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1.1. Biosinteza flavonoida 

 

Biljke proizvode velik broj organskih spojeva razliĉitih strukturnih klasifikacija, od kojih 

veći dio, iako ne sudjeluje direktno u rastu i razvoju biljnog organizma, ima vaţnu ulogu u 

prilagodbi biljaka na uvjete okoliša. Tradicionalno, ti spojevi definiraju se kao sekundarni 

metaboliti (Croteau i sur., 2000.). UtvrĊeno 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 uobiĉajeno klasificiraju prema svom 

biosintetskom putu i to u tri velike skupine spojeva – fenolne tvari, terpene i alkaloide 

(Harborne, 1999.). MeĊu navedenima, fenolne tvari do sada su najistraţivaniji spojevi; rijeĉ je 

o molekulama koje posjeduju najmanje jedan aromatski prsten (C6) s jednom ili više 

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 više od 10 000 izoliranih i identificiranih spojeva 

(Williams i Grayer,2004., Agati i sur., 2012.), flavonoidi ĉine jednu od najznaĉajnijih skupina 

unutar fenolnih tvari. Biosinteza flavonoida jedan je od najbolje istraţenih puteva sinteze 

sekundarnih metabolita. Njihov nastanak dio je većeg 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 šikiminske 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 sluţe kao 

ishodišne 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 

istraţen 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 (oznaĉeni crtkanom linijom). Preuzeto i prilagoĊeno iz Buer i sur. (2010.). 

B) Prikaz strukture odabranih flavonoida. Preuzeto iz http://en.wikipedia.org. 
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1.2. Biološko djelovanje flavonoida u biljkama 

 

Flavonoidi ĉine biološki najznaĉajniju grupu biljnih sekundarnih metabolita za koju je 

dokazano mnoštvo pozitivnih bioloških uĉinaka (Treutter, 2006.). Biljke su sesilni organizmi i 

morale su razviti mehanizme koji im pomaţu u prilagodbi i preţivljavanju nepovoljnih 

okolišnih uvjeta. Dokazano je tako da flavonoidi imaju znaĉajnu obrambenu ulogu u 

biotiĉkom 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 – steĉene i inducirane. Steĉeni flavonoidi su molekule koje se sintetiziraju 

tijekom normalnog razvitka biljnog tkiva. Schlösser (1994.) je opisao ulogu flavonoida u 

interakciji biljka-patogen te zakljuĉio kako su steĉene molekule ĉesto pohranjene na strateški 

vaţnim mjestima gdje će indirektno funkcionirati kao signalne molekule ili direktno kao 

obrambene molekule. Jedan od popularnih primjera ovog tipa jest interakcija biljka-kukac 

gdje flavonoidi sluţe kao obrana od herbivora (Feeny, 1976.). U tom sluĉaju, biljke 

sintetiziraju flavonoide koji sniţavaju njihovu nutritivnu vrijednost ili ih ĉak ĉine otrovnima 

za predatora te ih tako štite od istih (Robbins i sur., 1987.). Primjer toksiĉnog uĉinka jest 

utjecaj flavonola kvercetina i njegovog glikozida rutina na smrtnost liĉinki vrste Spodoptera 

liture, herbivora na duhanu (Mallikarjunai sur., 2004.). MeĊutim, ovaj tip interakcije moţe 

djelovati i u obrnutom smjeru pa tako postoje kukci koji mogu uzimati flavonoide i ugraĊivati 

ih u kutikulu kao obranu od predatora ili kako bi privukli partnere za parenje (Simmonds, 

2003.).  

Inducirana sinteza flavonoida nakon infekcije patogenom, mehaniĉke ozljede ili 

djelovanja odreĊenog stresa danas je dobro poznat fenomen (Barry i sur., 2002.; Gallet i sur., 

2004.). Inducirani flavonoidi mogu se sintetizirati kontinuirano, pri ĉemu će stupanj njihove 

sinteze biti povećan tijekom djelovanja nekog oblika stresa (fitoanticipini) ili će do njihove 

sinteze doći tek nakon djelovanja odreĊenog tipa stresa, kao što 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 postiţe akumulacijom flavanola u ozljeĊena tkiva, odgovor na infekciju 

patogenom Cytonaema sp.  

Interakcija biljaka s mikroorganizmima ne mora nuţno biti negativnog karaktera. 

Mnoge biljke povezane su s razliĉitim mikroorganizmima putem koje ih opskrbljuju 
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hranjivim tvarima te im omogućavaju da ţive na osiromašenim tlima. Korijen većine 

mahunarki (porodica Fabaceae) koloniziran je bakterijama roda Rhizobium koje fiksiraju 

atmosferski dušik te ga prevode u oblik koji biljke mogu iskoristiti za metabolizam. Kljuĉnu 

ulogu u procesu infekcije ima nekoliko flavonoida. Njih luĉi korijen biljke u tlo gdje djeluju 

kao signalne molekule koje će inducirati transkripciju bakterijskih gena ĉime će zapoĉeti 

sinteza bakterijskih proteina kljuĉnih za proces infekcije (Mathesius, 2003.; Kobayashi i sur., 

2004.; Cooper, 2004.). Biljke pomoću flavonoida mogu djelovati i na druge biljke (Chou, 

1999.; Inderjit i Gross, 2000.). Rijeĉ je o interakciji biljka-biljka poznatijoj i kao alelopatija. 

Bais i sur. (2003.) su dokazali da biljka Centaurea maculosa putem korijena luĉi flavanol (-)-

katehin koji djeluje fitotoksiĉno inhibirajući klijanje sjemenki i rast kod vrsta Centaurea 

diffusa i Arabidopsis thaliana. MeĊutim, uloga i naĉin djelovanja flavonoida u mehanizmu 

ove interakcije još uvijek nisu razjašnjeni. 

Osim u biotiĉkom, flavonoidi imaju i vaţnu ulogu u abiotiĉkom stresu kojem su biljke 

takoĊer ponekad izloţene. Pizzi i Cameron (1986.), Chalker-Scott i Krahmer (1989.) te Moore 

i sur. (2004.) dokazali su kako flavonoidi imaju vaţnu ulogu u procesu prilagodbe biljke na 

smrzavanje te na uvjete suše. Niske temperature potiĉu 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.). MeĊutim, Mol i sur. (1996.) su dokazali da će 

sinteza antocijana prilikom djelovanja niskih temperatura izostati ako biljke nisu izloţene 

vidljivom ili UV-B dijelu spektra. Iako mehanizam djelovanja još nije u potpunosti 

razjašnjen, Ryan i sur. (2002.) su istaknuli kako je fotoprotekcija jedna od glavnih funkcija 

flavonoida. Dokaze o ulozi flavonoida prilikom djelovanja UV-B zraĉenja pruţili su Reuber i 

sur. (1996.), Shirley (1996.) te Rozema i sur. (1997.) istaknuvši kako flavonoidi u epidermi 

listova apsorbiraju UV-Bzraĉenje ĉime djeluju zaštitno na unutrašnja tkiva listova i stabljike. 

Biokemijski gledajući, flavonoidi se ponašaju kao hvataĉi reaktivnih vrsta kisika (ROS) 

prilikom ĉega spreĉavaju lipidnu peroksidaciju, ali i oštećivanja proteina i nukleinskih 

kiselina. Na temelju tih opaţanja, nekoliko je autora (Gould i sur., 2002.; Rozema i sur., 

2002.; Tattini i sur., 2004.) predloţilo da flavonoidi djeluju kao antioksidansi u uvjetima 

svjetlosnog stresa.  

Flavonoidi sudjeluju i u procesu prilagodbe biljaka na visoke koncentracije teških 

metala u tlu. Gould i Lister (2006.) dokazali su da korijen kukuruza koji je bio izloţen 

povišenim koncentracijama aluminija sintetizira veće koliĉine flavonoida. Visoke 
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koncentracije teških metala u biljci mogu rezultirati stvaranjem spomenutih ROS-ova. Kako 

bi se sprijeĉilo oštećivanje tkiva, flavonoidi stvaraju komplekse s metalima i tako 

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

 

Do sada najbolje prouĉen mehanizam kojim flavonoidi ostvaruju pozitivne biološke 

uĉinke jest njihovo antioksidativno djelovanje (Pietta, 2000.). Nekoliko je autora (Gould i 

sur., 2002.; Rozema i sur., 2002.; Tattini i sur., 2004.) predloţilo da se flavonoidi ponašaju 

kao hvataĉi ROS-a prilikom ĉega spreĉavaju lipidnu peroksidaciju, oštećivanje proteina i 

nukleinskih kiselina. Osim što mogu djelovati direktno na ROS, flavonoidi zahvaljujući 

svojoj kemijskoj strukturi, mogu s lakoćom kelirati metalne ione i stvarati komplekse 

(Malešev i Kuntić, 2007.). Stvaranjem kompleksa flavonoid-metal sprjeĉava se stvaranje 

slobodnih radikala pod utjecajem slobodnih metalnih iona poput Fe
2+

, Fe
3+

 i Cu
2+

, pa 

govorimo o indirektnom antioksidativnom djelovanju flavonoida (Dekermendjian i sur., 

1999.). Istraţivanje mehanizama keliranja metalnih iona flavonoidima, omogućava bolje 

razumijevanje antioksidativnih svojstava kompleksa flavonoid-metal (Malešev i Kuntić, 

2007.). 

Eksperimentalni podaci pokazuju da su kelati uĉinkovitiji hvataĉi ROS-a u odnosu na 

slobodne flavonoide. Kostyuk i sur. (2001.) dokazali su da su kompleksi rutina, 

dihidrokvercetina i epikatehina s Fe
2+

, Fe
3+

, Cu
2+

 ili Zn
2+

 bili uĉinkovitiji u gašenju ROS-a u 

odnosu na iste slobodne flavonoide zahvaljujući mogućnosti imitiranja antioksidativnog 

enzima superoksid dismutaze. TakoĊer, kompleksi Fe
3+

 i flavonoida bili su uĉinkovitiji u 

zaštiti izoliranih hepatocita štakora prilikom djelovanja hipoksije (Moridani i sur., 2003.). Za 

kompleks Cu-rutin dokazano je da najuĉinkovitije štiti tkivo pluća od lipidne peroksidacije 

uzrokovane djelovanjem azbesta (Kostyuk i sur., 2001.). Posljednjih godina istraţuje 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 

razliĉitih antivirusnih i antikancerogenih spojeva, pruĉavane su interakcije flavonoida i 

njihovih kompleksa s DNA (Sun i sur., 2008.). Naime, utvrĊeno je da je inzenzitet vezanja 

kompleksa kvercetina s lantanom na dvolanĉanu RNA virusa jaĉi nego ĉistog kvercetina 

(Rusak i sur., 2009.) što upućuje na zakljuĉak da se malim kemijskim modifikacijama 

pozitivni biološki uĉinci flavonoida mogu dodatno pojaĉati.  
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1.4. Vrsta Arabidopsis thaliana kao modelni organizam 

 

Vrsta Arabidopsis thaliana (L.) Heynh (hrv. talijin uroĉnjak) je mala jednogodišnja 

biljka iz porodice krstašica (lat. Brassicaceae). Vjeruje se da potjeĉe iz središnje Azije odakle 

se proširila podruĉjem Euroazije. Danas se rasprostranjuje duţ umjerenih podruĉja Sjeverne 

polutke, od sjeverne Afrike pa sve do tzv. Arktiĉkog kruga (Slika 2.). Kao i većina europskih 

biljaka, vrsta se tijekom povijesti rasprostranila i duţ Sjeverne Amerike (Weigel i Mott, 

2009.).  

Jedan od glavnih razloga dominacije vrste A. thaliana kao modelnog organizma u 

podruĉju biljnih istraţivanja (Chory i sur., 2000.) jest genetika same biljke. Naime, vrsta 

posjeduje diploidni genom veliĉine 125 do 150 Mb rasporeĊen na pet kromosoma s manje od 

30 000 protein-kodirajućih gena (Somerville i Koornneef, 2002.). Nadalje, prednost ove vrste 

jest naĉin razmnoţavanja. A. thaliana se razmnoţava samooplodnjom, pa je većina 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 podruĉja u kojima je A. thaliana nativna, plava 

podruĉja na kojima je naturalizirana te bijela podruĉja gdje još nije pronaĊena (Preuzeto iz: 

http://en.wikipedia.org/wiki/Arabidopsis_thaliana). 

 

Najpopularniji ekotipovi vrste A. thaliana korišteni u razliĉitim genetiĉkim i 

molekularnim istraţivanjima su Landsberg erecta (Ler) i Columbia (Col) (Meyerowitz, 

1989.). Iako se oba ekotipa koriste kao divlji tipovi (Rédei, 1992.), njihov se genom razlikuje 

što rezultira razliĉitim oblicima rasta i organa. Ekotip Ler posjeduje tzv. mutaciju erecta zbog 

A B 

http://www.google.hr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&docid=a_uDF5hQPWlM1M&tbnid=z--JBBUQl8vFMM:&ved=0CAQQjB0&url=http%3A%2F%2Fwww.delawarewildflowers.org%2Fplant.php%3Fid%3D0122&ei=71hBUrCdL8rGswbxmIHQAg&bvm=bv.52434380,d.Yms&psig=AFQjCNF1RSxOIQmaN5nlC85LXnmmgzWtHg&ust=1380100714730051
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ĉega razvija kompleksan cvat s cvjetovima grupiranim na vrhu te u odnosu na ekotip Col 

razvija okrugle listove s kratkim peteljkama i kratkim, tupim mahunama. TakoĊer, 

Yamamoto-Toyoda i sur. (1999.) su dokazali da apscizinska kiselina (ABA) uvelike reducira 

sadrţaj klorofila u klijancima ekotipa Col, ali ne i u ekotipa Ler. Genetska i molekularna 

istraţivanja metaboliĉkih mehanizama vrste A. thaliana pruţila su, izmeĊu ostalih, 

informacije o biosintetskom putu flavonoida (Chapple i sur., 1994.). Iznimnu vaţnost u 

prouĉavanju uĉinka 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 kljuĉni u koracima biosinteze flavonoida. Mutacije 

na tim lokusima zajedniĉki su nazvane tt, od engleske inaĉice transparent testa, jer dovode do 

poremećaja u sintezi pigmenata teste (omotaĉa sjemenki). Mutante tt proizvode sjemenke ţute 

i svjetlosmeĊe boje, u odnosu na tamnosmeĊe sjemenke divljih tipova (Shirley i sur., 1995.). 

Zbog mutacija vezanih uz biosintezu flavonoida, mutante tt omogućuju analizu utjecaja 

pojedinaĉnih flavonoida na odreĊeni proces u biljci (rast, razvoj, obrambeni odgovor na stres) 

(Tablica 1.) (Peer i sur., 2001.). 

Tablica 1. Saţeti prikaz izabranih ekotipova, inaktiviranih enzima kljuĉnih u biosintezi 

flavonoida, lokusa, mutagena te akumuliranih flavonoida kod vrste Arabidopsis thaliana (L.) 

Heynh. Preuzeto i prilagoĊeno prema Peer i sur. (2001.). 

Ekotipovi i 

mutante 
Inaktivirani enzim Lokus Akumulacija flavonoida 

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 pridruženom satelitnom RNA 

 

Virus mozaika krastavca (CMV) je biljni virus koji pripada rodu Cucumovirus 

(porodica Bromoviridae) (Roossinck i sur., 1999.). MeĊu danas poznatim biljnim virusima 

CMV ima najširi krug domaćina, inficira više od 1 200 vrsta biljaka, ukljuĉujući jednosupnice 

i dvosupnice (Edwardson i Christie, 1991.; Sevik, 2012.). Razlog raširenosti CMV-a leţi u 

nekoliko ĉimbenika – širokom krugu domaćina, brzoj adaptaciji na nove domaćine i okolišne 

uvjete (Doolittle, 1916.; Jagger, 1916.), prijenosu putem ĉak 86 vrsta lisnih uši (Edwardson i 

Christie, 1991.) te prijenosu putem sjemenki kod nekih vrsta (O`Keefei sur., 2007.). Prijenos 

virusa putem sjemenki ima znaĉajnu ulogu u preţivljavanju virusa od sezone do sezone 

(Johansen i sur., 1994.). Simptomi se uglavnom sastoje od razvitka srednjeg do jakog 

mozaika, krţljavosti biljke te deformacije listova (Kearney i sur., 1990.). 

