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1. Uvod

Poliploidija je pojava pri kojoj stanica nekog organizma sadrzi tri ili vise cjelovita seta kromosoma.
Poliploidija se javlja uslijed multiplikacije cijelog genoma (eng. whole-genome multiplication,
WGM) koja svaku stanicu biljke ¢ini poliploidnom ili uslijed endoreduplikacije koja pojedinacne
stanice ¢ini poliploidnim. Endoreduplikacija je proces multiplikacije genskog materijala koji ne
ukljucuje stani¢nu diobu i ¢iji je rezultat poliploidna stanica. Poliploidne stanice autopoliploida i
alopoliploida nastale uslijed WGM nisu ekvivalentne onima nastalim uslijed endoreduplikacije
iako dijele neka sli¢na svojstva (Comai, 2005), stoga ¢u se u nastavku osvrnuti samo na prirodne

ili novoformirane poliploide nastale uslijed WGM.

Veéina poliploidnih vrsta prema nastanku mogu se svrstati u autopoliploide ili alopoliploide.
Autopoliploidi nastaju krizanjem unutar ili izmedu populacija iste vrste zbog Cega sadrze vise
setova kromosoma te vrste dok su alopoliploidi rezultat hibridizacije dvije razli¢ite vrste pa sadrze
udvostru¢ene setove kromosoma koji pripadaju razli¢itim evolucijskim linijama (Ramsey i
Schemske, 1998, 2002; Soltis i Soltis, 2009). Alopoliploidi mogu nastati spajanjem nereduciranih
gameta dviju vrsta ili hibridizacijom dviju vrsta nakon koje je uslijedio WGM (Comai i sur., 2003).
Ponekad je granicu izmedu pojma autopoliploid i alopoliploid teze odrediti jer §to su genomi

.....

(Comai, 2005).

Poliploidija se u prirodi pojavljuje kod vise eukariotskih skupina pa tako i kod biljaka (Ramsey &
Schemske, 1998) medu kojima je zabiljezena kod vise od 70% ukupnih vrsta kritosjemenjaca i
njihovih predaka ukljucujuéi i vrste roda Arabidopsis (Masterson, 1994). Poliploidne vrste roda
Arabidopsis, ve¢ uspostavljene i novoformirane (neopoliploidi), pokazale su se kao izvrsni modelni
organizmi za istrazivanje uspostavljanja i evolucije poliploida, ali i njihovih fizioloskih i

molekularnih mehanizama.



2. Alopoliploidija i autopoliploidija roda Arabidopsis

Autopoliploidi i alopoliploidi se ¢esto pojavljuju u prirodnim populacijama pa se tako u prirodi
moze naci vise poliploidnih vrsta roda Arabidopsis. Rod Arabidopsis obuhvac¢a autotetraploide
nastale udvostru¢enjem cijelog genoma (eng. whole-genome doubling, WGD). A. thaliana u prirodi
se pojavljuje uglavnom kao diploid iako su zabiljezene i autotetraploidne biljke. Za razliku od A.
thaliana, A. lyrata i A. arenosa, u prirodi se pojavljuju i kao diploidi i kao autotetraploidi (Bomblies
i Weigel, 2007; Henry i sur., 2005). Hibridizacija je uobicajena prirodna pojava i Smatra se da se
javlja u barem 25% biljnih vrsta (Chen, 2010; Mallet, 2005). U prirodi su takoder zabiljezene i
alotetraploidne vrste medu kojima su najistrazenije A. suecica ¢iji je alotetraploid nastao jednim
hibridizacijskim dogadajem izmedu diploida vrsta A. thaliana (2n = 2x = 10) i A. arenosa (2n = 4x
= 32) (Bomblies i Madlung, 2014) prije 12000 do 300000 godina (Jakobsson i sur., 2006) te A.
kamchatica ¢iji je alotetraploid nastao hibridizacijom diploida vrsta A. halleri i A. lyrata (Shimizu-
Inatsugi i sur., 2009). Broj kromosoma svih navedenih poliploida iznosi 2n = 4x = 32, osim
alotetraploida A. suecica ¢iji broj kromosoma iznosi 2n = 4x = 26, pri ¢emu Se oznaka 2n odnosi
na somatski broj kromosoma dok se oznaka x odnosi na broj kromosoma u jednom setu (Bomblies
i Madlung, 2014; Ramsey i Schemske, 2002). A. thaliana je kao prva sekvencirana biljna vrsta bila
od velikog znacaja u istrazivanjima jer je upravo sekvenciranjem njenog genoma utvrdeno da je
rod Arabidopsis pretrpio barem dva zasebna poliploidizacijska dogadaja (Blanc i sur., 2003;
Bomblies i Madlung, 2014). Alotetraploid A. suecica moze se naci u prirodi, ali se moze i dobiti
krizanjem u laboratoriju §to ga ¢ini izvrsnom vrstom za proucavanje de novo alopoliploidije. Osim
tetraploida koji su naj¢eséi poliploidi (Comai, 2005), za istrazivanja se koriste i poliploidi viseg
stupnja poput heksaploida koji sadrze Sest potpunih setova kromosoma ili oktaploida koji ih sadrze
osam. Broj autopoliploidnih prirodnih ekotipova (tzv. primki) roda Arabidopsis dostupnih za
istrazivanja je ograni¢en pa se metoda induciranja autopoliploida kolhicinom pokazala kao vrlo

