otopine auksina NAA, IAA i 2,4-D konaé¢nih koncentracija 1 mg/mL pripremljene su
u apsolutnom etanolu te citokinina BAP kona¢ne koncentracije 1 mg/mL u 0.5 M vodenoj
otopini NaOH.

Sjemenke vrste Arabidopsis thaliana (Ler, tt4, tt5 i tt7) sinkronizirane su na vlaznom
filter papiru (3 dana, 4°C). Prije sadenja na podlogu, sjemenke su sterilizirane u 2.55%
vodenoj otopini izosana (20 min na sobnoj temperaturi). Potom su temeljito isprane
autoklaviranom deioniziranom vodom te su u sterilnim uvjetima posadene na prethodno
pripremljen medij za uzgoj kalusa. Kalusi su uzgajani u trima razli¢itim uvjetima: 1) na
bijelom svjetlu tijekom 30 dana, 2) na UV-B svjetlu tijekom 30 dana i 3) na bijelom svjetlu
tijekom prvih 15 dana te potom tijekom drugih 15 dana na UV-B svjetlu. Svi kalusi uzgajani
su na 23+1°C s trajanjem dana 16 h, odnosno no¢i 8 h. Materijal je nakon mjesec dana
sakupljen, smrznut u teku¢em dusiku i liofiliziran 48 h u liofilizatoru CHRIST ALPHA 1-2
(Christ, Osterode am Harz, Njemacka) pri -60°C i 0.01 mbar. Liofilizirano tkivo je usitnjeno u

hladnom, steriliziranom tarioniku i pohranjeno na -20°C.

2.2.4. Ekstrakcija fenolnih tvari

Fenolne tvari ekstrahirane su iz listova vrste Arabidopsis thaliana inficiranih virusom
mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA (CMVsat) ili protistom Plasmodiophora
brassicae. Na odvaganu masu listova dodan je 80 puta ve¢i volumen 80% metanola. Uzorci
su inkubirani u vodenoj kupelji (150 rpm, 30 min, 80°C). Po zavrSetku, uzorci su stavljeni 5

do 10 min na -20°C kako bi se ekstrakcija u svim uzorcima zaustavila. Uslijedila je centrifuga
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(11 000 rpm, 10 min, 4°C) nakon Cega je odvojen supernatant te je na njega dodana
koncentrirana HC1 do kona¢ne koncentracije 1.2 M. Nakon dodatka HCI, uzorci su ponovno
inkubirani u kupelji (150 rpm, 30 min, 80°C) te su centrifugirani (13 000 rpm, 15 min, 4°C).
Odvojeni supernatant centrifugiran je jo$ jednom (13 000 rpm, 10 min, 4°C) te je
novodobiveni supernatant sakupljen za daljnje analize na HPLC-u.

2.2.5. Odredivanje sadrzaja kempferola metodom HPLC-a

Za odredivanje sadrzaja kempferola u listovima vrste Arabidopsis thaliana inficiranim
virusom mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA (CMVsat) ili protistom
Plasmodiophora brassicae koristena je metoda tekuéinske kromatografije visoke moci
razluéivanja (engl. High Performance Liquid Chromatography — HPLC) prema Liki¢ (2010.).
Uzorci su pripremljeni koriste¢i metodu opisanu u poglavlju 2.2.4. Koristen je uredaj HPLC
(Agilent 1100 Series, Santa Clara, CA, SAD) s kolonom Zorbax RX-C18 (5 um, 75 x 4.6mm,
Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD), a razdvajanje je provedeno uz protok od 1.0
ml/min pri temperaturi od 35°C. Ubrizgavano je 100 puL uzoraka. Spektar je snimljen na
valnoj duljini 374 nm. KoriStena su sljedeca otapala: A — 0.05% trifluoroctena kiselina u
deioniziranoj vodi (TFA), B — 20% metanol i 0.05% TFA, C — 70% metanol i 0.05% TFA, D
— 100% metanol. Sastav otapala mijenjao se prema stupnjevitom gradijentu kako slijedi: 0
min (80%A, 20%B, 0%C, 0%D), 4 min (0%A, 100%B, 0%C, 0%D), 23 min (0%A, 0%B,
100%C, 0%D), 27 min (0%A, 0%B, 0%C, 100%D), 32 min (0%A, 0%B, 0%C, 100%D), 33
min (80%A, 20%B, 0%C, 0%D). Kromatogram je analiziran pomo¢u programa ChemStation
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD).

2.2.6. lzolacija dsRNA i1 ssRNA iz biljaka vrste Nicotiana megalosiphon inficiranih
virusom mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA pomocu CF-11
celulozne kromatografije

Izolacija dvolancanih (ds) i jednolancanih (ss) RNA iz tkiva vrste Nicotiana
megalosiphon inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA
(CMVsat) provedena je prema Kearney i sur. (1990.) s malim izmjenama. Masa od 200 mg
tkiva inficiranog sa CMVsat homogenizirana je sa 600 pL ekstrakcijskog pufera (97 mL 2x
STE + 3 g SDS + 0.3 g bentonit + 0.5 mL B-merkaptoetanol). Homogenat je promijeSan na
vrtloznoj mijesalici 15 s te je na njega dodano 400 pL fenola (pH vodene faze je bio 7.0 te je