CMV je ikosaedarni virus genoma sastavljenog od tri jednolanĉane, 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 većini biljnih 

virusa, genomske RNA se pakiraju u zasebne ĉestice. Iako je time velik genom podijeljen na 

manje virusne ĉestice – virione, potrebni su svi dijelovi virusnih ĉestica kako bi došlo do 

infekcije u biljnoj stanici (Roossinck, 2001.). CMV sadrţi pet ORF (engl. open reading 

frames) regija koje kodiraju sljedeće proteine – 1a, 2a, 2b, 3a i 3b. RNA1 i RNA 2 kodiraju 

1a, odnosno 2a ORF regiju koje predstavljaju viralne komponente RNA replikaze (Roossinck, 

2001.) potrebne za replikaciju virusa unutar domaćina (Hayes i Buck, 1990.). RNA2 kodira 

protein 2b, supresor posttranskripcijskog utišavanja gena (Brigneti i sur., 1998.). 

Subgenomska RNA4a takoĊer kodira protein 2b (Ding i sur., 1994.). RNA3 kodira 3a, tzv. 

movement protein (MP) te 3b, tzv. coat protein (CP), proteine kljuĉne za kretanje virusa 

unutar domaćina (Suzuki i sur., 1991.). Subgenomska RNA4 takoĊer kodira protein CP 

(Edwardson i Christie, 1991.). U nekih sojeva CMV-a pronaĊena je satelitna RNA (satRNA) 

– mala, linearna molekula veliĉine 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 domaćina (Alonso-Prados i sur., 1998.) 

ovise o CMV-u, ali satRNA nije nuţna za ţivotni ciklus virusa (Xu i Roossinck, 2000.). 

Njeno prisutstvo moţe ublaţiti ili pojaĉati razvitak simptoma. Primjerice, D-satRNA, B-

satRNA i WL1-satRNA mogu inducirati nekrozu i klorozu u rajĉice inficirane virusom CMV 
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(Garciá-Arenal i Palukaitis, 1999.). Prvi dokaz o prisutstvu CMV-a s pridruţenom satelitnom 

RNA u Hrvatskoj zabiljeţen je 1996. godine (Škorić i sur.). 
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1.6. Protist Plasmodiophora brassicae 

 

Plasmodiophora brassicae Woronin je obligatni biotrof na korijenju biljaka iz 

porodice krstašica (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 

ukljuĉuju ţućenje listova te venuće biljke. Kombinirani simptomi zakrţljalih i ĉesto trulih 

korijena sa smanjenom mogućnošću uzimanja hranjivih tvari i vode iz tla te smanjenog 

fotosintetskog kapaciteta listova znaĉajno reduciraju rast biljke te smanjuju prinos 

(Wallenhammer, 1998.; Dixon, 2009.; Kageyama i Asano, 2009.; Hwang i sur., 2011.).  

Ţivotni ciklus P. brassicae sastoji se od dvije faze – prve koja se javlja u korijenovim 

dlaĉicama te druge koja se javlja u stanicama korteksa i srĉike korijena. Tijekom druge faze, 

P. brassicae stimulira rast i dijeljenje inficiranih stanica što dovodi do razvitka spomenutih 

tumora (Fuchs i Sacristán, 1996.). Odrasle jedinke odlaţu spore u novonastale tumore koje će 

se nakon truljenja korijena osloboditi u tlo gdje mogu biti infektivne i do 15-20 godina 

(Ludwig-Müller, 2004.; Rastas i sur., 2012.). Konvencionalne mjere zaštite protiv P. 

brassicae su uglavnom neekonomiĉne, nepraktiĉne i nedovoljno uĉinkovite (Ludwig-Müller, 

1999.; Donald i Porter, 2009.). Danas se izrazito malo zna o mehanizmu tolerancije biljaka na 

P. brassicae. Prvobitne pretpostavke su se temeljile na posebnim morfološkim, anatomskim i 

biokemijskim prilagodbama biljaka (Karling, 1968.), meĊutim niti jedna od tih pretpostavki 

nije dala opći mehanizam tolerancije. Butcher i sur. (1974.) su dokazali da je osjetljivost 

odreĊenih jedinki vrste Brassica campestris povezana s glukozinolatom glukobrazicin koji se 

ponašao kao prekursor auksina. MeĊutim, to se istraţivanje nije moglo primijeniti i na druge 

domaćine (Ockendon i Buczacki, 1979.; Mullin i sur., 1980.). Trenutno se najuĉinkovitijom, 

ali i najisplativijom metodom smatra razvitak kultivara tolerantnih na prisutstvo P. brassicae 

(Rastas i sur., 2012.). 
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Slika 3. Uĉinak 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 zakrţljalosti korijena. Fotografije su snimljene tri tjedna 

nakon infekcije.  

 

  

A B 
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1.7. Ciljevi istraživanja 

 

 Istraţiti uĉinak infekcije virusom mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom 

RNA na sadrţaj flavonoida kempferola u listovima vrste Arabidopsis thaliana. 

 Istraţiti uĉinak infekcije protistom Plasmodiophora brassicae na sadrţaj 

flavonoida kempferola u listovima vrste A. thaliana. 

 Istraţiti uĉinak UV-B zraĉenja na sadrţaj flavonoida kempferola u kalusima vrste 

A. thaliana. 

 Istraţiti interakciju kompleksa flavonoida kempferola, te strukturno mu srodnog 

fisetina, i metala Eu
3+

 s dvolanĉanim (ds) i jednolanĉanim (ss) RNA izoliranim iz 

biljaka inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA. 
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2.1. Materijali 

 

2.1.1. Biljni materijal 

 

Za potrebe ovog istraţivanja korištene su tri biljne vrste – Nicotiana megalosiphon 

Van Heurck & Muell. Arg. kao domaćin za uzgoj virusa mozaika krastavca s pridruţenom 

satelitnom RNA (CMVsat), Brassica rapa ssp. pekinensis (Lour.) Rupr. kao domaćin za uzgoj 

spora protista Plasmodiophora brassicae Woronin te Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. kao 

modelni organizam za istraţivanje uĉinka biotiĉkog i abiotiĉkog stresa na sadrţaj kempferola 

u biljci.  

Uĉinak infekcije CMVsat-om na sadrţaj kempferola praćen je u listovima divljeg tipa 

Landsberg erecta (Ler) te dvije mutante tt (tt4 i tt7). Istovremeno, uĉinak infekcije protistom 

P. brassicae na sadrţaj kempferola praćen je u listovima Columbia (Col). Uĉinak abiotiĉkog 

stresa na sadrţaj kempferola istraţivan je u kalusima divljeg tipa Ler te tri mutante tt (tt4, tt5 i 

tt7). 

Prije svake sadnje, sjemenke vrste A. thaliana sinkronizirane su na vlaţnom filter 

papiru u Petrijevim zdjelicama (3 dana, 4°C). Sve biljke su uzgajane na filtriranoj i 

autoklaviranoj (2 h, 128°C) zemlji marke Stender B400 pomiješane s pijeskom u omjeru 4:1. 

Biljke su uzgajane u kontroliranim uvjetima staklenika s izmjenom dana i noći svakih 12 h.  

 

2.2. Metode 

 

2.2.1. Infekcija vrste Arabidopsis thaliana virusom mozaika krastavca s pridruženom 

satelitnom RNA 

 

Nicotiana megalosiphon Van Heurck & Muell. Arg. divlja je vrsta duhana koja se 

koristi kao sistemiĉni domaćin za virus mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA 

(CMVsat) pa je stoga ova vrsta izabrana za uzgoj spomenutog virusa. Virusni inokulum 

korišten za infekciju N. megalosiphon pripremljen je iz konzerviranog inficiranog biljnog 

materijala pohranjenog u Laboratoriju za virologiju, Zavod za mikrobiologiju, Prirodoslovno-

matematiĉki fakultet, Sveuĉilište u Zagrebu pod oznakom 14A. Biljka je inokulirana virusom 

u stadiju ĉetiri do pet listova. Inficirani listovi korišteni su kao svjeţi virusni inokulum za 

daljnje infekcije. Pri tome je na odvaganu masu listova duhana dodan tri puta veći volumen 

0.06 M Sörensenovog 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 

prebaĉen u novu epruvetu. Inokulacija biljaka provedena je na dva tjedna starim biljkama 

vrste Arabidopsis thaliana s razvijenim tri do ĉetiri lista. Listovi namijenjeni tretmanu 

prethodno su posipani karborundumom, zatim je nanešeno 5 µL virusnog inokuluma, odnosno 

Sörensenovog pufera kao negativna kontrola. Zbog boljeg prodiranja virusa u biljno tkivo, 

inokulum je utrljan u list staklenim štapićem. Nakon 1 min, listovi su isprani destiliranom 

vodom. Rozete biljaka sakupljene su za daljnje analize dva tjedna nakon tretmana. Sakupljeni 

materijal je smrznut u tekućem dušiku i liofiliziran 48 h u liofilizatoru CHRIST ALPHA 1-2 

(Christ, Osterode am Harz, Njemaĉka) 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 krstašica (lat. Brassicaceae) stoga je vrsta Brassica rapa ssp. Pekinensis 

(Lour.) Rupr. korištena kao lokalni domaćin ovom protistu. Za infekciju vrste B. rapa 

korištene su spore izolata „e3― pripremljene iz tumora pohranjenih na -20°C u Laboratoriju za 

biljnu fiziologiju, Institut za Botaniku, Tehniĉko Sveuĉilište Dresden, Njemaĉka. Spore su 

pripremljene na sljedeći naĉin: 200 g tumora homogenizirano je s 200 mL destilirane vode, 

homogenat je potom filtriran kroz gazu pora veliĉine 80 µm. Filtrat je centrifugiran (2000 

rpm, 10 min, 4°C) pri ĉemu je supernatant odstranjen, a talog je ponovno homogeniziran s 

vodom i 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 pomoću Bürker-

Türkove komorice (Brand, Njemaĉka). Dobiveni homogenat apliciran je na ĉetiri dana stare 

biljke vrste B. rapa ssp. pekinensis. Svaka je biljka inficirana ubrizgavanjem 3 mL 

homogenata sa standardnom koncentracijom 10
7
 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 naĉinom, 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
8
 spora po mL u zemlju. Kao negativna kontrola korišten je pufer. Rozete biljaka 

sakupljane su za daljnje analize tri tjedna nakon tretmana. Sakupljeni materijal je smrznut u 

tekućem dušiku i liofiliziran 48 h u liofilizatoru CHRIST ALPHA 1-2 (Christ, Osterode am 
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Harz, Njemaĉka) 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 

sadrţavala 0.43% MS medija, 1% saharoze, 0.02% mioinozitola te 0.8% fitoagara u 

deioniziranoj vodi; pH vrijednost otopine namještena je na 5.7. Nakon pripreme, otopina je 

stavljena na sterilizaciju autoklaviranjem. Kada se smjesa dovoljno ohladila (do otprilike 

50°C), dodani su sljedeći hormoni: 0.5 µg/mL BAP (6-benzilaminopurin), 1 µg/mL NAA 

(naftalen-1-octena kiselina), 1 µg/mL IAA (indol-3-octena kiselina) te 1 µg/mL 2,4-D (2,4-

diklorofenoksioctena kiselina). Po završetku, medij je izliven u sterilne Petrijeve zdjelice. 

Matiĉne otopine auksina NAA, IAA i 2,4-D konaĉnih koncentracija 1 mg/mL pripremljene su 

u apsolutnom etanolu te citokinina BAP konaĉne koncentracije 1 mg/mL u 0.5 M vodenoj 

otopini NaOH.  

Sjemenke vrste Arabidopsis thaliana (Ler, tt4, tt5 i tt7) sinkronizirane su na vlaţnom 

filter papiru (3 dana, 4°C). Prije saĊenja 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 posaĊene na prethodno 

pripremljen medij za uzgoj kalusa. Kalusi su uzgajani u trima razliĉitim 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 noći 8 h. Materijal je nakon mjesec dana 

sakupljen, smrznut u tekućem dušiku i liofiliziran 48 h u liofilizatoru CHRIST ALPHA 1-2 

(Christ, Osterode am Harz, Njemaĉka) 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 pridruţenom satelitnom RNA (CMVsat) ili protistom Plasmodiophora 

brassicae. Na odvaganu masu listova dodan je 80 puta veći volumen 80% metanola. Uzorci 

su inkubirani u vodenoj kupelji (150 rpm, 30 min, 80°C). Po završetku, 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 ĉega je odvojen supernatant te je na njega dodana 

koncentrirana HCl do konaĉne koncentracije 1.2 M. Nakon dodatka HCl, 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 još jednom (13 000 rpm, 10 min, 4°C) te je 

novodobiveni supernatant sakupljen za daljnje analize na HPLC-u. 

 

2.2.5. OdreĎivanje sadržaja kempferola metodom HPLC-a 

 

Za odreĊivanje sadrţaja kempferola u listovima vrste Arabidopsis thaliana inficiranim 

virusom mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA (CMVsat) ili protistom 

Plasmodiophora brassicae korištena je metoda tekućinske kromatografije visoke moći 

razluĉivanja (engl. High Performance Liquid Chromatography – HPLC) prema Likić (2010.). 

Uzorci su pripremljeni koristeći metodu opisanu u poglavlju 2.2.4. Korišten je ureĊaj HPLC 

(Agilent 1100 Series, Santa Clara, CA, SAD) s kolonom Zorbax RX-C18 (5 µm, 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 µL uzoraka. Spektar je snimljen na 

valnoj duljini 374 nm. Korištena su sljedeća 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 pomoću programa ChemStation 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD).  

 

2.2.6. Izolacija dsRNA i ssRNA iz biljaka vrste Nicotiana megalosiphon inficiranih 

virusom mozaika krastavca s pridruženom satelitnom RNA pomoću CF-11 

celulozne kromatografije 

 

Izolacija dvolanĉanih (ds) i jednolanĉanih (ss) RNA iz tkiva vrste Nicotiana 

megalosiphon inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruţenom 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 µL ekstrakcijskog pufera (97 mL 2x 

STE + 3 g SDS + 0.3 g bentonit + 0.5 mL β-merkaptoetanol). Homogenat je promiješan na 

vrtloţnoj miješalici 15 s te je na njega dodano 400 µL fenola (pH vodene faze je bio 7.0 te je 

zasićen s 0.01 M NaOH, uzeta je donja faza). Ponovljeno je miješanje na vrtloţnoj mješalici 1 
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min. Homogenat je zatim centrifugiran (6000 rpm, 7 min, 4°C) nakon ĉega je odvojena 

vodena faza. Vodena faza ekstrahirana je sa 400 µL fenola i kloroforma pripremljenih u 

omjeru 1:1 (V/V). Ponovljeno je miješanje (45 s) i centrifuga (6000 rpm, 5 min, 4°C) nakon 

ĉega je vodena faza ekstrahirana sa 400 µL kloroforma. Dobivena vodena faza sadrţavala je 

TNA (engl. total nucleic acids) ili ukupne nukleinske kiseline. Kako bi se izoliralo samo 

dsRNA, na 100 µL odvojene vodene faze dodano je 20 µL 96% etanola sobne temperature te 

je otopina dodana na 50 mg CF-11 celuloze pripremljene u 200 µL 1x STE u 16% etanolu. 1x 

STE pripremljen je iz matiĉne otopine 10x STE (5.8% NaCl + 6.06% Tris + 0.3% EDTA u 

deioniziranoj vodi, pH 6.8). Otopina celuloze je promiješana na vrtloţnoj miješalici (45 s) i 

centrifugirana (6000 rpm, 6 min, 4°C). Dobiveni supernatant je odvojen i korišten dalje za 

precipitaciju ssRNA, a talog je korišten za odvajanje dsRNA. Talog je tri puta ispiran sa 400 

µL 1x STE u 16% etanolu, promiješan (15 s) i centrifugiran (6000 rpm, 4 min, 4°C). Svaki 

puta je supernatant odvojen i baĉen. U posljednjem koraku izolacije, na talog je dodano 250 

µL 1x STE pufera. Otopina je promiješana (1 min) i centrifugirana (6000 rpm, 10 min, 4°C) 

nakon ĉega 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 noći pohranjeni na -20°C te su idućeg dana centrifugirani (11 000 rpm, 30 min, 4°C). 