koristan alat (Corneillie i sur., 2019; Robinson i sur., 2018; Tsukaya, 2013).



3. Utjecaj poliploidije na fenotip biljke i fiziologiju stanice

3.1. Velic¢ina i morfologija stanica

Poznavanje utjecaja poliploidije na veli¢inu stanice uvelike je korisno za uzgoj ekonomski korisnih
biljaka s obzirom da poliploidne jedinke ¢esto razvijaju vece organe zbog porasta veliine stanice
u odnosu na diploidne jedinke istih vrsta (Ramanna i Jacobsen, 2003). Opazeno je da se biljne
stanice u odredenim sluc¢ajevima mogu povecati i do 1000 puta (Sugimoto-Shirasu i Roberts,
2003). | kod vrsta roda Arabidopsis primijeceno je da poliploidija utjece na veli¢inu biljnih stanica,
ali su mehanizmi kojima se to dogada i dalje nepoznati i predmet su istraZivanja. U nastavku ¢u se
osvrnuti na istrazivanja u kojima su zapazene promjene u veliini stanice ovisne o stupnju
poliploidije kod vrste A. thaliana. Li i suradnici (2012) zapazili su da su kod autotetraploida
adaksijalne epidermalne stanice lista 71% vece, dok su palisadne stanice lista 24% vece od
diploidnih (Slika 1). Takoder su zapazili da su kod autotetraploida epidermalne stanice kotiledona
67% vece, a epidermalne stanice korijena 32% vece od stanica diploida (Li i sur., 2012). Plocaste
epidermalne stanice lapova su kod autotetraploida induciranih kolhicinom 1,76 puta veée od
stanica diploida. Iste stanice su kod oktaploida induciranih kolhicinom 1,71 puta vece od stanica
tetraploida (Robinson i sur., 2018). Porastom stupnja poliploidije raste i veli¢ina pu¢i pri ¢emu je
najveca razlika u veli¢ini pu¢i zamijecena pri usporedbi diploida 1 tetraploida pri ¢emu su
autotetraploidi inducirani kolhicinom imali puci vece i do 20% (Del Pozo i Ramirez-Parra, 2014;
Yuisur., 2009). Osim kod autotetraploida razlika u veli¢ini puci zamijecena je i kod alotetraploida

pri ¢emu alotetraploidi imaju vece puci od triploida, a triploidi od diploida (Miller i sur., 2012).



Slika 1. Velic¢ina stanica diploida i autotetraploida A. thaliana. Adaksijalne epidermalne stanice lista rozete
diploida (a) i autotetraploida (b). Palisadne stanice lista rozete kod diploida (c) i autotetraploida (d). Duljina

skale/mjerila iznosi 50 um (a-d). Preuzeto iz Li i sur., 2012.