zasi¢en s 0.01 M NaOH, uzeta je donja faza). Ponovljeno je mijeSanje na vrtloznoj mjesalici 1
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min. Homogenat je zatim centrifugiran (6000 rpm, 7 min, 4°C) nakon Cega je odvojena
vodena faza. Vodena faza ekstrahirana je sa 400 uL fenola i kloroforma pripremljenih u
omjeru 1:1 (V/V). Ponovljeno je mijesanje (45 s) i centrifuga (6000 rpm, 5 min, 4°C) nakon
¢ega je vodena faza ekstrahirana sa 400 uL kloroforma. Dobivena vodena faza sadrzavala je
TNA (engl. total nucleic acids) ili ukupne nukleinske kiseline. Kako bi se izoliralo samo
dsRNA, na 100 uL odvojene vodene faze dodano je 20 uLL 96% etanola sobne temperature te
je otopina dodana na 50 mg CF-11 celuloze pripremljene u 200 puL. 1x STE u 16% etanolu. 1x
STE pripremljen je iz mati¢ne otopine 10x STE (5.8% NaCl + 6.06% Tris + 0.3% EDTA u
deioniziranoj vodi, pH 6.8). Otopina celuloze je promijesana na vrtloznoj mijesalici (45 S) i
centrifugirana (6000 rpm, 6 min, 4°C). Dobiveni supernatant je odvojen i koriSten dalje za
precipitaciju sSSRNA, a talog je koriSten za odvajanje dSRNA. Talog je tri puta ispiran sa 400
uL 1x STE u 16% etanolu, promijesan (15 s) i centrifugiran (6000 rpm, 4 min, 4°C). Svaki
puta je supernatant odvojen 1 bacen. U posljednjem koraku izolacije, na talog je dodano 250
uL 1x STE pufera. Otopina je promijesana (1 min) i centrifugirana (6000 rpm, 10 min, 4°C)
nakon Cega je supernatant sakupljen. Za precipitaciju dsRNA na supernatant je dodano 1/10
volumena 3 M natrijevog acetata (pH 5.5) i 4 volumena hladnog 96% etanola. Uzorci su
preko no¢i pohranjeni na -20°C te su iduceg dana centrifugirani (11 000 rpm, 30 min, 4°C).
Nakon centrifugiranja supernatant je bacen, a talog pusten da se susi (30 min). Talog je potom
resuspendiran u TE puferu (10 mM Tris + 1 mM EDTA u deioniziranoj vodi, pH 7.5).

2.2.7. Agarozna gel elektroforeza dsRNA

Za dokazivanje dvolancanih (ds) RNA izoliranih iz tkiva vrste Nicotiana
megalosiphon inficirane virusom mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA
(CMVsat) koristena je elektroforeza na 1% agaroznom gelu. Gel je pripremljen mijeSanjem
1% agaroze i 1x TBE pufera dobivenog iz mati¢ne otopine 10x TBE (10.9% TRIS + 5.5% BA
+ 0.29% KOMPLEXAL Il u deioniziranoj vodi, pH 8.3). Dobivena otopina je kuhana dok se
sva agaroza nije otopila. Nakon §to se ohladila, u otopinu je dodan 0.025% Stain G kao
zamjena za etidijev bromid te je smjesa izlivena u kalup za gel. Kada je gel bio spreman,
prebacen je u kadicu za elektroforezu koja je zatim napunjena s 1x TBE puferom. Na jaZice je
nanoseno 2 pL markera za elektroforezu, odnosno uzorka pomijesanih s 4 ul boje za

elektroforezu. Elektroforeza je provedena na 80 V tijekom 2 h.
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2.2.8. Sinteza kompleksa flavonoid/metal te njegova interakcija s dsRNA i SSRNA
izoliranim iz vrste Nicotiana megalosiphon inficirane virusom mozaika krastavca s
pridruzenom satelitnom RNA

Nastajanje kompleksa flavonoid/metal te njihova interakcija s dvolan¢anim (ds) i
jednolancanim (ss) RNA izoliranim iz tkiva vrste Nicotiana megalosiphon inficirane virusom
mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA (CMVsat) praceni su na UV/Vis
spektrofotometru (Nanodrop 2000®). Prilikom mjerenja koristene su plastine kivete. Za
sintezu kompleksa koriSten je 0.1 M pufer hepes (pH 7.0). Mati¢na otopina flavonoida
kempferola i fisetina (10 mM) pripremljena je u apsolutnom etanolu. Mati¢na otopina metala
europija (Eu(NO3)s x 6H,0) koncentracije 10 mM pripremljena je u deioniziranoj vodi. Za
istrazivanje interakcije s kompleksom flavonoid/metal, izolirane dSRNA i sSRNA dodavane
su postupno prema obrascu navedenom u Tablici 2. Apsorbancija je mjerena na valnim
duljinama 260, 370 i 446 nm.

Tablica 2. Obrazac prema kojem je prac¢eno nastajanje kompleksa flavonoid/metal te njegova
interakcija s dvolanCanim (ds) i jednolancanim (SS) RNA izoliranim iz tkiva vrste Nicotiana
megalosiphon inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA
(CMVsat). Na lijevoj strani navedene su koriStene otopine, a na desnoj njihovi volumeni.

PUFER

- 2mL
+ FLAVONOID - +10 uL
+ EUROPUJ — +10 uL
+ ds ili sSSRNA 100x razrijedena - +1puL
+ ds ili SSRNA 100x razrijedena - +1 ulL
+ ds ili SSRNA 100x razrijedena - +6 ulL
+ ds ili sSSRNA 100x razrijedena - +2 uL
+ ds ili SSRNA 100x razrijedena - +1 ulL
+ ds ili sSSRNA 100x razrijedena - +1 uL
+ ds ili SSRNA 100x razrijedena - +1 uL
+ ds ili sSSRNA 100x razrijedena - +2uL
+ ds ili SSRNA 100x razrijedena - +2 ul
+ ds ili SSRNA 100x razrijedena - +5ul
+ ds ili SSRNA 10x razrijedena - +1ul
+ ds ili sSSRNA 10x razrijedena - +5uL
+ ds ili sSRNA koncentrirana - +1 uL
+ ds ili sSSRNA koncentrirana - +5uL
+ ds ili sSSRNA koncentrirana — +5uL
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2.2.9. Obrada podataka