Nakon centrifugiranja supernatant je baĉen, a talog pušten da se suši (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 dvolanĉanih (ds) RNA izoliranih iz tkiva vrste Nicotiana 

megalosiphon inficirane virusom mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA 

(CMVsat) korištena je elektroforeza na 1% agaroznom gelu. Gel je pripremljen miješanjem 

1% agaroze i 1x TBE pufera dobivenog iz matiĉne otopine 10x TBE (10.9% TRIS + 5.5% BA 

+ 0.29% KOMPLEXAL II u deioniziranoj vodi, pH 8.3). Dobivena otopina je kuhana dok se 

sva agaroza nije otopila. Nakon što 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, 

prebaĉen je u kadicu za elektroforezu koja je zatim napunjena s 1x TBE puferom. Na jaţice je 

nanošeno 2 µL markera za elektroforezu, odnosno uzorka pomiješanih s 4 µL 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 

pridruženom satelitnom RNA 

 

Nastajanje kompleksa flavonoid/metal te njihova interakcija s dvolanĉanim (ds) i 

jednolanĉanim (ss) RNA izoliranim iz tkiva vrste Nicotiana megalosiphon inficirane virusom 

mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA (CMVsat) praćeni su na UV/Vis 

spektrofotometru (Nanodrop 2000®). Prilikom mjerenja korištene su plastiĉne kivete. Za 

sintezu kompleksa korišten je 0.1 M pufer hepes (pH 7.0). Matiĉna otopina flavonoida 

kempferola i fisetina (10 mM) pripremljena je u apsolutnom etanolu. Matiĉna otopina metala 

europija (Eu(NO3)3 x 6H2O) koncentracije 10 mM pripremljena je u deioniziranoj vodi. Za 

istraţivanje 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 praćeno nastajanje kompleksa flavonoid/metal te njegova 

interakcija s dvolanĉanim (ds) i jednolanĉanim (ss) RNA izoliranim iz tkiva vrste Nicotiana 

megalosiphon inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA 

(CMVsat). Na lijevoj strani navedene su korištene otopine, a na desnoj njihovi volumeni. 

PUFER   2 mL 

PUFER + FLAVONOID   2 mL + 10 µL 

PUFER + FLAVONOID + EUROPIJ   2 mL + 10 µL + 10 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 100x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 1 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 100x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 1 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 100x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 6 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 100x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 2 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 100x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 1 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 100x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 1 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 100x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 1 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 100x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 2 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 100x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 2 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 100x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 5 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 10x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 1 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA 10x razrijeĊena   2 mL + 10 µL + 10 µL + 5 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA koncentrirana   2 mL + 10 µL + 10 µL + 1 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA koncentrirana   2 mL + 10 µL + 10 µL + 5 µL 

Pufer + flavonoid + europij + ds ili ssRNA koncentrirana   2 mL + 10 µL + 10 µL + 5 µL 
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2.2.9. Obrada podataka 

 

Dobiveni rezultati obraĊeni su u programu Microsoft Excel 2007. Prikazane 

vrijednosti su izraţene u odnosu na vrijednosti u kontrolnim biljkama (vrijednost u 

kontrolnim biljkama postavljena je na 1.0) ± standardne pogreške izraĉunate na temelju tri 

neovisna mjerenja. Statistiĉka analiza provedena je u programu STATISTICA 8 (StatSoft. 

Inc., SAD). Statistiĉki znaĉajne razlike izmeĊu ispitivanih skupina procijenjene su primjenom 

t-testa. Srednje vrijednosti s pridruţenim istim slovom meĊusobno se ne razlikuju znaĉajno 

(p<0.05). 
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3.1. Dio istraživanja proveden u uvjetima in vivo 

 

Cilj ovog diplomskog rada bio je istraţiti uĉinak dvaju razliĉitih patogena te UV-B 

zraĉenja na sadrţaj flavonoida kempferola u razliĉitim tkivima vrste Arabidopsis thaliana. 

Korištena su dva razliĉita patogena: virus mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA 

(CMVsat, sustavni patogen koji se s mjesta infekcije (listovi) širi na ostale dijelove biljke) te 

protist Plasmodiophora brassicae (lokalni patogen koji parazitira u korijenu biljke) s ciljem 

utvrĊivanja je li odgovor kempferola u odreĊenoj biljci domaćinu univerzalan ili patogen-

specifiĉan. Uĉinak abiotiĉkog stresa (UV-B zraĉenja) na sadrţaj kempferola istraţen je na 

kalusima vrste A. thaliana. S obzirom da su prethodno provedena in vitro istraţivanja 

pokazala da dvolanĉane (ds) RNA molekule izolirane iz CMVsat-inficiranih biljaka vrste A. 

thaliana uzrokuju znaĉajne promjene u strukturi kompleksa flavonoida kvercetina i Eu
3+

 

(Šola, 2013.), u sklopu ovog diplomskog rada istraţena je interakcija kompleksa kempferola, 

te njemu strukturno srodnog fisetina, i Eu
3+

 s RNA molekulama izoliranim iz CMVsat-

inficiranih biljaka vrste Nicotiana megalosiphon. 

 

3.1.1. Učinak infekcije virusom mozaika krastavca s pridruženom satelitnom RNA na 

sadržaj 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.), istraţivan je uĉinak infekcije 

virusom mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA (CMVsat) na sadrţaj kempferola 

u listovima vrste Arabidopsis thaliana. Istraţivani su divlji tip Landsberg erecta (Ler) te dvije 

mutante tt (tt4 i tt7). Biljke su tretirane virusom, odnosno puferom kao negativnom 

kontrolom.  

Prema oĉekivanjima, mutante tt4 neovisno o vrsti tretmana ne sadrţe kempferol 

(podaci nisu prikazani). U listovima divljeg tipa Ler infekcija CMVsat-om uzrokuje znaĉajno 

smanjenje sadrţaja kempferola u odnosu na kontrolnu skupinu tretiranu puferom. Kod 

mutante tt7 razlika u sadrţaju kempferola izmeĊu CMVsat-inficiranih i kontrolnih biljaka nije 

statistiĉki znaĉajna (p<0.05), no vidljiva je tendencija niţeg sadrţaja kempferola u CMVsat-

inficiranim biljkama (Slika 4.). Dobiveni rezultati upućuju na ukljuĉenost kempferola u neke 

od obrambenih mehanizama vrste Arabidopsis thaliana. 
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Slika 4. Uĉinak infekcije CMVsat-om na sadrţaj kempferola u listovima vrste Arabidopsis 

thaliana. Mjerenja su provedena dva tjedna nakon infekcije. Vrijednosti su izraţene u odnosu 

na vrijednosti kempferola u kontrolnim biljkama (vrijednost kempferola u kontrolnim 

biljkama postavljena je na 1.0)± SE. Srednje vrijednosti unutar odreĊenog tkiva s pridruţenim 

istim slovom ne razlikuju se znaĉajno (n=3; p<0.05). CMVsat – virus mozaika krastavca s 

pridruţenom satelitnom RNA, Ler – divlji tip Landsberg erecta, PUF – pufer, tt7 – mutanta 

biosintetskog puta flavonoida (objašnjenja korištenih mutanti nalaze se na stranici 8).  

 

3.1.2. Učinak infekcije protistom Plasmodiophora brassicae na sadržaj kempferola u 

listovima vrste Arabidopsis thaliana  

 

Uĉinak infekcije protistom Plasmodiophora brassicae na sadrţaj kempferola 

istraţivan 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 višeg sadrţaja kempferola u biljaka tretiranih protistom u odnosu na biljke tretirane 

puferom (Slika 5.). 
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Slika 5. Uĉinak infekcije protistom Plasmodiophora brassicae na sadrţaj kempferola u 

listovima vrste Arabidopsis thaliana. Mjerenja su provedena tri tjedna nakon infekcije. 

Vrijednosti su izraţene u odnosu na vrijednosti kempferola u kontrolnim biljkama (vrijednost 

kempferola u kontrolnim biljkama postavljena je na 1.0) ± SE. Srednje vrijednosti unutar 

odreĊenog tkiva s pridruţenim istim slovom ne razlikuju se znaĉajno (n=3; p<0.05).Col – 

Columbia divlji tip, Pb – Plasmodiophora brassicae, PUF – pufer.  

 

3.1.3. Učinak UV-B zračenja na sadržaj kempferola u kalusima vrste Arabidopsis 

thaliana  

 

S obzirom da za fotoprotektivnu ulogu kempferola u biljaka postoji dosta opreĉnih 

rezultata (Li i sur., 1993a; Lois, 1994.; Ryan, 2001.), preliminarno je istraţen uĉinak 

abiotiĉkog stresa, odnosno razliĉitih uvjeta svjetlosnog zraĉenja u periodu od 30 dana na 

sadrţaj kempferola u kalusima vrste Arabidopsis thaliana. Istraţivani su divlji tip Landsberg 

erecta (Ler) te tri mutante (tt4, tt5 i tt7). 

Prema oĉekivanjima, mutante tt4 i tt5 neovisno o vrsti tretmana ne sadrţe kempferol 

(podaci nisu prikazani). Kalusi divljeg tipa Ler uzgajani u uvjetima UV-B zraĉenja u periodu 

od 30 dana pokazuju niţi sadrţaj 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 zraĉenja tijekom idućih 15 dana, dok kod mutante tt7 sadrţaj kempferola je 

gotovo isti neovisno o dijelu spektra kojim je mutanta tretirana (Slika 6.). Preliminarni 

rezultati ukazuju da UV-B zraĉenje uzrokuje smanjenje sadrţaja kempferola u kalusima 

divljeg tipa Ler, ali ne i kod mutante tt7. 
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Slika 6. Uĉinak UV-B zraĉenja na sadrţaj kempferola u kalusima vrste Arabidopsis thaliana. 

Kalusi su bili podvrgnuti razliĉitim uvjetima zraĉenja u periodu od 30 dana (UV – izloţenost 

UV-B zraĉenju, N/UV – izloţenost bijelom svjetlu tijekom prvih 15 dana te UV-B tijekom 

idućih 15 dana, N – izloţenost bijelom svjetlu). Vrijednosti su izraţene 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 (objašnjenje korištene mutante nalazi se na stranici 8).  
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3.2. Dio istraživanja proveden u uvjetima in vitro 

 

3.2.1. Interakcija kompleksa flavonoid/metal s dsRNA i ssRNA izoliranih iz biljaka 

inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruženom satelitnom RNA 

 

3.2.1.1. Kompleks kempferol/Eu
3+

 

 

Uzastopno dodavanje malih volumena dsRNA izoliranih iz biljaka inficiranih 

CMVsat-om u vodenu otopinu kompleksa kempferol/Eu
3+

 rezultiralo je znaĉajnim 

promjenama UV/Vis spektra kompleksa (Slika 7.). Dodavanjem dsRNA smanjuje se 

intenzitet apsorbancije kompleksa (λ=446 nm) te istovremeno dolazi do porasta apsorbancije 

pri valnoj duljini koja odgovara slobodnom kempferolu (λ=370 nm). Rezultat upućuje na 

zakljuĉak da se kompleks kempferol/Eu
3+

 u interakciji s dsRNA razgraĊuje na slobodni 

kempferol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 7. Promjene UV/Vis spektra kompleksa kempferol/Eu
3+

 (c(kempferol) = 1 x 10
-5

 

mol/dm
3
, c(Eu

3+
) = 5 x 10

-5
 mol/dm

3
) u hepes puferu (pH 7.0,c = 0.1 mol/dm

3
) uslijed titracije 

s dsRNA (c = 1.55 x 10
-3

 ng/mL – 1.82 ng/mL) izoliranih iz CMVsat-inficiranih biljaka. 

Strelice oznaĉavaju smjer promjene apsorbancije (↓ - pad, ↑ - rast) kompleksa uslijed titracije 

s dsRNA. CMVsat – virus mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA, Eu
3+

 – europij, 

ds – dvolanĉane.  
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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
3+

 rezultiralo 

razgraĊivanjem istog (Slika 3.), testiran je uĉinak ssRNA izoliranih iz CMVsat-inficiranih 

biljaka. Sukcesivnim dodavanjem malih volumena ssRNA u vodenu otopinu kompleksa 

kempferol/Eu
3+

 primijećeno je kontinuirano smanjivanje intenziteta apsorbancije pri valnoj 

duljini koja odgovara kompleksu (λ=446 nm), kao i slobodnom kempferolu (λ=370 nm) 

(Slika 8.). Dobiveni rezultat upućuje na zakljuĉak da u interakciji sa ssRNA dolazi do 

smanjivanja intenziteta apsorbancije kompleksa, ali se pritom kompleks ne razgraĊuje na 

slobodni kempferol. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 8. Promjene UV/Vis spektra kompleksa kempferol/Eu
3+

 (c(kempferol) = 1 x 10
-5

 

mol/dm
3
, c(Eu

3+
) = 5 x 10

-5
 mol/dm

3
) u hepes puferu (pH 7.0, c = 0.1 mol/dm

3
) uslijed 

titracije sa ssRNA (c = 1.55 x 10
-3

 ng/mL – 1.82 ng/mL) izoliranih iz CMVsat-inficiranih 

biljaka. Strelice oznaĉavaju smjer promjene apsorbancije (↓ - pad, ↑ - rast) kompleksa uslijed 

titracije sa ssRNA. CMVsat – virus mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA, Eu
3+

 –

europij, ss – jednolanĉane.  

 

 

 

A
p

so
rb

an
ci

ja
/A

U
 

Valna duljina (nm) 



REZULTATI 

30 
 

3.2.1.2. Kompleks fisetin/Eu
3+

 

 

Uzastopno dodavanje malih volumena dvolanĉanih (ds) RNA izoliranih iz biljaka 

inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA (CMVsat) u vodenu 

otopinu kompleksa fisetin/Eu
3+

 rezultiralo je znaĉajnim promjenama UV/Vis spektra 

kompleksa (Slika 9.). Dodavanjem dsRNA smanjuje se intenzitet apsorbancije kompleksa 

(λ=446 nm) te istovremeno dolazi do porasta apsorbancije pri valnoj duljini koja odgovara 

slobodnom fisetinu (λ=370 nm). Vrijednost apsorbancije porasla je sve do poĉetne razine 

apsorbancije slobodnog fisetina. Rezultat upućuje na zakljuĉak da se dodavanjem dsRNA 

kompleks fisetin/Eu
3+

 postepeno razgraĊuje na slobodan fisetin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 9. Promjene UV/Vis spektra kompleksa fisetin/Eu
3+

 (c(fisetin) = 1 x 10
-5

 mol/dm
3
, 

c(Eu
3+

) = 5 x 10
-5

 mol/dm
3
) u hepes puferu (pH 7.0,c = 0.1 mol/dm

3
) uslijed titracije s dsRNA 

(c = 1.55 x 10
-3

 ng/mL – 1.82 ng/mL) izoliranih iz CMVsat-inficiranih biljaka. Strelice 

oznaĉavaju smjer promjene apsorbancije (↓ - pad, ↑ - rast) kompleksa uslijed titracije s 

dsRNA. CMVsat – virus mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA, Eu
3+

 – europij, 

ds – dvolanĉane. 

 

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

inficiranih CMVsat-om u vodenu otopinu kompleksa fisetin/Eu
3+

 rezultiralo razgradnjom 

Valna duljina (nm) 

A
p

so
rb

an
ci

ja
/A

U
 



REZULTATI 

31 
 

kompleksa (Slika 1.), testiran je uĉinak jednolanĉanih (ss) RNA izoliranih iz CMVsat-

inficiranih biljaka. Uzastopnim dodavanjem malih volumena ssRNA u vodenu otopinu 

kompleksa fisetin/Eu
3+

 došlo je do znaĉajnih promjena UV/Vis spektra kompleksa (Slika 10.). 

Dodavanje ssRNA uzrokovalo je pad apsorbancije kompleksa (λ=446 nm) te istovremeno 

porast apsorbancije slobodnog fisetina (λ=370 nm). Vrijednost apsorbancije fisetina rasla je 

do poĉetne vrijednosti apsorbancije slobodnog fisetina. Rezultat upućuje na zakljuĉak da 

ssRNA, kao i dsRNA, sudjeluju u razgradnji kompleksa fisetin/Eu
3+

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 10. Promjene UV/Vis spektra kompleksa fisetin/Eu
3+

 (c(fisetin) = 1 x 10
-5

 mol/dm
3
, 

c(Eu
3+

) = 5 x 10
-5

 mol/dm
3
) u hepes puferu (pH 7.0,c = 0.1 mol/dm

3
) uslijed titracije sa 

ssRNA (c = 1.55 x 10
-3

 ng/mL – 1.82 ng/mL) izoliranih iz CMVsat-inficiranih biljaka. 

Strelice oznaĉavaju smjer promjene apsorbancije (↓ - pad, ↑ - rast) kompleksa uslijed titracije 

sa ssRNA. CMVsat – virus mozaika krastavca s pridruţenom satelitnom RNA, Eu
3+

 – europij, 

ss – jednolanĉane. 

 

 

Valna duljina (nm) 

A
p

so
rb

an
ci

ja
/A

U
 



 

32 
 

 

 

4. RASPRAVA



RASPRAVA 

33 
 

Jedan od ciljeva ovog rada bio je istraţiti uĉinak infekcije virusom mozaika krastavca 

s pridruţenom satelitnom RNA (CMVsat) na sadrţaj flavonoida kempferola kod vrste 

Arabidopsis thaliana. S obzirom da o ulozi kvercetina u obrambenom odgovoru biljaka 

postoji dosta podataka (Alía i sur., 2006.; Báidez i sur., 2006.; Jullian i sur., 2007.; Li i Xu, 

2008.), u sklopu ovog diplomskog rada prouĉavano je sudjelovanje kempferola u biotiĉkom i 

abiotiĉkom stresu vrste A. thaliana. Posljednjih godina kempferol zbog mogućih antiviralnih 

svojstava privlaĉi paţnju znanstvenika diljem svijeta, meĊutim većina tih istraţivanja temelji 

se na prouĉavanju humanih virusa (Amoros i sur., 1992.; Mitrocotsa i sur., 2000.; Min i sur., 

2001.; Tsai i sur., 2011.). Mogući mehanizam antiviralnog djelovanja kempferola su 2012. 

objavili Zhang i sur. istraţujući djelovanje flavonoida kempferola i daidzina na virus 

japanskog encefalitisa. Konkretno, prouĉavali su ulogu spomenutih flavonoida u inhibiciji 

replikacije virusa encefalitisa i ekspresiji proteina E, proteina za koji se smatra da omogućava 

priĉvršćivanje virusnih ĉestica na stanice domaćina (Modis i sur., 2004.), u kulturi stanica 

BHK-21 (engl. Baby Hamster Kidney Cells). Rezultati su otkrili obećavajuću 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 sadrţaja flavonoida kempferola kod biljaka vrste A. thaliana. Kod divljeg tipa 

Landsberg erecta (Ler) inficiranog ovim virusom sadrţaj kempferola bio je smanjen za 47%, 

a kod mutante tt7 (koja prirodno akumulira veću koliĉinu kempferola) za 38% u odnosu na 

kontrolne biljke (biljke tretirane puferom). Rezultati su u skladu s istraţivanjem Šole iz 2013., 

a koji su pokazali 3.24 puta niţi sadrţaj kempferola kod divljeg tipa Ler te 2.38 puta niţi 

sadrţaj kod mutante tt7 inficiranim CMVsat-om u usporedbi s kontrolnim biljkama. Uoĉeno 

je da unatoĉ tome što nemaju mogućnost akumulacije flavonoida, a time niti kempferola, 

inficirana mutanta tt4 sposobna je nastaviti rast i razvoj (slike nisu prikazane). MeĊutim, u 

odnosu na tt7 i Ler, kod mutante tt4 uoĉena je veća stopa odumiranja tkiva nakon infekcije 

virusom, smanjena stopa rasta te krţljavost biljaka. To upućuje na zakljuĉak da, iako 

vjerojatno ima ulogu u obrani biljaka, kempferol nije jedina i kljuĉna komponenta obrane 

biljaka od infekcije CMVsat-om. 

Odgovor biljaka na napad patogena sloţeni je mehanizam koji ukljuĉuje razliĉite 

biokemijske puteve (Dixon i sur., 1990.). Opće je poznata ĉinjenica da je napad patogena 

okidaĉ razliĉitih obrambenih mehanizama biljaka, ukljuĉujući izmeĊu ostalog i sintezu 

razliĉitih antimikrobnih i antifungicidnih spojeva poput glukozinolata (Ludwig-Müller i sur., 
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1997.) te fenolnih tvari (Tan i sur., 2004.). Patogen koji uzrokuje velike probleme porodici 

krstašica (lat. Brassicaceae) jest protist Plasmodiophora brassicae (Braselton, 1995.). 

Infekcija biljke spomenutim protistom uzrokuje stvaranje velikih tumora na korijenu biljke 

domaćina ĉime je biljci poremećen sustav primanja vode i mineralnih tvari. Posljediĉno to 

dovodi do smanjene stope rasta i razvoja, a u nekim sluĉajevima i do ugibanja biljke (Friberg i 

sur., 2005.). Malo je informacija o mehanizmu otpornosti biljaka spram patogena P. 

brassicae. Prvi zakljuĉci temeljili su se na morfološkim, anatomskim i biokemijskim 

karakteristikama biljaka (Karling, 1968.), meĊutim niti jedna od tih teorija nije pruţila 

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 domaćinima (Ockendon i Buczacki, 1979.; Mullin i sur., 

1980.). Cilj istraţivanja u sklopu ovog diplomskog rada bio je otkriti uĉinak infekcije 

protistom P. brassicae na sadrţaj flavonoida kempferola kod vrste A. thaliana. Analizom 

listova biljaka sakupljenih tri tjedna nakon infekcije utvrĊen je viši sadrţaj kempferola kod 

biljaka inficiranih protistom u odnosu na kontrolne biljke. Ovaj rezultat u skladu je s 

istraţivanjem Päsold i sur. (2010.), navedeni autori su zabiljeţili povećani sadrţaj kempferola 

i njegovih glikozida u korijenima inficiranim protistom P.brassicae u odnosu na zdrave 

korijene vrste A. thaliana. Na temelju ovih rezultata moţe se zakljuĉiti da, iako P. brassicae 

obitava u korijenu biljke domaćina, ovaj patogen utjeĉe na sadrţaj 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 sadrţaja kempferola u odnosu na 

kontrolne biljke, a infekcija protistom P. brassicae povećanje sadrţaja kempferola u odnosu 

na kontrolne biljke, zakljuĉak je da je uloga kempferola u obrambenom odgovoru biljaka 

specifiĉna s obzirom na vrstu patogena kojim je biljka inficirana. 

Osim uloge kempferola tijekom biotiĉkog stresa biljke, u sklopu ovog diplomskog 

rada preliminarno je istraţena i njegova uloga tijekom abiotiĉkog stresa, odnosno uĉinak UV-

B zraĉenja na sadrţaj kempferola u kalusima vrste A. thaliana. Kulture kalusa su koristan alat 

u istraţivanjima mehanizama tolerantnosti biljaka na razliĉite stresne ĉimbenike poput UV-B 

zraĉenja jer imaju kratko generacijsko vrijeme, pruţaju relativno brz odgovor biljke na stresni 

podraţaj 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 najizloţenijih zraĉenju) ima vaţnu ulogu u obrani 

biljke od UV-B zraĉenja (Dixon i Paiva, 1995.). Istraţivanja Li i sur. (1993a) te Lois (1994.) 

na listovima vrste A. thaliana potvrdila su da se prilikom izloţenosti biljke UV-B zraĉenju 

inducira povećana sinteza flavonoida i to uglavnom derivata kempferola. S druge strane, Ryan 

i sur. 2001. su, takoĊer na vrsti A. thaliana, pratili omjer kvercetina i kempferola kod biljaka 

izloţenih UV-B zraĉenju u odnosu na netretirane biljke. Utvrdili su da se kod biljaka 

izloţenih UV-B zraĉenju povećava sadrţaj kvercetina, a smanjuje sadrţaj kempferola.  

Rezultati dobiveni u ovom istraţivanju pokazali su da je u kalusu divljeg tipa (Ler) 

izloţenih tijekom 15 i 30 dana UV-B zraĉenju prisutan niţi sadrţaj kempferola u odnosu na 

kontrolne biljke. Jedan od razloga neslaganja s rezultatima prethodnih istraţivanja (Li i sur., 

1993a; Lois, 1994.) moţe biti duljina trajanja eksperimenta, odnosno perioda izloţenosti 

biljaka zraĉenju. U spomenutim istraţivanjima biljke su zraĉenju bile izloţene 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.) predloţilo da flavonoidi imaju ulogu antioksidansa 

prilikom djelovanja svjetlosnog stresa ponašajući se kao hvataĉi ROS-a, koje mogu dovesti do 

oštećivanja biološki vaţnih molekula poput nukleinskih kiselina, proteina i membranskih 

lipida (Polle, 1997.). Stoga je moguće da su biljke bile predugo izloţene stresu što je 

naposljetku dovelo do iscrpljenosti antioksidativnog sustava i pada stope sinteze 

antioksidansa, time i prouĉavanog kempferola. Neki autori (Ryan i sur., 1998.; Ryan i sur., 

2002.) smatraju da je za fotoprotekciju biljaka osim kempferola, vaţan i kvercetin. MeĊutim, 

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 

zraĉenja (slike nisu prikazane). Li i sur. (1993b) kao moguće spojeve koji takoĊer djeluju 

obrambeno u uvjetima UV-B stresa navode sinapat estere, derivate hidroksicimetne kiseline. 