Nakon $to je u vise slucajeva opazeno da s porastom stupnja poliploidije raste i veli¢ina stanice
slijedeci korak je bio otkriti na koji nacin stupanj poliploidije utjece na veli¢inu stanice. U pocetku
se smatralo da povecani broj setova kromosoma u stanici uzrokuje proporcionalni porast koli¢ine
proteina u stanici pa time i njen volumen. Storchova i suradnici (2006) su tu izravnu ovisnost
opovrgnuli na primjeru kvasca i dokazali da za porast volumena stanice nije odgovorna koli¢ina
proteina u stanici. Naime, problem predstavlja $to je biljna stanica sastavljena od struktura koje
nisu iskljucivo linearne. Stanica je sastavljena od linearnih struktura poput nukleinskih kiselina i
mikrotubula, zatim od planarnih membranskih struktura i naposlijetku od sferi¢nih struktura poput
vakuola i citosola. Koli¢ina genskih produkata potrebnih za izgradnju tih struktura je
proporcionalna dimenzijama tih struktura. Kako bi takva biljna stanica udvostruéila volumen,
molekula koje ¢ine linearne i planarne strukture potrebno je manje od dvostruke koli¢ine dok je
molekula koje ¢ine trodimenzionalne strukture potrebna dvostruka koli¢ina. To znaci da ukoliko

dode do udvostru¢enja broja molekula koje ¢ine sve navedene strukture udvostru¢enjem broja



setova kromosoma (npr. autotetraploidija), dio molekula koje ¢ine linearne i planarne strukture bio
bi suvisan (Storchova i sur., 2006). Uzimajuéi u obzir ta saznanja, Tsukaya (2013) je dosao do
sli¢cnog zakljucka, ali na primjeru A. thaliana. Pritom je usporedivao veli¢inu diploidnih stanica
mutanata koji su imali razli¢ito velike subepidermalne stanice i Stanica autotetraploida. Prema
dobivenim rezultatima omjer veli¢ina autotetraploidne i diploidne stanice uvelike se razlikovao
izmedu mutanta. Neki mutanti su uglavnom pokazivali ve¢i ili manji omjer dok su neki pokazivali
omjer sli¢an divljem tipu. Kada bi veli¢ina stanice bila izravno povezana sa stupnjem poliploidije
omjer veli¢ine autotetraploidne i diploidne stanice nekog mutanta trebao bi biti stalan bez obzira
na to o kojem se mutantu radi. Ovime je jo$ jednom pokazano da udvostru¢enje genoma pa ni
veli¢ina same jezgre nemaju izravan utjecaj na veli¢inu stanice nego je ona povezana sa stupnjem

poliploidije kroz jo§ nedovoljno istrazene faktore (Robinson i sur., 2018; Tsukaya, 2013).

Kod poliploida je osim razlike u veliCini stanice zabiljeZena i razlika u njihovoj morfologiji.
Abaksijalne epidermalne stanice kolhicinom induciranih poliploidnih biljaka (prouceni tetraploidi,
heksaploidi i oktaploidi) manje su okrugle od stanica diploidnih biljaka (Corneillie i sur., 2019).
Kolhicinom inducirani heksaploidi i oktaploidi A. thaliana u stabljici imaju deformirane stanice
kore, sr¢ike, floema i kambija, a kao uzrok takvoj pojavi smatra se stanjena sekundarna stani¢na
stijenka (Corneillie i sur., 2019). Takoder, Karcz i suradnici (2000) otkrili su razlike u
mikrosporogenezi tetraploida induciranih kolhicinom pri ¢emu su mikrospore tetraploida vece i
imaju Cetiri brazde dok mikrospore diploida imaju tri brazde. Nasuprot tome prema njihovim
mjerenjima makrospore, ali ni sama makrosporogeneza ne razlikuju se uvelike izmedu tetraploida
i diploida (Karcz i sur., 2000).

3.2. Velic¢ina i morfologija biljnih organa

Osim porasta veli¢ine stanica kod poliploida je zapaZen i porast u veli¢ini i morfologiji organa.
Saznanja o veli¢ini 1 morfologiji organa poliploida vazna su jer pronalaze prakti¢nu ulogu u
poboljsanju proizvodnje sjemena i usjeva biljaka ve¢e biomase (Miller i sur., 2012). