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1. Uvod

U odredenim je klimatskim podru¢jima hladnoca vrlo vazan okolisni ¢imbenik jer utjece na zivotni
ciklus biljaka uvjetujuéi klijanje sjemena i vrijeme cvjetanja, ali i ograni¢ava rasprostranjenost
biljnih vrsta (Kreyling i sur. 2015). Temperature nize od optimalnih usporavaju rast biljaka, dok
smrzavanje dovodi do mehanickih ozljeda te simptoma slicnih onima koje uzrokuje susa, a
naposljetku moze dovesti i do smrti stanica (Leuendorf i sur. 2020). Takoder, stres uvjetovan
hladnoc¢om nepovoljno djeluje na prinos i kvalitetu prinosa zitarica i drugih poljoprivrednih usjeva
(Chinnusamy i sur. 2006; Yadav 2010). Aklimatizacija na hladno¢u potaknuta je niskim
temperaturama koje ne dovode do uginuca biljke. Sposobnost aklimatizacije imaju biljke
umjerenih i borealnih podrucja, a ona podrazumijeva mehanizme koji dovode do bolje otpornosti
biljaka na smrzavanje (Xin i Browse 2000). Promjene koje se oc€ituju tijekom aklimatizacije na
hladnoc¢u ukljucuju izmijenjenu regulaciju ekspresije transkripcijskih faktora i drugih gena COR
(engl. cold-regulated genes) (Chinnusamy i sur. 2006). Smatra se da je signalni put ICE-CBF-COR
klju€an prilikom aklimatizacije na hladnoé¢u. ICE (engl. inducer of CBF-expression) je induktor
ekspresije skupine CBF-a (engl. C-repeat-binding-factor) koja poti¢e ekspresiju gena COR
(Nurhasanah Ritonga i Chen 2020). Hladnoc¢a uzrokuje i brojne druge promjene u biljkama poput
kavitacije u provodnim elementima, povisenja stope prijenosa Secera iz listova te zadebljanja
listova (Hajihashemi i sur. 2018), a ujedno inhibira aktivnost fotosustava II, koji je vazna sastavnica

lanca prijenosa elektrona u svjetlosnim reakcijama fotosinteze (Paredes i Quiles 2015).

Kada je period hladnih uvjeta prekratak da bi se postigla aklimatizacija, primjena prethodnoga
tretmana hladnoc¢om (engl. priming) moZe pomoc¢i biljkama u zastiti od hladno¢e (Baier i sur.
2019). Biljke tijekom godine prolaze kroz procese aklimatizacije i deaklimatizacije, odnosno
gubitka tolerancije smrzavanja. Sto je hladni period kraéi, deaklimatizacija je brza i u¢inkovitija
(Gorsuch i sur. 2010; cit. van Buer i sur. 2016). Deaklimatizacija biljkama omogucéava postizanje
optimalne stope rasta i razvoja u ponovno uspostavljenim povoljnim temperaturnim uvjetima
(Vyse i sur. 2019). Proces reaklimatizacije vazan je za visegodisnje biljke jer im omoguéava
prezivljavanje zima (Pagter i Arora 2013). Zbog globalnoga zatopljenja zime postaju sve krace i

blaze §to povecava broj izmjena stanja aklimatiziranosti biljaka na hladnoc¢u (Vyse i sur. 2019).

Cilj ovoga rada jest napraviti pregled saznanja o odgovoru biljaka na stres uzrokovan hladnoc¢om.



2. Utjecaj hladnoce na biljke

2.1. Dosadasnja saznanja o utjecaju hladnoée na biljke

Hladno¢a djeluje na brojne biljne stani¢ne procese. Od znacajnijih u€inaka hladno¢e na biljne
stanice izdvaja se promjena fluidnosti stani¢énih membrane. Pri odredenoj temperaturi dolazi do
prelaska membrane iz tzv. semifluidnoga u semikristalini¢no stanje $to se odrazava i na njezinu
funkciju. Nadalje, pri niskim temperaturama mijenjaju se i kataliticka svojstva enzima §to utjece
na metabolicke reakcije. Uzrok mehanickih oStecenja stanica uslijed stresa uzrokovanog niskom
temperaturom lezi u nastajanju kristala leda. Led se pocinje stvarati u prostoru apoplasta, a u
slucaju ostecenja plazmatske membrane dolazi do izlaska citosola u apoplast (Yadav 2010). Jedno
od ranije objavljenih istrazivanja na temu prilagodbe biljaka na hladnoéu provedeno je na
subarktickoj vrsti Diapensia lapponica, a Pihakaski i Junnila (1988) proucili su kako prilagodba
na hladnocu utjece na otpornost biljke na smrzavanje. Ve¢ su tada otkrili da na otpornost uvelike
utjece starost tkiva te duljina dana — u biljaka izlozenima dugomu danu uo¢ili su bolju prilagodbu
na hladnoc¢u. Tih je godina objavljen niz istrazivanja u kojima je dokazano da apscizinska kiselina
poti¢e odgovor biljaka na hladno¢u (Chen i sur. 1983; Keith i McKersie 1986; Guy 1990;
Wisniewski i Arora 1993). lako nisu bili poznati biokemijski mehanizmi odgovora biljnih stanica
na hladnocu, istrazivaci su pretpostavili da dolazi do promjena u koncentraciji, aktivnosti i
stabilnosti proteina (McCown i sur. 1969; Riov i Brown 1976; Graham i Patterson 1982; Guy i
Carter 1984), ali tadasnja istraZivanja vecéinski se nisu bavila ekspresijom gena biljnih stanica u
hladnim uvjetima (Alberdi i Corcuera 1991). Ipak, Guy i sur. (1985) postavili su temelje za
istrazivanja usredotoCena na promijenjenu ekspresiju gena u biljaka tijekom izlaganja hladno¢i.
Nakon toga su opisani geni COR kao skupina gena ¢ija se ekspresija aktivira tijekom odgovora
stanica na hladno¢u (Thomashow 1998). U novije se vrijeme istrazuju molekularni mehanizmi
odgovora biljnih stanica na stres uzrokovan hladnoom, a posebno se naglaSava znacajnost
signalnoga puta ICE-CBF-COR (Nurhasanah Ritonga i Chen 2020). Nedavno je pokazano da vrsta
Arabidopsis thaliana ima i mogucnost ,,zapamtiti* stres uvjetovan hladno¢om §to poboljsava
odgovor biljke na naknadno izlaganje takvome stresu (Leuendorf i sur. 2020). Takoder, dana$nja
se istrazivanja sve CeSce bave i procesom deaklimatizacije kojemu se u ranijim istrazivanjima nije

pridavalo puno paznje (Vyse i sur. 2019).



2.2. Usporedba ucinka hladnoce na odrasle biljke i klijance

Tijekom izmjene razvojnih faza u zivotnome ciklusu biljke, tj. od razvoja klijanaca u odrasle biljke
i do prelaska u fazu starenja, prisutne su brojne promjene. Mijenja se morfologija biljnih organa,
razina biljnih hormona, ravnoteza u prijenosu organskih tvari izmedu organa sinteze i organa
potro$nje ili skladiStenja tvari, a svi ti ¢imbenici zajedno utje¢u na sposobnost odgovora biljke na
stresne uvjete (Rankenberg i sur. 2021). Razlika u odgovoru jedinki u razli¢itim razvojnim fazama
lezi u mogucnosti izbjegavanja stresnog cCimbenika zahvaljuju¢i morfoloskoj plasti¢nosti,
drugacijoj razini tolerancije oksidacijskog stresa te sposobnosti preraspodjele hranjivih tvari i

makromolekula kako bi biljke prezivjele stresne uvjete (Rankenberg i sur. 2021).

Leuendorf i sur. (2020) proucavali su kako utjeCe starost klijanaca na njihovu sposobnost
prilagodbe na hladno¢u. U svrhu istrazivanja izlozili su Klijance vrste Arabidopsis thaliana stare 7,
14 te 21 dan hladnim uvjetima u trajanju od 16 sati. Jednu su grupu uzoraka ¢inili klijanci koji su
prvobitno bili izlozeni temperaturi od 4 °C jednu no¢, odnosno bili su prethodno tretirani (P1),
drugu su grupu cinili oni izloZeni dvije no¢i (P2), a kontrolnu su skupinu (C) ¢inili klijanci koji
nisu bili prethodno izlozeni hladno¢i. Kako bi ispitali odgovor klijanaca razli¢itih starosti na
hladno¢u, Leuendorf i sur. (2020) su na kraju no¢i odredivali ekspresiju gena CBF1, CBF3,
COR15A i COR78, koji ukazuju na pokretanje odgovora na hladno¢u. U prvom dijelu pokusa
analizirali su klijance C i P1 svih triju starosnih skupina. U najmladih ispitivanih klijanaca, onih
starih 7 dana, utvrdena je manja koli¢ina mRNA CBF3 i COR15A u odnosu na starije klijance u
kontrolnim uvjetima rasta, no i mladi klijanci na hladno¢u odgovaraju podjednako dobro kao i
stariji klijanci. Nadalje, koliko dobro klijanci podnose smrzavanje odredivali su u drugom dijelu
pokusa na temelju vrijednosti LTso (engl. 50% damage in electrolyte leakage measurments) koja
predstavlja temperaturu koja uzrokuje 50 % veci izlazak elektrolita iz stanice zbog propustljivosti
membrane. Ta metoda mjerenja ukazuje na stupanj osStecenja biljnog tkiva, a temelji se na
pretpostavci da oSte¢ene stanicne membrane propustaju vecu koli¢inu tvari u apoplast (Lindén i
sur. 2000). Leuendorf i sur. (2020) mjerili su vrijednosti LTso klijancima skupine P2 i C starim 7,
14 i 21 dan. Najvecéa vrijednost LTso, koja ujedno oznaCava najmanju razinu otpornosti na
hladno¢u, uocena je u klijanaca starih 7 dana u kontrolnim uvjetima. Takoder, za razliku od
klijanaca skupine P2 starih 7 dana, stariji klijanci prethodno tretirani hladno¢om dvije noci
pokazuju jacu sposobnost odgovora na hladno¢u. Kao potvrda ovakvih rezultata posluzio je i test

prezivljavanja kojim je utvrdeno da stariji klijanci bolje podnose izlaganje temperaturi od —6 °C u



usporedbi s mladim klijancima. Prethodni tretman klijanaca i u ovome slucaju se pokazao

znacajnim za starije klijance, ali ne i za mlade.

Dakle, Leuendor i sur. (2020) zakljucili su da odgovor klijanaca na hladno¢u i promjena u
transkriptomu prilikom izlaganja niskim, temperaturama koje ne uzrokuju smrzavanje ne ovisi o
dobi samih klijanaca. Medutim, kada su klijanci izlozeni temperaturama koje uzrokuju smrzavanje,
uocili su da stariji klijanci bolje podnose smrzavanje nego oni koji su stari 7 dana. Mladi klijanci
o¢ito ne razvijaju toleranciju na smrzavanje $to znaci da aktivacija puta CBF/COR nije dovoljna
za povecanje takve tolerancije. Tek dva tjedna nakon sijanja klijanci su bili u potpunosti spremni

odgovoriti na stres uzrokovan hladno¢om.

Nadalje, van Buer i sur. (2019) proucavali su ekspresiju gena proteina s domenom C>H>-EAR
cinkovih prstiju (engl. CoH2-EAR zinc finger protein, ZAT10) i proteina ovisnoga o BON1 (engl.
BONZ1-associated protein 1, BAP1) nakon §to su biljke Arabidopsis thaliana starosti 2, 4 i 6 tjedana
podvrgnuli hladnome tretmanu. U svome su istrazivanju imali Cetiri skupine razli€itih tretmana, a
one su bile kontrolna skupina (C), skupina koju su ¢inile biljke izlozene Samo pethodnom tretmanu,
tj. temperaturi od 4 °C u trajanju od 24 sata (P), skupina koja nije bila izlozena prethodnom
tretmanu poput skupine P, ali je bila tretirana hladno¢om 5 dana (T) i skupina koja je bila izlozena
prethodnom tretmanu prije glavnog tretmana hladno¢om (PT). Pokazali su da starost biljke utjece
na intenzitet ekspresije gena ZAT10 i BAPL. Dok je indukcija gena ZAT10 rasla sa staros¢u biljke,
ona je za BAP1 dosegnula maksimalnu vrijednost u biljkama srednje starosti, odnosno biljkama
starim 4 tjedna. Medutim, niti jedan od ova dva gena nije pokazao razli¢itu razinu indukcije kada
su se usporedile T i PT biljke stare dva tjedna. Sto se ti¢e ZAT10, taj gen pokazao je najveéu razinu
indukcije u biljkama starim Cetiri tjedna, a na indukciju gena BAP1 nije dokazan utjecaj prethodnog
tretmana. Nadalje, istrazili su je li razlika izmedu biljaka starih 6 tjedana prisutna u odredenim
listovima ili u svim listovima u rozeti (van Buer i sur. 2019). Usporedivanjem transkripcijskih
razina gena ZAT10 i BAP1 u mladim, srednje starim i starim listovima biljaka starih 6 tjedana nije
uocena znacajna razlika izmedu T 1 PT biljaka, no, ipak, najstariji listovi pokazali su najvisu stopu

indukcije gena.

Nedavna su istrazivanja pokazala da starije visSegodisnje biljke Rhododendron dostizu vecu razinu
tolerancije hladnoce, tj. bolje se prilagodavaju u odnosu na mlade biljke (Lim i sur. 2014). Takoder,

starije biljke Phellodendron imaju nizu stopu smrtnosti uslijed smrzavanja nego mlade (McNamara



I Pellett 2000). Visu stopu fotosinteze u hladnim uvjetima imaju trave Thinopyrum intermedium
stare pet godina nego one stare dvije godine (Jaikumar i sur. 2016). Zaklju¢no, dob biljaka ima
znacajni utjecaj na njihovu sposobnost prilagodbe na hladnocu. Starije biljke bolje se prilagodavaju
na hladnocu jer su im razvijeni razli¢iti mehanizmi koji se aktiviraju pri stresnim uvjetima §to im

osigurava visu stopu prezivljavanja.

2.3. Utjecaj hladnocée na fotosintetski aparat

Hladno¢a nepovoljno utjeCe na fotosintezu zbog visoke osjetljivosti fotosintetskog aparata na
razli¢ite stresne uvjete (Banerjee i Roychoudhury 2019). Procjenom ucinkovitosti fotosintetskog
aparata primjenom metode mjerenja fluorescencije klorofila a (Maxwell i Johnson 2000), utvrdene
su promjene u regulaciji fotosinteze (Kitajima i sur. 1975; cit. van Buer i sur. 2016). Budu¢i da se
u uvjetima hladnoc¢e poremeti i biosinteza klorofila, posljedica su promjene na kompleksima antena

promijenjena funkcija fotosustava Il (Ensminger i sur. 2006; cit. Adam i Murthy 2014).

Van Buer i sur. (2016) istrazivali su kako duljina trajanja prethodnoga tretmana temperaturom od
4 °C djeluje na odgovor biljaka Arabidopsis thaliana na hladno¢u kada ih se pet dana po zavrSetku
prethodnog tretmana ponovo izlozi temperaturi od 4 °C. Rezultati njihovog pokusa ukazuju da
fotosustavi biljaka izlozenih jednodnevnom ili dvotjednom prethodnom tretmanu nisu pokazivali
znakove osteéenja. No, dvotjedni prethodni tretman je povecao u¢inkovitost fotosinteze u hladnim
uvjetima, a jednodnevni prethodni tretman nije se pokazao znaajnim (van Buer i sur. 2016).
Fotosustav 1 vrste Hibiscus rosa-sinensis inhibiran je niskom temperaturom, a zabiljezen je i pad
transporta elektrona (Paredes i Quiles 2015). Vjeruje se da hladno¢a dovodi do redukcije
fotosustava II §to je posljedica poremecaja u transportu elektrona izmedu fotosustava II 1
fotosustava | (Suzuki i sur. 2011), a ciklicki tok elektrona ima ulogu zastite fotosustava (Paredes i
Quiles 2015). Ocekivano, antioksidacijski sustav u ovome slucaju igra vaznu ulogu, stoga se
pretpostavlja da je ksantofilski ciklus kljucan prilikom odgovora biljaka na hladno¢u (Adam i
Murthy 2014). Hladnoca u sprezi sa svjetlos¢u niskoga intenziteta vise inhibira fotosustav I nego
fotosustav Il (Zhang i Scheller 2004). Nepovoljan uéinak hladnoce na fotosustav II o€ituje se i u
narusavanju ravnoteze degradacije i biosinteze te ugradnje novosintetiziranoga proteina D1 koji je

sastavni dio reakcijskoga centra fotosustava Il. Naime, hladnoc¢a snizava stopu biosinteze proteina



na hladno¢u nego ostale faze procesa fotosinteze (Leegood i Edwards 1996), pri ¢emu hladnoca
najnepovoljnije utje¢e na sintezu $kroba (Pollock i Lloyd 1987). Snizena aktivnost Rubisco-3,
posljedica oSte¢enja samoga enzima, uzrok je pada stope fotosinteze uslijed djelovanja hladnoce
(Adam i Murthy 2014). Takoder, hladnoca utiSava ekspresiju gena za proteine koji vezu klorofil te
gena za Rubisco (Smeekens 2000). Buduc¢i da povisena stopa sinteze saharoze snizava razinu
inhibicije fotosinteze pri niskim temperaturama (Strand i sur. 1997), o¢igledno je kako topivi Seceri
igraju vaznu ulogu u regulaciji stope fotosinteze u uvjetima hladno¢e. Tomu u prilog govori i
¢injenica da biljke kao odgovor na hladno¢u nakupljaju topive Secere u visokim koncentracijama
(Wang i sur. 2008; Xiao i sur. 2009; cit. Adam i Murthy 2014), sto je o¢ekivano jer je nakupljanje
topivih Secera vazan mehanizam prilikom zastite stanica od smrzavanja (Wanner i Junttila 1999).
Jedna od uloga Secera je i povecavanje kriostabilnosti membrana, a odredene kriozastitne tvari
(engl. cryoprotectins) vezu se za tilakoidne membrane (Adam i Murthy 2014). Stabilizacijom
tilakoidnih membrana proteini i Seceri doprinose pospjesivanju fotosinteze u hladnim uvjetima.
Prilagodba biljaka na hladno¢u obuhvaca prilagodbu aktivnosti enzima ukljuujuéi enzime
Calvinova ciklusa, uc¢inkovitije rasipanje energije u uvjetima visokog intenziteta svjetlosti,
povecanu koncentraciju antioksidansa i promjene u sastavu membrana (Ramalho i sur. 2003;
Quartin i sur. 2004; cit. Adam i Murthy 2014).

3. Mehanizmi odgovora biljaka na hladnocu

3.1. Aklimatizacija biljaka na hladnoéu

Aklimatizacija na hladnocu jest nacin na koji se biljke pripremaju izlaganju niskim temperaturama
koje mogu uzrokovati smrzavanje. Do aklimatizacije dolazi kada se biljke po prvi puta izloze
hladno¢i koja ne uzrokuje smrt stanica i tkiva, a ukljucuje sintezu i nakupljanje kriozastitnih tvari,
promjene u sastavu stani¢nih membrana te promjenu ekspresije gena u stanicama (Leuendorf i sur.
2020). Aklimatizirane biljke bolje podnose stres uzrokovan hladno¢om nego one koje nisu
aklimatizirane (Levitt 1980). Iako su odredene prednosti aklimatizacije vidljive ve¢ 24 sata nakon
pocetka procesa, cjelokupni proces traje danima (Baier i sur. 2019). Tijekom aklimatizacije aktivira
se signalizacija kalcijevim ionima, nakupljaju se reaktivni kisikovi oblici (engl. reactive oxygen

species, ROS), H20: i jasmonska kiselina, a nakon nekoliko dana nakupljaju se i Seceri, prolin te



apscizinska kiselina, ali i antioksidansi (Cerny i sur. 2014; Gilmour i sur. 1988, 1998; Hu i sur.
2013; Kaplan i sur. 2004; Lee i sur. 2005; Prasad i sur. 1994a). Sve su to ¢imbenici koji doprinose
aklimatizaciji biljaka na hladno¢u (Baier i sur. 2019), a dokazano je da aklimatizirane biljke
hladno¢u podnose bolje nego one koje su bile samo izlozene prethodnom tretmanu (Leuendorf i
sur. 2020). Prethodni tretman opisan je kao vremenski ograni¢eno izlaganje organizama stresnom
¢imbeniku u svrhu uc¢inkovitijeg odgovora na taj ¢imbenik u buduénosti (Li 1 sur. 2014). Ono
podrazumijeva ,,pamcenje odredenog okoliSnog ¢imbenika te tako omogucava vrstama koje
nemaju razvijen ziv€ani sustav pripremu na buduce stresne uvjete (Hilker i sur. 2015). Pohrana
informacije o stresnom ¢imbeniku odvija se tijekom perioda u kojemu biljka nije pod stresom. Ako
se nakon pohrane informacije biljka opet izlozi istom stresnom ¢imbeniku, njezin ¢e odgovor biti
drugadiji u usporedbi s prvim odgovorom (van Buer i sur. 2016). Prethodno tretirane biljke na
stresne uvjete odgovaraju brze i snaznije nego biljke koje nisu bile prethodno izloZene stresnom
¢imbeniku (Conrath i sur. 2015). Smatra se da u periodu izmedu prethodnog tretmana i jaega
stresa dolazi do nakupljanja proteina i metabolita, sinteze i degradacije molekula mMRNA i miRNA
te modifikacije proteina i histona §to pohranjuje informaciju o prethodnim stresnim uvjetima
(Beckers i Conrath 2007; Bruce i sur. 2007; Conrath i sur. 2015; Crisp i sur. 2016; Hilker i sur.
2015; Stief i sur. 2014). Ekspresija nekih gena inducira se pod utjecajem prethodnoga tretmana, ali
postoje i geni ¢ija ekspresija jenjava nakon prethodnoga tretmana biljaka hladno¢om (van Buer i
sur. 2016). Van Buer i sur. (2016) predlozili su tri procesa koji usporedno pripremaju biljnu stanicu
na buduce izlaganje hladno¢i (Slika 1.). Za pokretanje jednoga od triju procesa potrebno je
dugotrajnije izlaganje biljke hladno¢i, pri ¢emu dolazi do aklimatizacije na hladno¢u (Slika 1.,
prethodni tretman I). Drugi proces ovisan je o aktivaciji gena halkon-sintaze (engl. chalcone
synthase, CHS) i fenilalanin-amonijak-liaze (engl. phenylalanine ammonia-lyase, PAL1) do ¢ega
dolazi i nakon kraceg izlaganja hladnoc¢i, odnosno prethodnoga tretmana hladno¢om (Slika 1.,
prethodni tretman I1). Navedeni geni vazni su za stabilizaciju stani¢ne stijenke, cijeljenje rana,
zastitu fotoreakcijskih centara te pri aktivaciji antioksidacijskoga sustava (Havaux i Kloppstech
2001; Olsen i sur. 2008; Scott i sur. 2004). Nakon prethodnoga tretmana hladnocom geni BAP1 i
ZAT10 manje su eksprimirani (Slika 1., prethodni tretman Il1). Preciznije, vjeruje se da dolazi do
blokiranja ekspresije ovih dvaju gena odredenim regulacijskim mehanizmima te uslijed
aklimatizacije biljke na hladnoc¢u (van Buer i sur. 2016). Nadalje, van Buer i sur. (2016) zakljucuju

da unutarstani¢na raspodjela askorbat-peroksidaze, enzima koji djeluje kao sastavnica



antioksidacijskoga sustava te eliminira vodikov peroksid (Asada 1992; Laxa i sur. 2019), regulira
ucinak prethodnoga tretmana i regulira signalni put ROS u plastidima, a zastita tilakoida
pravovremenom aktivacijom askorbat-peroksidaze bitna je za pohranu informacije o prethodnome
tretmanu preko kapaciteta antioksidacijskoga sustava kloroplasta (Baier i sur. 2019). U svojima su
pokusima Mittler i sur. (2006) takoder pokazali da smanjena ekspresija gena ZAT10 poboljsava
otpornost biljaka na stres, a drugi su znanstvenici otkrili da smanjena ekspresija gena BAP1

pospjesuje aktivaciju obrambenih odgovora (Hua i sur. 2001; Yang i sur. 2007).
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ZAT101BAP1
Specifiéni odgovor .
nastres, neovisan o | "= [a&a aktivacija prethodni tretman Il
plastidu PAL1 i CHS
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Slika 1. Prethodni tretman biljke Arabidopsis thaliana dovodi do smanjene razine aktivacije signalizacije reaktivnim
kisikovim oblicima od Kloroplasta prema jezgri (engl. chloroplast-to-nucleus ROS signalling) u slucaju
kratkoga podrazaja (prethodni tretman Ill) u usporedbi sa specificnim odgovorom na stres aktivacijom
neplastidnih gena (engl. non-plastid specific stress response genes) (prethodni tretman I1). Prikazan je i u¢inak
aklimatizacije na hladno¢u (prethodni tretman 1). Nakon izlaganja duljim periodima hladnoc¢e zapodinje
proces aklimatizacije $to oslabljuje djelovanje prethodnoga tretmana. ZAT10 — gen proteina s domenom C,H-
-EAR cinkovih prstiju (engl. C2H,-EAR zinc finger protein); BAP1 — gen proteina ovisnoga o BON1 (engl.
BONZ1-associated protein 1); PAL1 — fenilalanin-amonijak-liaze (engl. phenylalanine ammonia-lyase); CHS
— gen halkon-sintaze (engl. chalcone synthase); COR15A — gen proteina induciranoga hladno¢om (engl. cold-

-regulated genes). Preuzeto iz i prilagodeno prema van Buer i sur. (2016).

Aklimatizacija biljaka na hladnocu i prethodni tretman biljaka hladno¢om vazni su kako bi biljke
prezivjele izlaganje temperaturama koje uzrokuju smrzavanje (Li i sur. 2014; Thomashow 2001).
Neki od ucinaka aklimatizacije 1 prethodnoga tretmana su aktivacija razliitih signalnih puteva,
promjena u sastavu hormona, djelovanje transkripcijskih faktora i promjena ekspresije gena (van

Buer i sur. 2016; Hossain i sur. 2017). Prethodni tretman hladno¢om moze biti koristan kao metoda



razvijanja otpornosti usjeva na razlicite stresne uvjete (Hossain i sur. 2017). Budu¢i da i dalje nisu
poznati svi mehanizmi aklimatizacije niti procesi koje uzrokuje prethodni tretman hladno¢om,
postoji mnosStvo zanimljivosti koje treba istraziti kako bismo ove procese uistinu razumjeli.
Kljuéno je da prethodni tretman dovodi do nakupljanja raznih sekundarnih glasnika koji nakon
drugoga izlaganja hladno¢i utjeCu na signalne putove. Takoder dolazi i do nakupljanja molekula
koje uzrokuju utiSavanje provodenja signala. Primjer su antioksidansi koji utiSavaju signalizaciju
putem ROS-ova. Zajednicki je u¢inak svih navedenih promjena nastanak signalnih ¢vorista preko

kojih biljne stanice odgovaraju na iznenadni hladni period (Baier i sur. 2019).

Slijed dogadaja u stanici nakon izlaganja biljke hladno¢i prikazan je na Slika 2. U odgovoru na
stres uzrokovan hladnocom prijenos signala zapocinje ,,o¢vr§éivanjem* staniéne membrane nakon
¢ega poraste koncentracija kalcijevih iona u citosolu, $to je dio mehanizma osjeta hladnoce (Knight
i sur. 1996; Miura i Furumoto 2013). Kalcijevi se ioni oslobadaju iz apoplasta, endomembranskoga
sustava i organela (Knight i sur. 1991; Téhtiharju i sur. 1997), a to poti¢e stani¢ni odgovor Koji
ukljucuje razli¢ite kinaze (Huang i sur. 2011; Knight i Knight 2012). ,,O¢vri¢ivanje* stani¢ne
membrane te promjena oksidacijskoga stanja i koli¢ine plastokinona uzrokuju promjenu u
ekspresiji gena u jezgri i kloroplastu (Ensminger i sur. 2006; Orvar i sur. 2000). Ubrzo nakon
izlaganja hladno¢i uocljiv je porast razine ekspresije gena CBF, a geni COR eksprimiraju se tek
nekoliko sati nakon izlaganja hladno¢i (Thomashow i sur. 2001). Koncentracija jasmonske Kiseline
povisi se nekoliko minuta poslije izlaganja biljke hladno¢i (Hu i sur. 2013). Moze se uociti da
razina H20. prvo poraste nakon nekog vremena, potom je prisutna povisena razina transkripta
katalaze, enzima koji katalizira dismutaciju H20. (Mhamdi i sur. 2010), pa koncentracija H20-
opet poraste (Prasad i sur. 1994a, 1994b; Sin’kevich i sur. 2016; Zhao i sur. 2017). Kao dio ranog
odgovora na hladnoc¢u djeluju jos apscizinska kiselina (Fowler i Thomashow 2002), seceri, prolin
I y-aminomaslac¢na kiselina (Kaplan i sur. 2007). Nadalje, do nekoliko dana nakon podrazaja
uzrokovanog hladno¢om, tijekom aklimatizacije, mijenja se antioksidacijski sustav kloroplasta
(Juszczak i sur. 2012, 2016) i dolazi do porasta koncentracije salicilne kiseline (Scott i sur. 2004)
(Slika 2.).
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Slika 2. Vremenski tijek odgovora biljne stanice na hladno¢u. ABA — apscizinska kiselina; CBF — geni za faktore koji
se vezu na promotore gena COR; COR — geni inducirani hladnoéom; GABA — y-aminomaslac¢na kiselina;

JA - jasmonska kiselina; SA - salicilna kiselina. Preuzeto iz i prilagodeno prema Baier i sur. (2019).

Deaklimatizacija se dogada kada se ve¢ aklimatizirane biljke nadu u toplijim uvjetima $to dovodi
do gubitka sposobnosti tolerancije smrzavanja (Oono i sur. 2006). Ona biljkama omogucava
nastavak rasta i razvoja jer se metaboliti i energija koji su bili usmjereni u odgovor na stres mogu
ponovo Koristiti za rast i razvoj, a zbog toga je i deaklimatizacija vazna za prezivljavanje biljaka u
zimskim periodima ( Xin i Browse 2000; Vyse i sur. 2019). Pretpostavlja se da raspon niskih
temperatura koje neka vrsta moZe preZivjeti ovisi o jesenskim i proljetnim temperaturama koje
uvjetuju procese aklimatizacije i deaklimatizacije (Rapacz i sur. 2017; Vitasse i sur. 2014; Vitra i
sur. 2017). Ukoliko do deaklimatizacije dode prekasno u proljece, skracuje se period tijekom
kojega biljke mogu rasti. Medutim, ako proces deaklimatizacije zapo¢ne prerano, biljkama prijeti
opasnost od smrzavanja (Vyse i sur. 2019). Globalno zatopljenje uvelike utjece na deaklimatizaciju
jer se povecava broj toplijih dana, pa je izmjena stanja izmedu aklimatizacije i deaklimatizacije sve
Cesca (Pagter i Arora 2013; Vitasse i sur. 2014). Dulji dani dovode do brze deaklimatizacije (Poirier
i sur. 2010), ali dinamika toga procesa ovisna je i 0 genotipu te tipu organa (Vyse i sur. 2019).
Nadalje, deaklimatizacija je brz proces te je vecina promjena vidljiva ve¢ nakon 24 sata. Promjene
se prije odraze na transkriptom nego na metabolom (Pagter i sur. 2017). Porast koncentracije

topivih Secera 1 pad koncentracije Skroba tijekom aklimatizacije upucuju na mobilizaciju topivih
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Secera kako bi se pospjesila tolerancija smrzavanja. Nasuprot, tijekom deaklimatizacije dolazi do
ponovne sinteze zaliha Secera $to pomaze pupanju u proljece, a u prilog tome govore smanjenje
koncentracije topivih Secera i rast koncentracije Skroba (Vyse i sur. 2019). Takoder, ekspresija
proteina potrebnih za rast i razvoj te supresija onih svojstvenih stresnim uvjetima dio su procesa
deaklimatizacije (Pagter i sur. 2014). Na primjer, dehidrini, proteini povezani s toleriranjem
smrzavanja i proteinske kinaze pojacano se eksprimiraju tijekom aklimatizacije (Andersen i sur.
2017; Miki i sur. 2019), a proteini povezani s raznim metaboli¢kim procesima jace su eksprimirani
za vrijeme deaklimatizacije (Rowland i sur. 2012). Nakaminami i sur. (2014) otkrili su niz
molekula mRNA koje se prepisuju u hladnim uvjetima, ali se u proteinski produkt prevode tek
prilikom deaklimatizacije te osiguravaju nastavak rasta i razvoja biljke. Iz ograni¢enog broja
istrazivanja transkriptoma zaklju¢eno je da postoji 48 gena klju¢nih za proces deaklimatizacije
(Vyse i sur. 2019). U deaklimatiziranih biljaka moze do¢i do reaklimatizacije koja se ocituje u
potpunome povratku sposobnosti tolerancije smrzavanja. Ipak, nakon nekoliko ciklusa
reaklimatizacije poslije deaklimatizacije biljke vise ne mogu steéi potpunu sposobnost tolerancije
smrzavanja (Shin i sur. 2015). Reaklimatizacija je potaknuta iznenadnim hladnim periodima u
prolje¢e (Vyse i sur. 2019). Budu¢i da reaklimatizacija moze rezultirati boljim toleriranjem
smrzavanja, taj je mehanizam od vaznosti prilikom prethodnoga tretmana biljaka (Baier i sur. 2019;
Hilker i sur. 2015). Za potpunije razumijevanje procesa deaklimatizacije potrebna su dodatna
istrazivanja da bi se sa sigurno$¢u mogli odrediti molekularni mehanizmi koji sudjeluju u tom
procesu. Potrebno je identificirati najvaznije sastavnice deaklimatizacije, a pra¢enjem ekspresije
odredenih gena mogli bi se odrediti i regulacijski sustavi ovoga procesa (Vyse i sur. 2019). S
obzirom na globalno zatopljenje, procesi aklimatizacije, deaklimatizacije i prethodnoga tretmana
poprimaju sve vecu vaznost. Razumijevanje ovih procesa omogucilo bi predvidanje utjecaja

globalnoga zatopljenja na biljne vrste.

3.2. Geni inducirani hladno¢om

Tijekom aklimatizacije na hladno¢u bitno se mijenja ekspresija gena i proteina u biljnoj stanici
(Hoermiller i sur. 2017; Miki i sur. 2019; Thomashow 1999; Zuther i sur. 2019). Za mnoge
promjene u ekspresiji gena odgovorna je signalizacija putom ovisnim o transkripcijskim faktorima

CBF (Leuendorf i sur. 2020). Transkripcijski faktori CBF poti¢u ekspresiju gena ukljucenih u
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sintezu kriozastitnih tvari te ekspresiju gena COR (Gilmour i sur. 1998). U gene COR ubrajaju se
geni COR15A i COR15B koji stabiliziraju membrane kloroplasta te na taj nafin povecavaju
sposobnost tolerancije smrzavanja u biljaka (Artus i sur. 1996; Thalhammer i sur. 2014).
Hladno¢om se induciraju i geni koji nisu pod utjecajem regulacijskoga sustava CBF, pa hladnoc¢a
inducira gen CHS ¢iji je produkt, halkon-sintaza, zasluzan za sintezu antocijana (Fowler i
Thomashow 2002; Leyva i sur. 1995). Budu¢i da je u mladim klijancima, koji posjeduju slabiju
otpornost na hladnoc¢u, opazena ekspresija gena CBF3 i COR15A, zasigurno postoji veéi broj
signalnih putova ovisnih o hladno¢i, ali oni se uspostavljaju tek kasnije tijekom razvoja biljke
(Leuendorf i sur. 2020). Uz transkripcijske aktivatore CBF postoje i transkripcijski aktivatori s
domenom leucinskoga zatvaraca (engl. leucine zipper domain transcription factors, bZIP) (Kim
2006). S obzirom na to da inaktivacija kalcijevih kanala dovodi do slabije aktivacije gena COR,
pretpostavlja se da su upravo kalcijevi kanali uklju¢eni u zamjeéivanje promjene fluidnosti
membrane (Knight i sur. 1991). Transkripcijski faktori ICE reguliraju signalizaciju u hladnim
uvjetima preko transkripcijskih faktora CBF, koji vezu i elemente ovisne o dehidraciji, pa se jos$
nazivaju DREB1 (engl. dehydration-responsive element-binding), te poti¢u ekspresiju gena COR
(Miura i Furumoto 2013) (Slika 3.). U vrsti Arabidopsis thaliana postoje tri transkripcijska faktora
CBF/DREB1 (CBF1/DREB1B, CBF2/DREB1C i CBF3/DREB1A) (Gilmour i sur. 2004), a
aktivnost transkripcijskoga faktora ICE1 regulirana je pomocu ubikvitinacije (Dong i sur. 2006) i