Dobiveni rezultati obradeni su u programu Microsoft Excel 2007. Prikazane
vrijednosti su izrazene u odnosu na vrijednosti u kontrolnim biljkama (vrijednost u
kontrolnim biljkama postavljena je na 1.0) + standardne pogreske izraCunate na temelju tri
neovisna mjerenja. StatistiCka analiza provedena je u programu STATISTICA 8 (StatSoft.
Inc., SAD). Statisti¢ki znacajne razlike izmedu ispitivanih skupina procijenjene su primjenom
t-testa. Srednje vrijednosti s pridruzenim istim slovom medusobno se ne razlikuju znac¢ajno
(p<0.05).
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REZULTATI
3.1.  Dio istraZivanja proveden u uvjetima in vivo

Cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti u¢inak dvaju razli¢itih patogena te UV-B
zraCenja na sadrzaj flavonoida kempferola u razli¢itim tkivima vrste Arabidopsis thaliana.
Koristena su dva razli€ita patogena: virus mozaika krastavca s pridruZenom satelitnom RNA
(CMVsat, sustavni patogen koji se s mjesta infekcije (listovi) $iri na ostale dijelove biljke) te
protist Plasmodiophora brassicae (lokalni patogen koji parazitira u korijenu biljke) s ciljem
utvrdivanja je li odgovor kempferola u odredenoj biljci domacinu univerzalan ili patogen-
specifican. U¢inak abiotickog stresa (UV-B zracenja) na sadrzaj kempferola istrazen je na
kalusima wvrste A. thaliana. S obzirom da su prethodno provedena in vitro istrazivanja
pokazala da dvolanc¢ane (ds) RNA molekule izolirane iz CMVsat-inficiranih biljaka vrste A.
thaliana uzrokuju znadajne promjene u strukturi kompleksa flavonoida kvercetina i Eu**
(Sola, 2013.), u sklopu ovog diplomskog rada istrazena je interakcija kompleksa kempferola,
te njemu strukturno srodnog fisetina, i Eu** s RNA molekulama izoliranim iz CMVsat-

inficiranih biljaka vrste Nicotiana megalosiphon.

3.1.1. Ucinak infekcije virusom mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA na
sadrzaj kempferola u listovima vrste Arabidopsis thaliana

S obzirom da je dokazano da kempferol ima antiviralnu ulogu (Amoros i sur., 1992.;
Mitrocotsa i sur., 2000.; Min i sur., 2001.; Tsai i sur., 2011.), istrazivan je ucinak infekcije
virusom mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA (CMVsat) na sadrzaj kempferola
u listovima vrste Arabidopsis thaliana. Istrazivani su divlji tip Landsberg erecta (Ler) te dvije
mutante tt (tt4 i tt7). Biljke su tretirane virusom, odnosno puferom kao negativnom
kontrolom.

Prema ocekivanjima, mutante tt4 neovisno o vrsti tretmana ne sadrze kempferol
(podaci nisu prikazani). U listovima divljeg tipa Ler infekcija CMVsat-om uzrokuje zna¢ajno
smanjenje sadrzaja kempferola u odnosu na kontrolnu skupinu tretiranu puferom. Kod
mutante tt7 razlika u sadrzaju kempferola izmedu CMVsat-inficiranih i kontrolnih biljaka nije
statisticki znacajna (p<0.05), no vidljiva je tendencija nizeg sadrzaja kempferola u CMVsat-
inficiranim biljkama (Slika 4.). Dobiveni rezultati upucuju na uklju¢enost kempferola u neke

od obrambenih mehanizama vrste Arabidopsis thaliana.
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Slika 4. Ucinak infekcije CMVsat-om na sadrzaj kempferola u listovima vrste Arabidopsis
thaliana. Mjerenja su provedena dva tjedna nakon infekcije. Vrijednosti su izraZzene u odnosu
na vrijednosti kempferola u kontrolnim biljkama (vrijednost kempferola u kontrolnim
biljkama postavljena je na 1.0)+ SE. Srednje vrijednosti unutar odredenog tkiva s pridruzenim
istim slovom ne razlikuju se znacajno (n=3; p<0.05). CMVsat — virus mozaika krastavca s
pridruzenom satelitnom RNA, Ler — divlji tip Landsberg erecta, PUF — pufer, tt7 — mutanta
biosintetskog puta flavonoida (objas$njenja koriStenih mutanti nalaze se na stranici 8).

3.1.2. Ucinak infekcije protistom Plasmodiophora brassicae na sadrzaj kempferola u
listovima vrste Arabidopsis thaliana

Ucinak infekcije protistom Plasmodiophora brassicae na sadrzaj kempferola
istrazivan je u listovima vrste Arabidopsis thaliana, ekotip Columbia (Col). Biljke su tretirane
protistom, odnosno puferom kao negativnom kontrolom. Uzorci su sakupljeni tri tjedna nakon
infekcije.

Rezultati dobiveni analizom listova sakupljenih tri tjedna nakon tretmana pokazali su
tendenciju viSeg sadrzaja kempferola u biljaka tretiranih protistom u odnosu na biljke tretirane

puferom (Slika 5.).
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Slika 5. Uc¢inak infekcije protistom Plasmodiophora brassicae na sadrzaj kempferola u
listovima vrste Arabidopsis thaliana. Mjerenja su provedena tri tjedna nakon infekcije.
Vrijednosti su izraZzene u odnosu na vrijednosti kempferola u kontrolnim biljkama (vrijednost
kempferola u kontrolnim biljkama postavljena je na 1.0) + SE. Srednje vrijednosti unutar
odredenog tkiva s pridruzenim istim slovom ne razlikuju se znacajno (n=3; p<0.05).Col —
Columbia divlji tip, Pb — Plasmodiophora brassicae, PUF — pufer.

3.1.3. Ucinak UV-B zracenja na sadrzaj kempferola u kalusima vrste Arabidopsis
thaliana

S obzirom da za fotoprotektivnu ulogu kempferola u biljaka postoji dosta opre¢nih
rezultata (Li i sur., 1993a; Lois, 1994.; Ryan, 2001.), preliminarno je istrazen ucinak
abiotickog stresa, odnosno razli¢itih uvjeta svjetlosnog zracenja u periodu od 30 dana na
sadrzaj kempferola u kalusima vrste Arabidopsis thaliana. Istrazivani su divlji tip Landsberg
erecta (Ler) te tri mutante (tt4, tt5 i tt7).

Prema ocekivanjima, mutante tt4 i tt5 neovisno o vrsti tretmana ne sadrze kempferol
(podaci nisu prikazani). Kalusi divljeg tipa Ler uzgajani u uvjetima UV-B zra¢enja u periodu
od 30 dana pokazuju nizi sadrzaj kempferola u odnosu na kaluse uzgajane u uvjetima bijelog
svjetla u periodu od 30 dana, odnosno kaluse uzgajane u uvjetima bijelog svjetla tijekom
prvih 15 te UV-B zracenja tijekom iduc¢ih 15 dana, dok kod mutante tt7 sadrzaj kempferola je
gotovo isti neovisno o dijelu spektra kojim je mutanta tretirana (Slika 6.). Preliminarni
rezultati ukazuju da UV-B zracenje uzrokuje smanjenje sadrzaja kempferola u kalusima

divljeg tipa Ler, ali ne i kod mutante tt7.
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Slika 6. U¢inak UV-B zracenja na sadrzaj kempferola u kalusima vrste Arabidopsis thaliana.
Kalusi su bili podvrgnuti razli¢itim uvjetima zracenja u periodu od 30 dana (UV — izloZenost
UV-B zracenju, N/UV — izloZenost bijelom svjetlu tijekom prvih 15 dana te UV-B tijekom
idu¢ih 15 dana, N — izloZenost bijelom svjetlu). Vrijednosti su izrazene u odnosu na
vrijednosti kempferola u kontrolnim biljkama (vrijednost kempferola u kontrolnim biljkama
postavljena je na 1.0). Ler — divlji tip Landsberg erecta, tt7— mutanta biosintetskog puta
flavonoida (objasnjenje koristene mutante nalazi se na stranici 8).
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3.2.  Dio istraZivanja proveden u uvjetima in vitro

3.2.1. Interakcija kompleksa flavonoid/metal s dsRNA i ssRNA izoliranih iz biljaka
inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA

3.2.1.1.  Kompleks kempferol/Eu®*

Uzastopno dodavanje malih volumena dsRNA izoliranih iz biljaka inficiranih
CMVsat-om u vodenu otopinu kompleksa kempferol/Eu®* rezultiralo je znacajnim
promjenama UV/Vis spektra kompleksa (Slika 7.). Dodavanjem dsRNA smanjuje se
intenzitet apsorbancije kompleksa (A=446 nm) te istovremeno dolazi do porasta apsorbancije
pri valnoj duljini koja odgovara slobodnom kempferolu (A=370 nm). Rezultat upucuje na
zakljutak da se kompleks kempferol/Eu® u interakciji s dSRNA razgraduje na slobodni
kempferol.

Apsorbancija/AU

Valna duljina (nm)

Slika 7. Promjene UV/Vis spektra kompleksa kempferoI/Eu3+ (c(kempferol) = 1 x 10°
mol/dm?®, c(Eu*") = 5 x 10”° mol/dm®) u hepes puferu (pH 7.0,c = 0.1 mol/dm?) uslijed titracije
s dsRNA (c = 1.55 x 10 ng/mL — 1.82 ng/mL) izoliranih iz CMVsat-inficiranih biljaka.
Strelice oznacavaju smjer promjene apsorbancije (| - pad, 1 - rast) kompleksa uslijed titracije
s dSRNA. CMVsat — virus mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA, Eu® — europij,
ds — dvolancane.
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S obzirom da je uzastopno dodavanje malih volumena dsRNA izoliranih iz biljaka
inficiranih CMVsat-om u vodenu otopinu kompleksa kempferol/Eu** rezultiralo
razgradivanjem istog (Slika 3.), testiran je ucinak SSRNA izoliranih iz CMVsat-inficiranih
biljaka. Sukcesivnim dodavanjem malih volumena sSRNA u vodenu otopinu kompleksa
kempferol/Eu®* primije¢eno je kontinuirano smanjivanje intenziteta apsorbancije pri valnoj
duljini koja odgovara kompleksu (A=446 nm), kao i slobodnom kempferolu (A=370 nm)
(Slika 8.). Dobiveni rezultat upucuje na zakljucak da u interakciji sa SSRNA dolazi do
smanjivanja intenziteta apsorbancije kompleksa, ali se pritom kompleks ne razgraduje na

slobodni kempferol.

Apsorbancija/AU

Valna duljina (nm)

Slika 8. Promjene UV/Vis spektra kompleksa kempferoI/Eu3+ (c(kempferol) = 1 x 10°
mol/dm?®, c(Eu*") = 5 x 10 mol/dm®) u hepes puferu (pH 7.0, ¢ = 0.1 mol/dm®) uslijed
titracije sa sSRNA (c = 1.55 x 10° ng/mL — 1.82 ng/mL) izoliranih iz CMVsat-inficiranih
biljaka. Strelice oznacavaju smjer promjene apsorbancije (| - pad, 1 - rast) kompleksa uslijed
titracije sa SSRNA. CMVsat — virus mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA, Eu®* —
europij, ss — jednolancane.
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3.2.1.2.  Kompleks fisetin/Eu**

Uzastopno dodavanje malih volumena dvolancanih (ds) RNA izoliranih iz biljaka
inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA (CMVsat) u vodenu
otopinu kompleksa fisetin/Eu®* rezultiralo je znaCajnim promjenama UV/Vis spektra
kompleksa (Slika 9.). Dodavanjem dsRNA smanjuje se intenzitet apsorbancije kompleksa
(A=446 nm) te istovremeno dolazi do porasta apsorbancije pri valnoj duljini koja odgovara
slobodnom fisetinu (A=370 nm). Vrijednost apsorbancije porasla je sve do pocetne razine
apsorbancije slobodnog fisetina. Rezultat upucuje na zakljuéak da se dodavanjem dsRNA

kompleks fisetin/EU*" postepeno razgraduje na slobodan fisetin.
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Slika 9. Promjene UV/Vis spektra kompleksa fisetin/Eu** (c(fisetin) = 1 x 10 mol/dm®,
c(Eu®*) = 5 x 10" mol/dm®) u hepes puferu (pH 7.0,c = 0.1 mol/dm®) uslijed titracije s dSRNA
(c = 1.55 x 10° ng/mL — 1.82 ng/mL) izoliranih iz CMVsat-inficiranih biljaka. Strelice
oznatavaju smjer promjene apsorbancije (| - pad, 1T - rast) kompleksa uslijed titracije s
dsRNA. CMVsat — virus mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA, Eud — europij,
ds — dvolancane.

S obzirom da je uzastopno dodavanje malih volumena dsRNA izoliranih iz biljaka

inficiranih CMVsat-om u vodenu otopinu kompleksa fisetin/Eu®* rezultiralo razgradnjom
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kompleksa (Slika 1.), testiran je ucinak jednolancanih (ss) RNA izoliranih iz CMVsat-
inficiranih biljaka. Uzastopnim dodavanjem malih volumena ssRNA u vodenu otopinu
kompleksa fisetin/Eu** doslo je do znadajnih promjena UV/Vis spektra kompleksa (Slika 10.).
Dodavanje sSRNA uzrokovalo je pad apsorbancije kompleksa (A=446 nm) te istovremeno
porast apsorbancije slobodnog fisetina (A=370 nm). Vrijednost apsorbancije fisetina rasla je
do pocetne vrijednosti apsorbancije slobodnog fisetina. Rezultat upucuje na zakljucak da

ssSRNA, kao i dsRNA, sudjeluju u razgradnji kompleksa fisetin/Eu®".
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Slika 10. Promjene UV/Vis spektra kompleksa fisetin/Eu®* (c(fisetin) = 1 x 10° mol/dm®,
c(Eu®) = 5 x 10™ mol/dm®) u hepes puferu (pH 7.0,c = 0.1 mol/dm®) uslijed titracije sa
ssRNA (c = 1.55 x 10° ng/mL — 1.82 ng/mL) izoliranih iz CMVsat-inficiranih biljaka.
Strelice oznacavaju smjer promjene apsorbancije (| - pad, 1 - rast) kompleksa uslijed titracije
sa sSRNA. CMVsat — virus mozaika krastavca s pridruzenom satelitnom RNA, Eu®* — europij,
ss — jednolancane.
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Jedan od ciljeva ovog rada bio je istraziti uc¢inak infekcije virusom mozaika krastavca
s pridruzenom satelitnom RNA (CMVsat) na sadrzaj flavonoida kempferola kod vrste
Arabidopsis thaliana. S obzirom da o ulozi kvercetina u obrambenom odgovoru biljaka
postoji dosta podataka (Alia i sur., 2006.; Baidez i sur., 2006.; Jullian i sur., 2007.; Li i Xu,
2008.), u sklopu ovog diplomskog rada proucavano je sudjelovanje kempferola u biotickom i
abiotickom stresu vrste A. thaliana. Posljednjih godina kempferol zbog mogucih antiviralnih
svojstava privlaci paznju znanstvenika diljem svijeta, medutim vecina tih istrazivanja temelji
se na prouc¢avanju humanih virusa (Amoros i sur., 1992.; Mitrocotsa i sur., 2000.; Min i sur.,
2001.; Tsai i sur., 2011.). Mogu¢i mehanizam antiviralnog djelovanja kempferola su 2012.
objavili Zhang i sur. istrazuju¢i djelovanje flavonoida kempferola i daidzina na virus
japanskog encefalitisa. Konkretno, proucavali su ulogu spomenutih flavonoida u inhibiciji
replikacije virusa encefalitisa i ekspresiji proteina E, proteina za koji se smatra da omoguéava
pri¢vr$¢ivanje virusnih Cestica na stanice domacina (Modis i sur., 2004.), u kulturi stanica
BHK-21 (engl. Baby Hamster Kidney Cells). Rezultati su otkrili obecavaju¢u ulogu
kempferola u borbi protiv virusa encefalitisa u odnosu na daidzin zbog visokog afiniteta
vezanja kempferola na RNA molekule.

Rezultati dobiveni u sklopu ovog diplomskog rada ukazuju da CMVsat uzrokuje
smanjivanje sadrzaja flavonoida kempferola kod biljaka vrste A. thaliana. Kod divljeg tipa
Landsberg erecta (Ler) inficiranog ovim virusom sadrzaj kempferola bio je smanjen za 47%,
a kod mutante tt7 (koja prirodno akumulira veéu koli¢inu kempferola) za 38% u odnosu na
kontrolne biljke (biljke tretirane puferom). Rezultati su u skladu s istrazivanjem Sole iz 2013.,
a koji su pokazali 3.24 puta nizi sadrzaj kempferola kod divljeg tipa Ler te 2.38 puta nizi
sadrzaj kod mutante tt7 inficiranim CMVsat-om u usporedbi s kontrolnim biljkama. Uoceno
je da unato¢ tome Sto nemaju mogucnost akumulacije flavonoida, a time niti kempferola,
inficirana mutanta tt4 sposobna je nastaviti rast i razvoj (slike nisu prikazane). Medutim, u
odnosu na tt7 i Ler, kod mutante tt4 uocena je veca stopa odumiranja tkiva nakon infekcije
virusom, smanjena stopa rasta te krzljavost biljaka. To upucuje na zakljucak da, iako
vjerojatno ima ulogu u obrani biljaka, kempferol nije jedina i1 klju¢na komponenta obrane

biljaka od infekcije CMVsat-om.

Odgovor biljaka na napad patogena slozeni je mehanizam koji ukljucuje razlicite
biokemijske puteve (Dixon i sur., 1990.). Opce je poznata Cinjenica da je napad patogena
okida¢ razli¢itih obrambenih mehanizama biljaka, ukljuujué¢i izmedu ostalog i sintezu

razli¢itih antimikrobnih i antifungicidnih spojeva poput glukozinolata (Ludwig-Miiller i sur.,
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1997.) te fenolnih tvari (Tan i sur., 2004.). Patogen koji uzrokuje velike probleme porodici
krstasica (lat. Brassicaceae) jest protist Plasmodiophora brassicae (Braselton, 1995.).
Infekcija biljke spomenutim protistom uzrokuje stvaranje velikih tumora na korijenu biljke
domacina ¢ime je biljci poremecéen sustav primanja vode i mineralnih tvari. Posljedi¢no to
dovodi do smanjene stope rasta i razvoja, a u nekim slu¢ajevima i do ugibanja biljke (Friberg i
sur., 2005.). Malo je informacija o mehanizmu otpornosti biljaka spram patogena P.
brassicae. Prvi zakljuéci temeljili su se na morfoloskim, anatomskim i biokemijskim
karakteristikama biljaka (Karling, 1968.), medutim niti jedna od tih teorija nije pruzila
jedinstveni mehanizam otpornosti biljke na spomenutog patogena. Butcher i sur. (1974.)
dokazali su da je osjetljivost biljaka vrste Brassica campestris na ovaj patogen povezana s
prisutstvom glukozinolata glukobrazicina koji je djelovao kao prekursor auksina. No ta teorija
nije dokazana i na drugim biljkama domacinima (Ockendon i Buczacki, 1979.; Mullin i sur.,
1980.). Cilj istrazivanja u sklopu ovog diplomskog rada bio je otkriti u¢inak infekcije
protistom P. brassicae na sadrzaj flavonoida kempferola kod vrste A. thaliana. Analizom
listova biljaka sakupljenih tri tjedna nakon infekcije utvrden je visi sadrzaj kempferola kod
biljaka inficiranih protistom u odnosu na kontrolne biljke. Ovaj rezultat u skladu je s
istrazivanjem Pisold i sur. (2010.), navedeni autori su zabiljezili povecani sadrzaj kempferola
I njegovih glikozida u korijenima inficiranim protistom P.brassicae u odnosu na zdrave
korijene vrste A. thaliana. Na temelju ovih rezultata moze se zakljuiti da, iako P. brassicae
obitava u korijenu biljke domacina, ovaj patogen utjeCe na sadrzaj flavonoida kempferola i u

nadzemnim dijelovima biljke (listovima).

S obzirom da su rezultati u sklopu ovog diplomskog rada pokazali da u vrsti A.
thaliana infekcija CMVsat-om uzrokuje smanjenje sadrzaja kempferola u odnosu na
kontrolne biljke, a infekcija protistom P. brassicae povecanje sadrzaja kempferola u odnosu
na kontrolne biljke, zaklju¢ak je da je uloga kempferola u obrambenom odgovoru biljaka

specificna s obzirom na vrstu patogena kojim je biljka inficirana.

Osim uloge kempferola tijekom biotickog stresa biljke, u sklopu ovog diplomskog
rada preliminarno je istrazena i njegova uloga tijekom abioti¢kog stresa, odnosno ucinak UV-
B zracenja na sadrzaj kempferola u kalusima vrste A. thaliana. Kulture kalusa su koristan alat
u istrazivanjima mehanizama tolerantnosti biljaka na razlicite stresne cimbenike poput UV-B
zraCenja jer imaju kratko generacijsko vrijeme, pruzaju relativno brz odgovor biljke na stresni
podraZaj te se mogu uzgajati u kontroliranim uvjetima (Zhao i sur., 2009.). Dugo vremena se

smatralo kako akumulacija flavonoida te ostalih fenilpropanoida u slojevima epiderme i
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hipoderme listova i stabljike (dijelova najizlozenijih zracenju) ima vaznu ulogu u obrani
biljke od UV-B zrac¢enja (Dixon i Paiva, 1995.). Istrazivanja Li i sur. (1993a) te Lois (1994.)
na listovima vrste A. thaliana potvrdila su da se prilikom izlozenosti biljke UV-B zrac¢enju
inducira povecana sinteza flavonoida i to uglavnom derivata kempferola. S druge strane, Ryan
I sur. 2001. su, takoder na vrsti A. thaliana, pratili omjer kvercetina i kempferola kod biljaka
izlozenih UV-B zracenju u odnosu na netretirane biljke. Utvrdili su da se kod biljaka

izlozenih UV-B zracenju povecava sadrzaj kvercetina, a smanjuje sadrzaj kempferola.

Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju pokazali su da je u kalusu divljeg tipa (Ler)
izloZzenih tijekom 15 i 30 dana UV-B zraCenju prisutan nizi sadrzaj kempferola u odnosu na
kontrolne biljke. Jedan od razloga neslaganja s rezultatima prethodnih istrazivanja (Li 1 sur.,
1993a; Lois, 1994.) moze biti duljina trajanja eksperimenta, odnosno perioda izlozenosti
biljaka zracenju. U spomenutim istrazivanjima biljke su zracenju bile izloZene tijekom 2 do 7
dana, u odnosu na 15 do 30 dana u ovom radu. Nekoliko je autora (Gould i sur., 2002.;
Rozema i sur., 2002.; Tattini i sur., 2004.) predlozilo da flavonoidi imaju ulogu antioksidansa
prilikom djelovanja svjetlosnog stresa ponasajuci se kao hvata¢i ROS-a, koje mogu dovesti do
oSte¢ivanja bioloski vaznih molekula poput nukleinskih kiselina, proteina i membranskih
lipida (Polle, 1997.). Stoga je moguce da su biljke bile predugo izloZene stresu §to je
naposljetku dovelo do iscrpljenosti antioksidativnog sustava i pada stope sinteze
antioksidansa, time i proucavanog kempferola. Neki autori (Ryan i sur., 1998.; Ryan i sur.,
2002.) smatraju da je za fotoprotekciju biljaka osim kempferola, vazan 1 kvercetin. Medutim,
u obzir valja uzeti i druge spojeve, a dokaz tomu su mutante tt4 i tt5 koje zbog mutacija alela
u genima koji kodiraju sintezu kalkon sintaze (CHS), odnosno kalkon izomeraze (CHI) ne
akumuliraju kempferol niti kvercetin (Saslowsky i sur., 2000.), a rasle su u uvjetima UV-B
zraCenja (slike nisu prikazane). Li i sur. (1993b) kao mogucée spojeve koji takoder djeluju
obrambeno u uvjetima UV-B stresa navode sinapat estere, derivate hidroksicimetne kiseline.
Njihovi rezultati pokazali su da je sadrzaj sinapat estera u mutanti tt4 visi i do 60% u odnosu
na divlji tip, a u mutanti tt5 u prosjeku je visi do 42%. To je razlog zasto obje mutante rastu u
uvjetima UV-B zraCenja, iako su u odnosu na divlji tip osjetljivije. Uzimajuci u obzir sve
navedeno, rezultati upucuju na zaklju¢ak da kempferol, kao i1 druge fenolne molekule poput
derivata hidroksicimetne kiseline, sudjeluju u obrambenom odgovoru biljke spram UV-B

zracenja.

Tijekom posljednjeg desetljeca istraZivanje flavonoida dozivljava procvat zahvaljujuéi

otkrivanju brojnih pozitivnih farmakoloskih ucinaka tih sekundarnih metabolita poput
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antiviralnog (Kreft i sur., 1999.; Chiang i sur., 2003.), antimikrobnog (Hernandez i sur.,
2000.; Cushnie i Lamb, 2005.) te antioksidativnog djelovanja (Williams i sur., 2004.; Ferreira
I sur., 2010.). Zahvaljujuéi svojoj strukturi, odnosno prisutnosti hidroksilnih i karboksilnih
grupa, flavonoidi mogu stvarati komplekse s metalnim ionima (Leopoldini i sur., 2006.).
Moguénost interakcije s metalnim ionima te stvaranje kompleksa flavonoid/metal ima velik
bioloski znacaj jer su istrazivanja pokazala da kompleksi posjeduju vecu sposobnost
uklanjanja reaktivnih vrsta kisika (ROS), koje mogu dovesti do osteCivanja bioloski vaznih
molekula poput proteina ili nukleinskih kiselina, u odnosu na flavonoide same (Afanasév i
sur., 2001.; Kostyuk i sur., 2001.). Baldini i sur. su 2003. dokazali kako interakcija flavonoida
kvercetina s ionima Cu®* poboljsava farmakoloska svojstva kvercetina, ali istovremeno
smanjuje 1 toksi¢ni u¢inak iona Cu?". Jednom kada se kompleks nade unutar stanice, dolazi u
doticaj s razli¢itim bioloSki vaznim molekulama poput molekula RNA koje imaju vaznu
ulogu u biokemijskim procesima stanice, poput sinteze proteina i obrambenog odgovora na
patogene (Piantanida i sur., 2009.). Dokazano je da je stabilnost interakcije kompleksa
kvercetina i rijetkog zemljinog metala lantana s dvolan¢anim (ds) RNA znacajno veca u
odnosu na stabilnost interakcije slobodnog kvercetina i dSRNA (Marini¢ i sur., 2006.). Rusak
i sur. (2009.) dokazali su da kompleks kvercetina i lantana ima vec¢i afinitet vezanja za viralnu
dsRNA u odnosu na kvercetin ili lantan zasebno. S obzirom da su viralne dsRNA replikatni
oblici, rezultati upucuju na zakljucak da bi vezivanje metala na flavonoid moglo poboljsati
antiviralna svojstva slobodnog flavonoida. Stoga je jedan od ciljeva ovog rada bio istraziti
interakciju kompleksa flavonoida kempferola, te strukturno mu srodnog fisetina, i metala Eu®*
s bioloskim dvolanc¢anim (ds) i jednolanc¢anim (ss) RNA. I dSRNA i ssSRNA koristene tijekom
istrazivanja izolirane su iz biljaka inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruzenom
satelitnom RNA (CMVsat). S obzirom da biljke koje nisu inficirane RNA virusima ne sadrze
znacajne koli¢ine homogenih sekvenci ve¢ih molarnih masa (> 0.1 x 106) dsRNA (Dodds i

sur., 1984.), izolirane dsRNA mogu se pripisati replikativnim oblicima RNA CMVsat-a.

Rezultati u sklopu ovog diplomskog rada su pokazali da je interakcija kompleksa i
dsRNA uzrokovala postepeno slabljenje intenziteta apsorbancije koji odgovara kompleksu
flavonoid/Eu®" te istovremeno porast apsorbancije koja odgovara slobodnom flavonoidu. Na
temelju ovih rezultata zaklju¢eno je da dSRNA izolirane iz CMVsat-inficiranih biljaka
uzrokuju razgradnju kompleksa kempferol/Eu®* i fisetin/Eu®* na slobodan flavonoid.
Zanimljivo, ssSRNA izolirane iz istih biljaka razgraduju fisetin/Eu*, no ne i kempferol/Eu®".
Dobiveni rezultati usporedeni su s onima Sole (2013.) koja je dokazala da se interakcija
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kompleksa kvercetin/Eu®* s dsRNA i ssRNA razlikuje. Zakljudeno je da kompleksi
kvercetin/Eu®*, kempferol/Eu*" i fisetin/Eu®* medusobno slidno reagiraju s dsRNA, no
razli¢ito sa SSRNA. Naime, sva tri kompleksa u interakciji s dSRNA se razgraduju na
slobodan flavonoid. Najvjerojatniji uzrok ovome jest interkalacija kompleksa u strukturu
dsRNA prilikom ¢ega, zbog veli¢ine kompleksa, dolazi do razgradnje istoga. S druge strane,
ova tri kompleksa se s obzirom na interakciju sa SSRNA znatno razlikuju. Naime, postepenim
dodavanjem ssRNA intenzitet apsorbancije koja odgovara kompleksima kempferol/Eu®" i
kvercetin/EU®* slabi. Zamijeéeno je da je promjena intenziteta apsorbancije slobodnog
kempferola i kvercetina uslijed titracije njihovih kompleksa sa sSRNA razli¢ita. Intenzitet
apsorbancije slobodnog kempferola dodavanjem ssRNA kontinuirano se smanjuje, dok
intenzitet apsorbancije slobodnog kvercetina ostaje gotovo nepromijenjen. Najverojatniji
razlog ovakve razlike je u strukturi ovih flavonoida. Kvercetin, naime, sadrzi jednu
hidroksilnu grupu vise na prstenu B u odnosu na kempferol (Garcia-Mediavilla i sur., 2007.).
S obzirom da se kompleks kempferol/Eu** u interakciji s dSRNA razgraduje, a sa SSRNA ne,
isti bi mogao biti koriSten za dokazivanje prisutnosti dSRNA u nekom sustavu. Kompleks
fisetin/Eu®, za razliku od kompleksa kempferol/Eu** i kvercetin/Eu**, se dodavanjem ssSRNA
postupno razgraduje na slobodni fisetin. S obzirom da u strukturi fisetina na polozaju C5 u A
prstenu nedostaje —OH skupina, a kempferol i kvercetin je posjeduju, pretpostavka je da —OH
skupina na ovom C atomu ima vaZnu ulogu u interakciji ovih triju kompleksa sa SSRNA.
Vaznost strukture flavonoida za njihove bioloske uc¢inke ve¢ je istrazivana. Katalini¢ i sur.
(2010.) su pokazali kako inhibitorno djelovanje flavonoida spram humanih enzima
butrilkolinesteraza ovisi o strukturi flavonoida. Ciolino i sur. (1999.) su istrazivali kempferol i
kvercetin kao prirodno dostupne ligande koji bi mogli vezati i time inaktivirati AhR (engl.
aryl hydrocarbon receptor), stani¢ni receptor za koji se smatra da induciranjem transkripcije
proteina CYP1A uzrokuje karcinogenezu. Rezultati su pokazali da su oba flavonoida ligandi
AhR-a, medutim upravo zbog nedostatka hidroksilne grupe na prstenu B kempferol ne sjeda
optimalno na vezno mjesto spomenutog receptora zbog Cega ne utjeCe direktno na

transkripciju CYP1A kao kvercetin, ve¢ posredno preko drugog liganda AhR-a.
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Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

o Flavonoid kempferol ima ulogu u obrani biljaka tijekom infekcije virusom mozaika
krastavca s pridruzenom satelitnom RNA (CMVsat), no nije jedina i klju¢na
komponenta obrane biljaka od ovog patogena. Na to upucuje mutanta tt4 vrste
Arabidopsis thaliana koja, iako nema moguénost akumulacije flavonoida, je sposobna
nastaviti svoj rast i razvoj unato¢ infekciji virusom. No, U toj mutanti uocena je veca
stopa odumiranja tkiva nakon infekcije virusom, smanjena stopa rasta te krzljavost
biljaka u odnosu na biljke koje mogu akumulirati kempferol (Ler i tt7).

o Uloga kempferola u obrambenom sustavu biljaka tijekom djelovanja biotickog stresa
specifi¢na je s obzirom na patogen. Konkretno, CMVsat uzrokuje smanjenje sadrzaja
kempferola u inficiranim biljkama, a protist Plasmodiophora brassicae povecéanje.

oo Preliminarni rezultati pokazuju da kempferol sudjeluje u obrambenom odgovoru
kalusa vrste A. thaliana spram UV-B zracenja. U kalusima divljeg tipa Ler UV-B
zraCenje uzrokuje smanjenje sadrzaja kempferola, dok se sadrzaj kempferola u
kalusima mutante tt7 (koja akumulira veéu koli¢inu kempferola u odnosu na divlji tip
Ler) ne mijenja znacajno s obzirom na dio spektra kojim je mutanta tretirana.

o Kompleks kempferola i rijetkog zemljinog metala Eu®* razgraduje se tijekom
interakcije s dsRNA izoliranim iz CMVsat-inficiranih biljaka, ali ne i tijekom
interakcije sa SSRNA izoliranim iz CMVsat-inficiranih biljaka $to upucéuje na
zaklju¢ak da bi se ovaj spoj mogao Koristiti za dokazivanje prisutnosti dsRNA u

biljnim tkivima.
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