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1. Uvod 

U određenim je klimatskim područjima hladnoća vrlo važan okolišni čimbenik jer utječe na životni 

ciklus biljaka uvjetujući klijanje sjemena i vrijeme cvjetanja, ali i ograničava rasprostranjenost 

biljnih vrsta (Kreyling i sur. 2015). Temperature niže od optimalnih usporavaju rast biljaka, dok 

smrzavanje dovodi do mehaničkih ozljeda te simptoma sličnih onima koje uzrokuje suša, a 

naposljetku može dovesti i do smrti stanica (Leuendorf i sur. 2020). Također, stres uvjetovan 

hladnoćom nepovoljno djeluje na prinos i kvalitetu prinosa žitarica i drugih poljoprivrednih usjeva 

(Chinnusamy i sur. 2006; Yadav 2010). Aklimatizacija na hladnoću potaknuta je niskim 

temperaturama koje ne dovode do uginuća biljke. Sposobnost aklimatizacije imaju biljke 

umjerenih i borealnih područja, a ona podrazumijeva mehanizme koji dovode do bolje otpornosti 

biljaka na smrzavanje (Xin i Browse 2000). Promjene koje se očituju tijekom aklimatizacije na 

hladnoću uključuju 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 

ključan prilikom aklimatizacije na hladnoću. ICE (engl. inducer of CBF-expression) je induktor 

ekspresije skupine CBF-a (engl. C-repeat-binding-factor) koja potiče ekspresiju gena COR 

(Nurhasanah Ritonga i Chen 2020). Hladnoća uzrokuje i brojne druge promjene u biljkama poput 

kavitacije u provodnim elementima, povišenja stope prijenosa šećera iz listova te zadebljanja 

listova (Hajihashemi i sur. 2018), a ujedno inhibira aktivnost fotosustava II, koji je važna 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 hladnoćom (engl. priming) može pomoći biljkama u zaštiti od hladnoće (Baier i sur. 

2019). Biljke tijekom godine prolaze kroz procese aklimatizacije i deaklimatizacije, odnosno 

gubitka tolerancije smrzavanja. Što je hladni period kraći, deaklimatizacija je brža i učinkovitija 

(Gorsuch i sur. 2010; cit. van Buer i sur. 2016). Deaklimatizacija biljkama omogućava postizanje 

optimalne stope rasta i razvoja u ponovno uspostavljenim povoljnim temperaturnim uvjetima 

(Vyse i sur. 2019). Proces reaklimatizacije važan je za višegodišnje biljke jer im omogućava 

preživljavanje zima (Pagter i Arora 2013). Zbog globalnoga zatopljenja zime postaju sve kraće i 

blaže što povećava broj izmjena stanja aklimatiziranosti biljaka na hladnoću (Vyse i sur. 2019).  

Cilj ovoga rada jest napraviti pregled saznanja o odgovoru biljaka na stres uzrokovan hladnoćom. 
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2. Utjecaj hladnoće na biljke 

 

2.1. Dosadašnja saznanja o utjecaju hladnoće na biljke 

Hladnoća djeluje na brojne biljne stanične procese. Od značajnijih učinaka hladnoće na biljne 

stanice izdvaja se promjena fluidnosti staničnih membrane. Pri određenoj temperaturi dolazi do 

prelaska membrane iz tzv. semifluidnoga u semikristalinično stanje što se odražava i na njezinu 

funkciju. Nadalje, pri niskim temperaturama mijenjaju se i katalitička svojstva enzima što utječe 

na metaboličke reakcije. Uzrok mehaničkih oštećenja stanica uslijed stresa uzrokovanog niskom 

temperaturom leži u nastajanju kristala leda. Led se počinje stvarati u prostoru apoplasta, a u 

slučaju oštećenja plazmatske membrane dolazi do izlaska citosola u apoplast (Yadav 2010). Jedno 

od ranije objavljenih istraživanja na temu prilagodbe biljaka na hladnoću provedeno je na 

subarktičkoj vrsti Diapensia lapponica, a Pihakaski i Junnila (1988) proučili su kako prilagodba 

na hladnoću utječe na otpornost biljke na smrzavanje. Već su tada otkrili da na otpornost uvelike 

utječe starost tkiva te duljina dana – u biljaka izloženima dugomu danu uočili su bolju prilagodbu 

na hladnoću. Tih je godina objavljen niz istraživanja u kojima je dokazano da apscizinska kiselina 

potiče odgovor biljaka na hladnoću (Chen i sur. 1983; Keith i McKersie 1986; Guy 1990; 

Wisniewski i Arora 1993). Iako nisu bili poznati biokemijski mehanizmi odgovora biljnih stanica 

na hladnoću, istraživači 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 tadašnja istraživanja većinski se nisu bavila ekspresijom gena biljnih stanica u 

hladnim uvjetima (Alberdi i Corcuera 1991). Ipak, Guy i sur. (1985) postavili su temelje za 

istraživanja usredotočena na promijenjenu ekspresiju gena u biljaka tijekom izlaganja hladnoći. 

Nakon toga su opisani geni COR kao skupina gena čija se ekspresija aktivira tijekom odgovora 

stanica na hladnoću (Thomashow 1998). U novije se vrijeme istražuju molekularni mehanizmi 

odgovora biljnih stanica na stres uzrokovan hladnoćom, a posebno se naglašava značajnost 

signalnoga puta ICE-CBF-COR (Nurhasanah Ritonga i Chen 2020). Nedavno je pokazano da vrsta 

Arabidopsis thaliana ima i mogućnost „zapamtiti“ stres uvjetovan hladnoćom što poboljšava 

odgovor biljke na naknadno izlaganje takvome stresu (Leuendorf i sur. 2020). Također, današnja 

se istraživanja sve češće bave i procesom deaklimatizacije kojemu se u ranijim istraživanjima nije 

pridavalo puno pažnje (Vyse i sur. 2019). 
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2.2. Usporedba učinka hladnoće na odrasle biljke i klijance  

Tijekom izmjene razvojnih faza u životnome 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, ravnoteža u prijenosu organskih tvari između organa sinteze i organa 

potrošnje ili skladištenja tvari, a svi ti čimbenici zajedno utječu na sposobnost odgovora biljke na 

stresne uvjete (Rankenberg i sur. 2021). Razlika u odgovoru jedinki u različitim razvojnim fazama 

leži u mogućnosti izbjegavanja stresnog čimbenika zahvaljujući morfološkoj plastičnosti, 

drugačijoj razini tolerancije oksidacijskog stresa te sposobnosti preraspodjele hranjivih tvari i 

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

Leuendorf i sur. (2020) proučavali su kako utječe starost klijanaca na njihovu sposobnost 

prilagodbe na hladnoću. U svrhu istraživanja izložili su klijance vrste Arabidopsis thaliana stare 7, 

14 te 21 dan hladnim uvjetima u trajanju od 16 sati. Jednu su grupu uzoraka činili klijanci koji su 

prvobitno bili izloženi temperaturi od 4 ºC jednu noć, odnosno bili su prethodno tretirani (P1), 

drugu su grupu činili oni izloženi dvije noći (P2), a kontrolnu su skupinu (C) činili klijanci koji 

nisu bili prethodno izloženi hladnoći. Kako bi ispitali odgovor klijanaca različitih starosti na 

hladnoću, Leuendorf i sur. (2020) su na kraju noći određivali ekspresiju gena CBF1, CBF3, 

COR15A i COR78, koji ukazuju na pokretanje odgovora na hladnoću. U prvom dijelu pokusa 

analizirali su klijance C i P1 svih triju starosnih skupina. U najmlađih ispitivanih klijanaca, onih 

starih 7 dana, utvrđena je manja količina mRNA CBF3 i COR15A u odnosu na starije klijance u 

kontrolnim uvjetima rasta, no i mladi klijanci na hladnoću odgovaraju podjednako dobro kao i 

stariji klijanci. Nadalje, koliko dobro klijanci podnose smrzavanje određivali su u drugom dijelu 

pokusa na temelju vrijednosti LT50 (engl. 50% damage in electrolyte leakage measurments) koja 

predstavlja temperaturu koja uzrokuje 50 % veći izlazak elektrolita iz stanice zbog propustljivosti 

membrane. Ta metoda mjerenja ukazuje na stupanj oštećenja biljnog tkiva, a temelji se na 

pretpostavci da oštećene stanične membrane propuštaju veću količinu tvari u apoplast (Lindén i 

sur. 2000). Leuendorf i sur. (2020) mjerili su vrijednosti LT50 klijancima skupine P2 i C starim 7, 

14 i 21 dan. Najveća vrijednost LT50, koja ujedno označava najmanju razinu otpornosti na 

hladnoću, uočena je u klijanaca starih 7 dana u kontrolnim uvjetima. Također, za razliku od 

klijanaca skupine P2 starih 7 dana, stariji klijanci prethodno tretirani hladnoćom dvije noći 

pokazuju jaču sposobnost odgovora na hladnoću. Kao potvrda ovakvih rezultata poslužio je i test 

preživljavanja kojim je utvrđeno da stariji klijanci bolje podnose izlaganje temperaturi od –6 ºC u 
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usporedbi s mlađim klijancima. Prethodni tretman klijanaca i u ovome slučaju se pokazao 

značajnim za starije klijance, ali ne i za mlađe.  

Dakle, Leuendor i sur. (2020) zaključili su da odgovor klijanaca na hladnoću i promjena u 

transkriptomu prilikom izlaganja niskim, temperaturama koje ne uzrokuju smrzavanje ne ovisi o 

dobi samih klijanaca. Međutim, kada su klijanci izloženi temperaturama koje uzrokuju smrzavanje, 

uočili su da stariji klijanci bolje podnose smrzavanje nego oni koji su stari 7 dana. Mlađi klijanci 

očito ne razvijaju toleranciju na smrzavanje što znači da aktivacija puta CBF/COR nije dovoljna 

za povećanje takve tolerancije. Tek dva tjedna nakon sijanja klijanci su bili u potpunosti spremni 

odgovoriti na stres uzrokovan hladnoćom. 

Nadalje, van Buer i sur. (2019) proučavali su ekspresiju gena proteina s domenom C2H2-EAR 

cinkovih prstiju (engl. C2H2-EAR zinc finger protein, ZAT10) i proteina ovisnoga o BON1 (engl. 

BON1-associated protein 1, BAP1) nakon što su biljke Arabidopsis thaliana starosti 2, 4 i 6 tjedana 

podvrgnuli hladnome tretmanu. U svome su istraživanju imali četiri skupine različitih tretmana, a 

one su bile kontrolna skupina (C), skupina koju su činile biljke izložene samo pethodnom tretmanu, 

tj. temperaturi od 4 ºC u trajanju od 24 sata (P), skupina koja nije bila izložena prethodnom 

tretmanu poput skupine P, ali je bila tretirana hladnoćom 5 dana (T) i skupina koja je bila izložena 

prethodnom tretmanu prije glavnog tretmana hladnoćom (PT). Pokazali su da starost biljke utječe 

na intenzitet ekspresije gena ZAT10 i BAP1. Dok je indukcija gena ZAT10 rasla sa starošću biljke, 

ona je za BAP1 dosegnula maksimalnu vrijednost u biljkama srednje starosti, odnosno biljkama 

starim 4 tjedna. Međutim, niti jedan od ova dva gena nije pokazao različitu razinu indukcije kada 

su se usporedile T i PT biljke stare dva tjedna. Što se tiče ZAT10, taj gen pokazao je najveću razinu 

indukcije u biljkama starim četiri tjedna, a na indukciju gena BAP1 nije dokazan utjecaj prethodnog 

tretmana. Nadalje, istražili su je li razlika između biljaka starih 6 tjedana prisutna u određenim 

listovima ili u svim listovima u rozeti (van Buer i sur. 2019). Uspoređivanjem transkripcijskih 

razina gena ZAT10 i BAP1 u mladim, srednje starim i starim listovima biljaka starih 6 tjedana nije 

uočena značajna razlika između T i PT biljaka, no, ipak, najstariji listovi pokazali su najvišu stopu 

indukcije gena.  

Nedavna su istraživanja pokazala da starije višegodišnje biljke Rhododendron dostižu veću razinu 

tolerancije hladnoće, tj. bolje se prilagođavaju u odnosu na mlađe biljke (Lim i sur. 2014). Također, 

starije biljke Phellodendron imaju nižu stopu smrtnosti uslijed smrzavanja nego mlađe (McNamara 
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i Pellett 2000). Višu stopu fotosinteze u hladnim uvjetima imaju trave Thinopyrum intermedium 

stare pet godina nego one stare dvije godine (Jaikumar i sur. 2016). Zaključno, dob biljaka ima 

značajni utjecaj na njihovu sposobnost prilagodbe na hladnoću. Starije biljke bolje se prilagođavaju 

na hladnoću jer su im razvijeni različiti mehanizmi koji se aktiviraju pri stresnim uvjetima što im 

osigurava višu stopu preživljavanja. 

 

2.3. Utjecaj hladnoće na fotosintetski aparat 

Hladnoća nepovoljno utječe na fotosintezu zbog visoke osjetljivosti fotosintetskog aparata na 

različite stresne uvjete (Banerjee i Roychoudhury 2019). Procjenom učinkovitosti fotosintetskog 

aparata primjenom metode mjerenja fluorescencije klorofila a (Maxwell i Johnson 2000), utvrđene 

su promjene u regulaciji fotosinteze (Kitajima i sur. 1975; cit. van Buer i sur. 2016). Budući da se 

u uvjetima hladnoće poremeti i biosinteza klorofila, posljedica su promjene na kompleksima antena 

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

Van Buer i sur. (2016) istraživali su kako duljina trajanja prethodnoga tretmana temperaturom od 

4 ºC djeluje na odgovor biljaka Arabidopsis thaliana na hladnoću kada ih se pet dana po završetku 

prethodnog tretmana ponovo izloži temperaturi od 4 ºC. Rezultati njihovog pokusa ukazuju da 

fotosustavi biljaka izloženih jednodnevnom ili dvotjednom prethodnom tretmanu nisu pokazivali 

znakove oštećenja. No, dvotjedni prethodni tretman je povećao učinkovitost fotosinteze u hladnim 

uvjetima, a jednodnevni prethodni tretman nije se pokazao značajnim (van Buer i sur. 2016). 

Fotosustav II vrste Hibiscus rosa-sinensis inhibiran je niskom temperaturom, a zabilježen je i pad 

transporta elektrona (Paredes i Quiles 2015). Vjeruje se da hladnoća dovodi do redukcije 

fotosustava II što je posljedica poremećaja u transportu elektrona između fotosustava II i 

fotosustava I (Suzuki i sur. 2011), a ciklički tok elektrona ima ulogu zaštite fotosustava (Paredes i 

Quiles 2015). Očekivano, antioksidacijski sustav u ovome slučaju igra važnu ulogu, stoga se 

pretpostavlja da je ksantofilski ciklus ključan prilikom odgovora biljaka na hladnoću (Adam i 

Murthy 2014). Hladnoća u sprezi sa svjetlošću niskoga intenziteta više inhibira fotosustav I nego 

fotosustav II (Zhang i Scheller 2004). Nepovoljan učinak hladnoće na fotosustav II očituje se i u 

narušavanju ravnoteže degradacije i biosinteze te ugradnje novosintetiziranoga proteina D1 koji je 

sastavni dio reakcijskoga centra fotosustava II. Naime, hladnoća snižava stopu biosinteze proteina 

D1 (Gombos i sur. 1994; cit. Adam i Murthy 2014). Procesi biosinteze ugljikohidrata su osjetljiviji 
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na hladnoću nego ostale faze procesa fotosinteze (Leegood i Edwards 1996), pri čemu hladnoća 

najnepovoljnije utječe na sintezu škroba (Pollock i Lloyd 1987). Snižena aktivnost Rubisco-a, 

posljedica oštećenja samoga enzima, uzrok je pada stope fotosinteze uslijed djelovanja hladnoće 

(Adam i Murthy 2014). Također, hladnoća utišava ekspresiju gena za proteine koji vežu klorofil te 

gena za Rubisco (Smeekens 2000). Budući da povišena stopa sinteze saharoze snižava razinu 

inhibicije fotosinteze pri niskim temperaturama (Strand i sur. 1997), očigledno je kako topivi šećeri 

igraju važnu ulogu u regulaciji stope fotosinteze u uvjetima hladnoće. Tomu u prilog govori i 

činjenica da biljke kao odgovor na hladnoću nakupljaju topive šećere u visokim koncentracijama 

(Wang i sur. 2008; Xiao i sur. 2009; cit. Adam i Murthy 2014), što je očekivano jer je nakupljanje 

topivih šećera važan mehanizam prilikom zaštite stanica od smrzavanja (Wanner i Junttila 1999). 

Jedna od uloga šećera je i povećavanje kriostabilnosti membrana, a određene kriozaštitne tvari 

(engl. cryoprotectins) vežu se za tilakoidne membrane (Adam i Murthy 2014). Stabilizacijom 

tilakoidnih membrana proteini i šećeri doprinose pospješivanju fotosinteze u hladnim uvjetima. 

Prilagodba biljaka na hladnoću obuhvaća prilagodbu aktivnosti enzima uključujući enzime 

Calvinova ciklusa, učinkovitije rasipanje energije u uvjetima visokog intenziteta svjetlosti, 

povećanu 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 hladnoću 

 

3.1. Aklimatizacija biljaka na hladnoću 

Aklimatizacija na hladnoću jest način na koji se biljke pripremaju izlaganju niskim temperaturama 

koje mogu uzrokovati smrzavanje. Do aklimatizacije dolazi kada se biljke po prvi puta izlože 

hladnoći koja ne uzrokuje smrt stanica i tkiva, a uključuje sintezu i nakupljanje kriozaštitnih tvari, 

promjene u sastavu staničnih membrana te promjenu ekspresije gena u stanicama (Leuendorf i sur. 

2020). Aklimatizirane biljke bolje podnose stres uzrokovan hladnoćom nego one koje nisu 

aklimatizirane (Levitt 1980). Iako su određene prednosti aklimatizacije vidljive već 24 sata nakon 

početka 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), H2O2 i jasmonska kiselina, a nakon nekoliko dana nakupljaju se i šećeri, prolin te 
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apscizinska kiselina, ali i antioksidansi (Černý 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 čimbenici koji doprinose 

aklimatizaciji biljaka na hladnoću (Baier i sur. 2019), a dokazano je da aklimatizirane biljke 

hladnoću podnose bolje nego one koje su bile samo izložene prethodnom tretmanu (Leuendorf i 

sur. 2020). Prethodni tretman opisan je kao vremenski ograničeno izlaganje organizama stresnom 

čimbeniku u svrhu učinkovitijeg odgovora na taj čimbenik u budućnosti (Li i sur. 2014). Ono 

podrazumijeva „pamćenje“ određenog okolišnog čimbenika te tako omogućava vrstama koje 

nemaju razvijen živčani sustav pripremu na buduće stresne uvjete (Hilker i sur. 2015). Pohrana 

informacije o stresnom čimbeniku odvija se tijekom perioda u kojemu biljka nije pod stresom. Ako 

se nakon pohrane informacije biljka opet izloži istom stresnom čimbeniku, njezin će odgovor biti 

drugačiji u usporedbi s prvim odgovorom (van Buer i sur. 2016). Prethodno tretirane biljke na 

stresne uvjete odgovaraju brže i snažnije nego biljke koje nisu bile prethodno izložene stresnom 

čimbeniku (Conrath i sur. 2015). Smatra se da u periodu između prethodnog tretmana i jačega 

stresa dolazi do nakupljanja proteina i metabolita, sinteze i degradacije molekula mRNA i miRNA 

te modifikacije proteina i histona što 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 čija ekspresija jenjava nakon prethodnoga tretmana biljaka hladnoćom (van Buer i 

sur. 2016). Van Buer i sur. (2016) predložili su tri procesa koji usporedno pripremaju biljnu stanicu 

na buduće izlaganje hladnoći (Slika 1.). Za pokretanje jednoga od triju procesa potrebno je 

dugotrajnije izlaganje biljke hladnoći, pri čemu dolazi do aklimatizacije na hladnoću (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 čega 

dolazi i nakon kraćeg izlaganja hladnoći, odnosno prethodnoga tretmana hladnoćom (Slika 1., 

prethodni tretman II). Navedeni geni važni su za stabilizaciju stanične stijenke, cijeljenje rana, 

zaštitu fotoreakcijskih centara te pri aktivaciji antioksidacijskoga sustava (Havaux i Kloppstech 

2001; Olsen i sur. 2008; Scott i sur. 2004). Nakon prethodnoga tretmana hladnoćom geni BAP1 i 

ZAT10 manje su eksprimirani (Slika 1., prethodni tretman III). Preciznije, vjeruje se da dolazi do 

blokiranja ekspresije ovih dvaju gena određenim regulacijskim mehanizmima te uslijed 

aklimatizacije biljke na hladnoću (van Buer i sur. 2016). Nadalje, van Buer i sur. (2016) zaključuju 

da unutarstanična raspodjela askorbat-peroksidaze, enzima koji djeluje kao sastavnica 
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antioksidacijskoga sustava te eliminira vodikov peroksid (Asada 1992; Laxa i sur. 2019), regulira 

učinak prethodnoga tretmana i regulira signalni put ROS u plastidima, a zaštita 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) također pokazali da smanjena ekspresija gena ZAT10 poboljšava 

otpornost biljaka na stres, a drugi su znanstvenici otkrili da smanjena ekspresija gena BAP1 

pospješuje aktivaciju obrambenih odgovora (Hua i sur. 2001; Yang i sur. 2007).  

 

 

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 slučaju 

kratkoga podražaja (prethodni tretman III) u usporedbi sa specifičnim odgovorom na stres aktivacijom 

neplastidnih gena (engl. non-plastid specific stress response genes) (prethodni tretman II). Prikazan je i učinak 

aklimatizacije na hladnoću (prethodni tretman I). Nakon izlaganja duljim periodima hladnoće započinje 

proces aklimatizacije što oslabljuje djelovanje prethodnoga tretmana. ZAT10 – gen proteina s domenom C2H2-

-EAR cinkovih prstiju (engl. C2H2-EAR zinc finger protein); BAP1 – gen proteina ovisnoga o BON1 (engl. 

BON1-associated protein 1); PAL1 – fenilalanin-amonijak-liaze (engl. phenylalanine ammonia-lyase); CHS 

– gen halkon-sintaze (engl. chalcone synthase); COR15A – gen proteina induciranoga hladnoćom (engl. cold-

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

 

Aklimatizacija biljaka na hladnoću i prethodni tretman biljaka hladnoćom važni su kako bi biljke 

preživjele izlaganje temperaturama koje uzrokuju smrzavanje (Li i sur. 2014; Thomashow 2001). 

Neki od učinaka aklimatizacije i prethodnoga tretmana su aktivacija različitih signalnih puteva, 

promjena u sastavu hormona, djelovanje transkripcijskih faktora i promjena ekspresije gena (van 

Buer i sur. 2016; Hossain i sur. 2017). Prethodni tretman hladnoćom može biti koristan kao metoda 
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razvijanja otpornosti usjeva na različite stresne uvjete (Hossain i sur. 2017). Budući da i dalje nisu 

poznati svi mehanizmi aklimatizacije niti procesi koje uzrokuje prethodni tretman hladnoćom, 

postoji mnoštvo zanimljivosti koje treba istražiti kako bismo ove procese uistinu razumjeli. 

Ključno je da prethodni tretman dovodi do nakupljanja raznih sekundarnih glasnika koji nakon 

drugoga izlaganja hladnoći utječu na signalne putove. Također dolazi i do nakupljanja molekula 

koje uzrokuju utišavanje provođenja signala. Primjer su antioksidansi koji utišavaju signalizaciju 

putem ROS-ova. Zajednički je učinak svih navedenih promjena nastanak signalnih čvorišta preko 

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

Slijed događaja u stanici nakon izlaganja biljke hladnoći prikazan je na Slika 2. U odgovoru na 

stres uzrokovan hladnoćom prijenos signala započinje „očvršćivanjem“ stanične membrane nakon 

čega poraste koncentracija kalcijevih iona u citosolu, što je dio mehanizma osjeta hladnoće (Knight 

i sur. 1996; Miura i Furumoto 2013). Kalcijevi se ioni oslobađaju iz apoplasta, endomembranskoga 

sustava i organela (Knight i sur. 1991; Tähtiharju i sur. 1997), a to potiče stanični odgovor koji 

uključuje različite kinaze (Huang i sur. 2011; Knight i Knight 2012). „Očvršćivanje“ stanične 

membrane te promjena oksidacijskoga stanja i količine plastokinona uzrokuju promjenu u 

ekspresiji gena u jezgri i kloroplastu (Ensminger i sur. 2006; Örvar i sur. 2000). Ubrzo nakon 

izlaganja hladnoći uočljiv je porast razine ekspresije gena CBF, a geni COR eksprimiraju se tek 

nekoliko sati nakon izlaganja hladnoći (Thomashow i sur. 2001). Koncentracija jasmonske kiseline 

povisi se nekoliko minuta poslije izlaganja biljke hladnoći (Hu i sur. 2013). Može se uočiti da 

razina H2O2 prvo poraste nakon nekog vremena, potom je prisutna povišena razina transkripta 

katalaze, enzima koji katalizira dismutaciju H2O2 (Mhamdi i sur. 2010), pa koncentracija H2O2 

opet poraste (Prasad i sur. 1994a, 1994b; Sin’kevich i sur. 2016; Zhao i sur. 2017). Kao dio ranog 

odgovora na hladnoću djeluju još apscizinska kiselina (Fowler i Thomashow 2002), šećeri, prolin 

i 𝛾-aminomaslačna kiselina (Kaplan i sur. 2007). Nadalje, do nekoliko dana nakon podražaja 

uzrokovanog hladnoćom, 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 hladnoću. ABA – apscizinska kiselina; CBF – geni za faktore koji 

se vežu na promotore gena COR; COR – geni inducirani hladnoćom; GABA – 𝛾-aminomaslačna kiselina; 

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

 

Deaklimatizacija se događa kada se već aklimatizirane biljke nađu u toplijim uvjetima što dovodi 

do gubitka sposobnosti tolerancije smrzavanja (Oono i sur. 2006). Ona biljkama omogućava 

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 važna za preživljavanje biljaka u 

zimskim periodima ( Xin i Browse 2000; Vyse i sur. 2019). Pretpostavlja se da raspon niskih 

temperatura koje neka vrsta može preživjeti 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 dođe prekasno u proljeće, skraćuje se period tijekom 

kojega biljke mogu rasti. Međutim, ako proces deaklimatizacije započne prerano, biljkama prijeti 

opasnost od smrzavanja (Vyse i sur. 2019). Globalno zatopljenje uvelike utječe na deaklimatizaciju 

jer se povećava broj toplijih dana, pa je izmjena stanja između aklimatizacije i deaklimatizacije sve 

češća (Pagter i Arora 2013; Vitasse i sur. 2014). Dulji dani dovode do brže deaklimatizacije (Poirier 

i sur. 2010), ali dinamika toga procesa ovisna je i o genotipu te tipu organa (Vyse i sur. 2019). 

Nadalje, deaklimatizacija je brz proces te je većina promjena vidljiva već nakon 24 sata. Promjene 

se prije odraze na transkriptom nego na metabolom (Pagter i sur. 2017). Porast koncentracije 

topivih šećera i pad koncentracije škroba tijekom aklimatizacije upućuju na mobilizaciju topivih 
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šećera kako bi se pospješila tolerancija smrzavanja. Nasuprot, tijekom deaklimatizacije dolazi do 

ponovne sinteze zaliha šećera što pomaže pupanju u proljeće, a u prilog tome govore smanjenje 

koncentracije topivih šećera i rast koncentracije škroba (Vyse i sur. 2019). Također, 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 pojačano se eksprimiraju tijekom aklimatizacije (Andersen i sur. 

2017; Miki i sur. 2019), a proteini povezani s raznim metaboličkim procesima jače 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 ograničenog broja 

istraživanja transkriptoma zaključeno je da postoji 48 gena ključnih za proces deaklimatizacije 

(Vyse i sur. 2019). U deaklimatiziranih biljaka može doći do reaklimatizacije koja se očituje u 

potpunome povratku sposobnosti tolerancije smrzavanja. Ipak, nakon nekoliko ciklusa 

reaklimatizacije poslije deaklimatizacije biljke više ne mogu steći potpunu sposobnost tolerancije 

smrzavanja (Shin i sur. 2015). Reaklimatizacija je potaknuta iznenadnim hladnim periodima u 

proljeće (Vyse i sur. 2019). Budući da reaklimatizacija može rezultirati boljim toleriranjem 

smrzavanja, taj je mehanizam od važnosti prilikom prethodnoga tretmana biljaka (Baier i sur. 2019; 

Hilker i sur. 2015). Za potpunije razumijevanje procesa deaklimatizacije potrebna su dodatna 

istraživanja da bi se sa sigurnošću mogli odrediti molekularni mehanizmi koji sudjeluju u tom 

procesu. Potrebno je identificirati najvažnije sastavnice deaklimatizacije, a praćenjem ekspresije 

određenih 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 veću važnost. Razumijevanje ovih procesa omogućilo bi predviđanje utjecaja 

globalnoga zatopljenja na biljne vrste. 

 

3.2. Geni inducirani hladnoćom 

Tijekom aklimatizacije na hladnoću 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 potiču ekspresiju gena uključenih u 
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sintezu kriozaštitnih 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 način povećavaju 

sposobnost tolerancije smrzavanja u biljaka (Artus i sur. 1996; Thalhammer i sur. 2014). 

Hladnoćom se induciraju i geni koji nisu pod utjecajem regulacijskoga sustava CBF, pa hladnoća 

inducira gen CHS čiji je produkt, halkon-sintaza, zaslužan za sintezu antocijana (Fowler i 

Thomashow 2002; Leyva i sur. 1995). Budući da je u mladim klijancima, koji posjeduju slabiju 

otpornost na hladnoću, opažena ekspresija gena CBF3 i COR15A, zasigurno postoji veći broj 

signalnih putova ovisnih o hladnoći, ali oni se uspostavljaju tek kasnije tijekom razvoja biljke 