sumoilacije (Miura i sur. 2007).
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Slika 3. Signalni put ICE-CBF-COR ukljucuje transkripcijski faktor ICE1 (engl. inducer of CBF-expression) koji se
veze na promotor i potie ekspresiju gena CBF3/DREB1A (engl. C-repeat-binding-factor; dehydration-
responsive element-binding). Transkripcijski faktor CBF3/DREB1A potice ekspresiju gena COR (engl. cold-
regulated genes) ¢iji su produkti odgovorni za toleranciju hladnoce. Ubikvitinaciju transkripcijskoga faktora
ICE1 katalizira ubikvitin-ligaza HOS1 (engl. high expression of osmotically responsive genel). Ubikvitinacija
dovodi do degradacije transkripcijskoga faktora ICELl. Sumoilaciju toga transkripcijskoga faktora potice
enzim SI1Z1, SUMO E3 ligaza, sto dovodi do stabilizacije transkripcijskoga faktora ICEL. Preuzeto iz i

prilagodeno prema Miura i Furumoto (2013).

U mnogim biljnim vrstama prekomjerna ekspresija gena ICE1 i njegovih homologa poboljsava
toleranciju hladnoce $to se ocituje nakupljanjem vise topivih Secera i prolina (Badawi i sur. 2008;
Liu i sur. 2010; Miura i sur. 2012b, 2012a). Otkriveno je da transkripcijski faktori CBF/DREB1
reguliraju otprilike 12 % gena COR (Zeller i sur. 2009). Povecanje tolerancije hladnoce i ekspresije
CBF1/DREB1B i CBF3/DREB1A u biljci Arabidopsis thaliana kojoj je utisana ekspresija gena
CBF2/DREB1C govori kako je transkripcijski faktor CBF2/DREBIC zasluzan za negativnu
regulaciju gena drugih dvaju transkripcijskih faktora, CBF1/DREB1B i CBF3/DREB1A (Novillo i
sur. 2004). Neki od proteina COR su dehidrini, poput proteina COR15A, koji pripadaju grupi
proteina kasne embriogeneze (engl. late embryogenesis abundant, LEA) (Ingram i Bartels 1996).

Upravo su proteini LEA klju¢ni za stabilizaciju membrane, no, takoder, sprjeCavaju agregaciju
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proteina (Hundertmark i Hincha 2008). Jos jedna skupina proteina ¢ija je ekspresija potaknuta
hladno¢om jest skupina proteina toplinskoga Soka (engl. heat shock protein, HSP) (Timperio i sur.
2008). HSP s&tite membranu i djeluju kao Saperoni, pa sudjeluju u ponovnom smatanju
denaturiranih proteina i sprje¢avanju agregacije proteina (Renaut i sur. 2006; Timperio i sur. 2008).
Janska i sur. (2010) uocili su da odredeni enzimi, poput hitinaza i -1,3-glukanaze, doprinose zastiti
od smrzavanja inhibirajuc¢i nastajanje leda u apoplastu te stanicama sprjecavaju¢i dehidraciju
stanica. Mnostvo je enzima uklju¢eno u odgovor na stres uzrokovan hladno¢om u biljaka, a neki
od njih djeluju u detoksikaciji, antioksidacijskim procesima, fotosintezi, sekundarnom
metabolizmu i sintezi razli¢itih kemijskih spojeva (Janska i sur. 2010). Skrob, steroli i oligosaharidi
neki su od spojeva ¢ija je sinteza inducirana hladno¢om (Janska i sur. 2010). Kao dio slozenog
odgovora na hladno¢u sudjeluju i biljni hormoni medu kojima su apscizinska kiselina, etilen,
salicilna kiselina i drugi. Takoder, obrada mRNA igra vaznu ulogu u regulaciji odgovora na
hladno¢u (Miura i Furumoto 2013). Protein bogat glicinom (engl. glycine-rich protein 7, GRP7)
zaduzen je za prijenos mRNA iz jezgre u citoplazmu u hladnim uvjetima (Kim i sur. 2008), sto je

jedan od nacina na koji je taj prijenos reguliran u uvjetima hladno¢e (Miura i Furumoto 2013).

Sredi$nju ulogu u regulaciji odgovora na hladnocu u biljaka ima signalni put ICE-CBF-COR, ali
uz njega su bitne i dorada molekula mRNA te kasnije modifikacije proteina (Miura i Furumoto
2013). lako je signalni put ICE-CBF-COR glavni nacin regulacije odgovora na hladnocu, on
zasigurno nije jedini te postoje i drugi transkripcijski faktori ukljuceni u taj proces (Leuendorf i
sur. 2020). Mehanizam odgovora na hladnocu u biljaka sloZen je i reguliran na viSe razina (Miura
i Furumoto 2013). Postoji vise proteina za koje se smatra da bi mogli biti senzori niskih
temperatura, a buduca se istrazivanja trebaju usmjeriti U to¢no odredivanje istih (Miura i Furumoto

2013).

3.3. Stratifikacija i vernalizacija

Stratifikacija hladno¢om je proces koji uvjetuje klijanje biljnog sjemena nakon §to je sjeme bilo
izloZeno niskim, ali stalnim temperaturama (Cavieres i Sierra-Almeida 2018). Osnove za proces
stratifikacije uspostavljaju se tijekom razvoja sjemena, a stabiliziraju se za vrijeme sazrijevanja
istoga (Bewley 1997). U novorazvijenome sjemenu dolazi do ekspresije gena za sintezu

apscizinske kiseline i aktivira se katabolizam giberelina (Debeaujon i Koornneef 2000; Footitt i
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sur. 2011; Shu i sur. 2013; Tuttle i sur. 2015). Tijekom dormancije sjeme sadrzi niske koncentracije
giberelina, a vise apscizinske kiseline ¢ija se koncentracija smanjuje u zimskim uvjetima (Baier i
sur. 2019). lzlaganje sjemena koje sadrzi manje koliine apscizinske kiseline niskim
temperaturama dovodi do sinteze jasmonske kiseline ¢ime se dodatno snizava razina apscizinske
kiseline i potice se klijanje (Jacobsen i sur. 2013; Xu i sur. 2016). Dakle, stratifikacija jest
hormonski regulirana (Baier i sur. 2019).

Vernalizacija omogucava cvjetanje biljaka nakon duljeg izlaganja hladno¢i (Song i sur. 2012). To
je epigeneticki kontroliran proces (Baier i sur. 2019). U biljkama ovisnima o vernalizaciji
ekspresija gena za cvjetanje (engl. flowering locus C, FLC), koji je sredi$nji represor cvjetanja
(Tian i sur. 2019), utisava ekspresiju floemskoga florigena (engl. flowering locus T, FT) (Sheldon
i sur. 2000). Ako njegova ekspresija ne bi bila utiSana, FT bi usmjerio vr$ni meristem izdanka u
generativno stanje (Baier i sur. 2019). Kada se biljka nade u hladnim uvjetima, epigeneticki se
utisava gen FLC pomoc¢u kompleksa PRC2 (engl. polycomb repressing complex 2) (Bastow i sur.
2004; Kim i Sung 2017). Da bi doslo do metilacije lizina na histonu 3, na PRC2 najprije se mora
vezati nekodiraju¢a molekula RNA COLDAIR (engl. cold assisted intronic noncoding RNA)
(Angel i sur. 2011; Heo i Sung 2011; cit. Baier i sur. 2019). Zajedno s COLDAIR epigeneticko
utisavanje gena FLC pojacava i nekodirajuéa RNA COLDWRAP prepisana s utiSanoga promotora
gena FLC (Kim i Sung 2017). Utisavanje FLC tijekom vernalizacije temelji se na stvaranju
kromatinske om¢e za §to su potrebni PRC2 i nekodiraju¢e molekule RNA (Kim i Sung 2017).
Aktiviraju¢i podrazaj nakon vernalizacije, kao $to su uvjeti dugog dana, uzrokuje cvjetanje, a
regulacija je posredovana supresorom prekomjerne ekpsresije gena constansl (engl. suppressor of
overexpression of constansl, SOC1) (Helliwell i sur. 2006; Yoo i sur. 2005). Dok SOC1 potice
ekspresiju gena COR (Lee i sur. 2015; Seo i sur. 2009), suprotno njemu u regulaciji cvjetanja i
aklimatizacije djeluje gen osjetljiv na osmolarnost (engl. high expression of osmotically resposnive
gene 1, HOS1). HOSI utisava ekspresiju gena COR i potice ekspresiju gena FLC (Ishitani i sur.
1998; Jung i sur. 2013). Ocigledno postoji poveznica izmedu vernalizacije i aklimatizacije na
hladno¢u. Moguce je da su ta dva procesa povezana i preko proteina koji inducira metilaciju gena
FLC (engl. vernalization induced 3, VIN3), a inhibira ekspresiju gena COR (Banerjee i sur. 2017;
Sung i Amasino 2004).
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4. Zakljucak

S obzirom na to da su sesilni organizmi, biljke su razvile brojne regulacijske mehanizme kao
odgovore na promjenjive okolisne uvjete (Kim i Sung 2017). Niske temperature, uzrokovale one
smrzavanje ili ne, ¢ine okoli§ nepovoljnim za rast i razvoj biljaka na $to su one razvile razlicite
prilagodbe (Yadav 2010). Hladnoca utjeCe na klijanje sjemena, rast biljaka i uvjetuje vrijeme
cvjetanja (Leuendorf i sur. 2020). Odgovor na hladne uvjete slozen je te uklju¢uje metabolicke i
genetske promjene (Zuther i sur. 2019). Sposobnost odgovora na hladnocu i aklimatizacija ovisi i
o starosti biljaka (van Buer i sur. 2019; Leuendorf i sur. 2020). Izlaganje biljaka hladnoci
nepovoljno utjeCe na fotosintezu pri ¢emu se naruSava funkcionalnost fotosustava II i dolazi do
poremecaja u biosintezi klorofila (Ensminger i sur. 2006; cit. Adam i Murthy 2014). Aklimatizacija
biljaka potaknuta je ubrzo nakon $to je biljka bila izloZena niskoj temperaturi koja ne uzrokuje
smrzavanje (Ristic i Ashworth 1993). Aklimatizacija na hladnoc¢u i prethodni tretman biljaka
hladno¢om omogucavaju biljkama prezivljavanje zimskih, niskih temperatura (Li i sur. 2014;
Thomashow 2001). Tijekom tih dvaju procesa aktiviraju se signalni putovi, mijenja se sastav
biljnih hormona, mobiliziraju se transkripcijski faktori i uzrokuju promjenu ekspresije gena (van
Buer i sur. 2016; Hossain i sur. 2017). Po zavrSetku hladnih uvjeta u biljci zapocinje
deaklimatizacija sto dovodi do daljnjega rasta i razvoja biljke (Oono i sur. 2006; Xin i Browse
2000). Dakle, odgovor na hladnoc¢u uklju¢uje brojne promjene i ne postoji jedinstveni metabolit,
gen ili signalni put koji bi bio zasebno odgovoran za toleranciju hladno¢e (Korn i sur. 2010).
Najbolje je istrazen signalni put ICE-CBF-COR, a transkripcijski faktori CBF odgovorni su za
poticanje ekspresije oko 12 % svih gena COR (Zeller i sur. 2009). Aktiviraju¢i kalcijeve kanale,
promjene u fluidnosti stanicne membrane dovode do porasta koncentracije kalcijevih iona u
citosolu, pa se smatra kako je to, uz sudjelovanje stani¢nih kinaza, dio mehanizma osjeta hladnoce
(Huang i sur. 2011; Knight i sur. 1996; Knight i Knight 2012; Yadav 2010). Stratifikacija i
vernalizacija dva su razvojna procesa povezana s hladno¢om. Stratifikacija osigurava klijanje
sjemena, a 0 vernalizaciji ovisi cvjetanje biljaka (Cavieres i Sierra-Almeida 2018; Song i sur.
2012). Uz sva dosadasnja saznanja odgovor biljaka na hladnoc¢u jo$ nije u potpunosti istrazen.
Potrebno je odrediti membranske prijenosnike koji su zaduzeni za primanje signala o hladnim
uvjetima (Miura i Furumoto 2013). Takoder, uz signalni put ICE-CBF-COR, potrebno je istraziti i
druge potencijalne putove aktivacije odgovora na hladno¢u. U doba klimatskih promjena pozeljno

je istrazivati i proces deaklimatizacije jer i on dobiva na znacaju u prirodnim uvjetima.
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