Njihovi rezultati pokazali su da je sadrţaj sinapat estera u mutanti tt4 viši i do 60% u odnosu 

na divlji tip, a u mutanti tt5 u prosjeku je viši do 42%. To je razlog zašto obje mutante rastu u 

uvjetima UV-B zraĉenja, iako su u odnosu na divlji tip osjetljivije. Uzimajući u obzir sve 

navedeno, rezultati upućuju na zakljuĉak da kempferol, kao i druge fenolne molekule poput 

derivata hidroksicimetne kiseline, sudjeluju u obrambenom odgovoru biljke spram UV-B 

zraĉenja. 

Tijekom posljednjeg desetljeća istraţivanje flavonoida doţivljava procvat zahvaljujući 

otkrivanju brojnih pozitivnih farmakoloških uĉinaka tih sekundarnih metabolita poput 
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antiviralnog (Kreft i sur., 1999.; Chiang i sur., 2003.), antimikrobnog (Hernández i sur., 

2000.; Cushnie i Lamb, 2005.) te antioksidativnog djelovanja (Williams i sur., 2004.; Ferreira 

i sur., 2010.). Zahvaljujući svojoj strukturi, odnosno prisutnosti hidroksilnih i karboksilnih 

grupa, flavonoidi mogu stvarati komplekse s metalnim ionima (Leopoldini i sur., 2006.). 

Mogućnost interakcije s metalnim ionima te stvaranje kompleksa flavonoid/metal ima velik 

biološki znaĉaj jer su istraţivanja pokazala da kompleksi posjeduju veću sposobnost 

uklanjanja reaktivnih vrsta kisika (ROS), koje mogu dovesti do oštećivanja biološki vaţnih 

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
2+

 poboljšava farmakološka svojstva kvercetina, ali istovremeno 

smanjuje i toksiĉni uĉinak iona Cu
2+

. Jednom kada se kompleks naĊe unutar stanice, dolazi u 

doticaj s razliĉitim biološki vaţnim molekulama poput molekula RNA koje imaju vaţnu 

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 dvolanĉanim (ds) RNA znaĉajno veća u 

odnosu na stabilnost interakcije slobodnog kvercetina i dsRNA (Marinić i sur., 2006.). Rusak 

i sur. (2009.) dokazali su da kompleks kvercetina i lantana ima veći afinitet vezanja za viralnu 

dsRNA u odnosu na kvercetin ili lantan zasebno. S obzirom da su viralne dsRNA replikatni 

oblici, rezultati upućuju na zakljuĉak da bi vezivanje metala na flavonoid moglo poboljšati 

antiviralna svojstva slobodnog flavonoida. Stoga je jedan od ciljeva ovog rada bio istraţiti 

interakciju kompleksa flavonoida kempferola, te strukturno mu srodnog fisetina, i metala Eu
3+

 

s biološkim dvolanĉanim (ds) i jednolanĉanim (ss) RNA. I dsRNA i ssRNA korištene tijekom 

istraţivanja izolirane su iz biljaka inficiranih virusom mozaika krastavca s pridruţenom 

satelitnom RNA (CMVsat). S obzirom da biljke koje nisu inficirane RNA virusima ne sadrţe 

znaĉajne koliĉine homogenih sekvenci većih molarnih masa (> 0.1 x 10
6
) 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
3+

 te istovremeno porast apsorbancije koja odgovara slobodnom flavonoidu. Na 

temelju ovih rezultata zakljuĉeno je da dsRNA izolirane iz CMVsat-inficiranih biljaka 

uzrokuju razgradnju kompleksa kempferol/Eu
3+

 i fisetin/Eu
3+

 na slobodan flavonoid. 

Zanimljivo, ssRNA izolirane iz istih biljaka razgraĊuju fisetin/Eu
3+

, no ne i kempferol/Eu
3+

. 

Dobiveni rezultati usporeĊeni su s onima Šole (2013.) koja je dokazala da se interakcija 
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kompleksa kvercetin/Eu
3+

 s dsRNA i ssRNA razlikuje. Zakljuĉeno je da kompleksi 

kvercetin/Eu
3+

, kempferol/Eu
3+

 i fisetin/Eu
3+

 meĊusobno sliĉno reagiraju s dsRNA, no 

razliĉito sa ssRNA. Naime, sva tri kompleksa u interakciji s dsRNA se razgraĊuju na 

slobodan flavonoid. Najvjerojatniji uzrok ovome jest interkalacija kompleksa u strukturu 

dsRNA prilikom ĉega, zbog veliĉine 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
3+

 i 

kvercetin/Eu
3+

 slabi. Zamijećeno je da je promjena intenziteta apsorbancije slobodnog 

kempferola i kvercetina uslijed titracije njihovih kompleksa sa ssRNA razliĉita. 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, sadrţi jednu 

hidroksilnu grupu više na prstenu B u odnosu na kempferol (García-Mediavilla i sur., 2007.). 

S obzirom da se kompleks kempferol/Eu
3+

 u interakciji s dsRNA razgraĊuje, a sa ssRNA ne, 

isti bi mogao biti korišten za dokazivanje prisutnosti dsRNA u nekom sustavu. Kompleks 

fisetin/Eu
3+

, za razliku od kompleksa kempferol/Eu
3+

 i kvercetin/Eu
3+

, se dodavanjem ssRNA 

postupno razgraĊuje na slobodni fisetin. S obzirom da u strukturi fisetina na poloţaju C5 u A 

prstenu nedostaje –OH skupina, a kempferol i kvercetin je posjeduju, pretpostavka je da –OH 

skupina na ovom C atomu ima vaţnu ulogu u interakciji ovih triju kompleksa sa ssRNA. 

Vaţnost strukture flavonoida za njihove biološke uĉinke već je istraţivana. Katalinić i sur. 

(2010.) su pokazali kako inhibitorno djelovanje flavonoida spram humanih enzima 

butrilkolinesteraza ovisi o strukturi flavonoida. Ciolino i sur. (1999.) su istraţivali kempferol i 

kvercetin kao prirodno dostupne ligande koji bi mogli vezati i time inaktivirati AhR (engl. 

aryl hydrocarbon receptor), staniĉni receptor za koji se smatra da induciranjem transkripcije 

proteina CYP1A uzrokuje karcinogenezu. Rezultati su pokazali da su oba flavonoida ligandi 

AhR-a, meĊutim upravo zbog nedostatka hidroksilne grupe na prstenu B kempferol ne sjeda 

optimalno na vezno mjesto spomenutog receptora zbog ĉega ne utjeĉe direktno na 

transkripciju CYP1A kao kvercetin, već posredno preko drugog liganda AhR-a.  
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Na temelju dobivenih rezultata moţe se zakljuĉiti sljedeće: 

 

 Flavonoid kempferol ima ulogu u obrani biljaka tijekom infekcije virusom mozaika 

krastavca s pridruţenom satelitnom RNA (CMVsat), no nije jedina i kljuĉna 

komponenta obrane biljaka od ovog patogena. Na to upućuje mutanta tt4 vrste 

Arabidopsis thaliana koja, iako nema mogućnost akumulacije flavonoida, je sposobna 

nastaviti svoj rast i razvoj unatoĉ infekciji virusom. No, u toj mutanti uoĉena je veća 

stopa odumiranja tkiva nakon infekcije virusom, smanjena stopa rasta te krţljavost 

biljaka u odnosu na biljke koje mogu akumulirati kempferol (Ler i tt7). 

 Uloga kempferola u obrambenom sustavu biljaka tijekom djelovanja biotiĉkog stresa 

specifiĉna je s obzirom na patogen. Konkretno, CMVsat uzrokuje smanjenje sadrţaja 

kempferola u inficiranim biljkama, a protist Plasmodiophora brassicae povećanje. 

 Preliminarni rezultati pokazuju da kempferol sudjeluje u obrambenom odgovoru 

kalusa vrste A. thaliana spram UV-B zraĉenja. U kalusima divljeg tipa Ler UV-B 

zraĉenje uzrokuje smanjenje sadrţaja kempferola, dok se sadrţaj kempferola u 

kalusima mutante tt7 (koja akumulira veću koliĉinu kempferola u odnosu na divlji tip 

Ler) ne mijenja znaĉajno s obzirom na dio spektra kojim je mutanta tretirana. 

 Kompleks kempferola i rijetkog zemljinog metala Eu
3+

 razgraĊuje se tijekom 

interakcije s dsRNA izoliranim iz CMVsat-inficiranih biljaka, ali ne i tijekom 

interakcije sa ssRNA izoliranim iz CMVsat-inficiranih biljaka što upućuje na 

zakljuĉak da bi se ovaj spoj mogao koristiti za dokazivanje prisutnosti dsRNA u 

biljnim tkivima. aaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa
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