(Leuendorf i sur. 2020). Uz transkripcijske aktivatore CBF postoje i transkripcijski aktivatori s 

domenom leucinskoga zatvarača (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 uključeni u zamjećivanje promjene fluidnosti 

membrane (Knight i sur. 1991). Transkripcijski faktori ICE reguliraju signalizaciju u hladnim 

uvjetima preko transkripcijskih faktora CBF, koji vežu i elemente ovisne o dehidraciji, pa se još 

nazivaju DREB1 (engl. dehydration-responsive element-binding), te potiču 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 pomoću ubikvitinacije (Dong i sur. 2006) i 

sumoilacije (Miura i sur. 2007).  
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Slika 3.  Signalni put ICE-CBF-COR uključuje transkripcijski faktor ICE1 (engl. inducer of CBF-expression) koji se 

veže  na promotor i potiče ekspresiju gena CBF3/DREB1A (engl. C-repeat-binding-factor; dehydration-

responsive element-binding). Transkripcijski faktor CBF3/DREB1A potiče ekspresiju gena COR (engl. cold-

regulated genes) čiji su produkti odgovorni za toleranciju hladnoće. Ubikvitinaciju transkripcijskoga faktora 

ICE1 katalizira ubikvitin-ligaza HOS1 (engl. high expression of osmotically responsive gene1). Ubikvitinacija 

dovodi do degradacije transkripcijskoga faktora ICE1. Sumoilaciju toga transkripcijskoga faktora potiče 

enzim SIZ1, SUMO E3 ligaza, što dovodi do stabilizacije transkripcijskoga faktora ICE1. Preuzeto iz i 

prilagođeno prema Miura i Furumoto (2013). 

 

U mnogim biljnim vrstama prekomjerna ekspresija gena ICE1 i njegovih homologa poboljšava 

toleranciju hladnoće što se očituje nakupljanjem više topivih šećera 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). Povećanje tolerancije hladnoće i ekspresije 

CBF1/DREB1B i CBF3/DREB1A u biljci Arabidopsis thaliana kojoj je utišana ekspresija gena 

CBF2/DREB1C govori kako je transkripcijski faktor CBF2/DREB1C zaslužan 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 ključni za stabilizaciju membrane, no, također, sprječavaju agregaciju 
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proteina (Hundertmark i Hincha 2008). Još jedna skupina proteina čija je ekspresija potaknuta 

hladnoćom jest skupina proteina toplinskoga šoka (engl. heat shock protein, HSP) (Timperio i sur. 

2008). HSP štite membranu i djeluju kao šaperoni, pa sudjeluju u ponovnom smatanju 

denaturiranih proteina i sprječavanju agregacije proteina (Renaut i sur. 2006; Timperio i sur. 2008).  

Janská i sur. (2010) uočili su da određeni enzimi, poput hitinaza i β-1,3-glukanaze, doprinose zaštiti 

od smrzavanja inhibirajući nastajanje leda u apoplastu te stanicama sprječavajući dehidraciju 

stanica. Mnoštvo je enzima uključeno u odgovor na stres uzrokovan hladnoćom u biljaka, a neki 

od njih djeluju u detoksikaciji, antioksidacijskim procesima, fotosintezi, sekundarnom 

metabolizmu i sintezi različitih kemijskih spojeva (Janská i sur. 2010). Škrob, steroli i oligosaharidi 

neki su od spojeva čija je sinteza inducirana hladnoćom (Janská i sur. 2010). Kao dio složenog 

odgovora na hladnoću sudjeluju i biljni hormoni među kojima su apscizinska kiselina, etilen, 

salicilna kiselina i drugi. Također, obrada mRNA igra važnu ulogu u regulaciji odgovora na 

hladnoću (Miura i Furumoto 2013). Protein bogat glicinom (engl. glycine-rich protein 7, GRP7) 

zadužen je za prijenos mRNA iz jezgre u citoplazmu u hladnim uvjetima (Kim i sur. 2008), što je 

jedan od načina na koji je taj prijenos reguliran u uvjetima hladnoće (Miura i Furumoto 2013).  

Središnju ulogu u regulaciji odgovora na hladnoću 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). Iako je signalni put ICE-CBF-COR glavni način regulacije odgovora na hladnoću, on 

zasigurno nije jedini te postoje i drugi transkripcijski faktori uključeni u taj proces (Leuendorf i 

sur. 2020). Mehanizam odgovora na hladnoću u biljaka složen je i reguliran na više razina (Miura 

i Furumoto 2013). Postoji više proteina za koje se smatra da bi mogli biti senzori niskih 

temperatura, a buduća se istraživanja trebaju usmjeriti u točno određivanje istih (Miura i Furumoto 

2013). 

 

3.3. Stratifikacija i vernalizacija 

Stratifikacija hladnoćom je proces koji uvjetuje klijanje biljnog sjemena nakon što je sjeme bilo 

izloženo 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 sadrži niske koncentracije 

giberelina, a više apscizinske kiseline čija se koncentracija smanjuje u zimskim uvjetima (Baier i 

sur. 2019). Izlaganje sjemena koje sadrži manje količine apscizinske kiseline niskim 

temperaturama dovodi do sinteze jasmonske kiseline čime se dodatno snižava razina apscizinske 

kiseline i potiče se klijanje (Jacobsen i sur. 2013; Xu i sur. 2016). Dakle, stratifikacija jest 

hormonski regulirana (Baier i sur. 2019). 

Vernalizacija omogućava cvjetanje biljaka nakon duljeg izlaganja hladnoći (Song i sur. 2012). To 

je epigenetički kontroliran proces (Baier i sur. 2019). U biljkama ovisnima o vernalizaciji  

ekspresija gena za cvjetanje (engl. flowering locus C, FLC), koji je središnji represor cvjetanja 

(Tian i sur. 2019), utišava ekspresiju floemskoga florigena (engl. flowering locus T, FT) (Sheldon 

i sur. 2000). Ako njegova ekspresija ne bi bila utišana, FT bi usmjerio vršni meristem izdanka u 

generativno stanje (Baier i sur. 2019). Kada se biljka nađe u hladnim uvjetima, epigenetički se 

utišava gen FLC pomoću kompleksa PRC2 (engl. polycomb repressing complex 2) (Bastow i sur. 

2004; Kim i Sung 2017). Da bi došlo do metilacije lizina na histonu 3, na PRC2 najprije se mora 

vezati nekodirajuća 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 epigenetičko 

utišavanje gena FLC pojačava i nekodirajuća RNA COLDWRAP prepisana s utišanoga promotora 

gena FLC (Kim i Sung 2017). Utišavanje FLC tijekom vernalizacije temelji se na stvaranju 

kromatinske omče za što su potrebni PRC2 i nekodirajuće molekule RNA (Kim i Sung 2017). 

Aktivirajući podražaj nakon vernalizacije, kao što su uvjeti dugog dana, uzrokuje cvjetanje, a 

regulacija je posredovana supresorom prekomjerne ekpsresije gena constans1 (engl. suppressor of 

overexpression of constans1, SOC1) (Helliwell i sur. 2006; Yoo i sur. 2005). Dok SOC1 potiče 

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). HOS1 utišava ekspresiju gena COR i potiče ekspresiju gena FLC (Ishitani i sur. 

1998; Jung i sur. 2013). Očigledno postoji poveznica između vernalizacije i aklimatizacije na 

hladnoću. Moguće 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. Zaključak  

S obzirom na to da su sesilni organizmi, biljke su razvile brojne regulacijske mehanizme kao 

odgovore na promjenjive okolišne uvjete (Kim i Sung 2017). Niske temperature, uzrokovale one 

smrzavanje ili ne, čine okoliš nepovoljnim za rast i razvoj biljaka na što su one razvile različite 

prilagodbe (Yadav 2010). Hladnoća utječe na klijanje sjemena, rast biljaka i uvjetuje vrijeme 

cvjetanja (Leuendorf i sur. 2020). Odgovor na hladne uvjete složen je te uključuje metaboličke i 

genetske promjene (Zuther i sur. 2019). Sposobnost odgovora na hladnoću i aklimatizacija ovisi i 

o starosti biljaka (van Buer i sur. 2019; Leuendorf i sur. 2020). Izlaganje biljaka hladnoći 

nepovoljno utječe na fotosintezu pri čemu se narušava funkcionalnost fotosustava II i dolazi do 

poremećaja u biosintezi klorofila (Ensminger i sur. 2006; cit. Adam i Murthy 2014). Aklimatizacija 

biljaka potaknuta je ubrzo nakon što je biljka bila izložena niskoj temperaturi koja ne uzrokuje 

smrzavanje (Ristic i Ashworth 1993). Aklimatizacija na hladnoću i prethodni tretman biljaka 

hladnoćom omogućavaju biljkama preživljavanje 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 završetku hladnih uvjeta u biljci započinje 

deaklimatizacija što dovodi do daljnjega rasta i razvoja biljke (Oono i sur. 2006; Xin i Browse 

2000). Dakle, odgovor na hladnoću uključuje brojne promjene i ne postoji jedinstveni metabolit, 

gen ili signalni put koji bi bio zasebno odgovoran za toleranciju hladnoće (Korn i sur. 2010). 

Najbolje je istražen signalni put ICE-CBF-COR, a transkripcijski faktori CBF odgovorni su za 

poticanje ekspresije oko 12 % svih gena COR (Zeller i sur. 2009). Aktivirajući kalcijeve kanale, 

promjene u fluidnosti stanične membrane dovode do porasta koncentracije kalcijevih iona u 

citosolu, pa se smatra kako je to, uz sudjelovanje staničnih kinaza, dio mehanizma osjeta hladnoće 

(Huang i sur. 2011; Knight i sur. 1996; Knight i Knight 2012; Yadav 2010). Stratifikacija i 

vernalizacija dva su razvojna procesa povezana s hladnoćom. Stratifikacija osigurava klijanje 

sjemena, a o vernalizaciji ovisi cvjetanje biljaka (Cavieres i Sierra-Almeida 2018; Song i sur. 

2012). Uz sva dosadašnja saznanja odgovor biljaka na hladnoću još nije u potpunosti istražen. 

Potrebno je odrediti membranske prijenosnike koji su zaduženi za primanje signala o hladnim 

uvjetima (Miura i Furumoto 2013). Također, uz signalni put ICE-CBF-COR, potrebno je istražiti i 

druge potencijalne putove aktivacije odgovora na hladnoću. U doba klimatskih promjena poželjno 

je istraživati i proces deaklimatizacije jer i on dobiva na značaju u prirodnim uvjetima. 
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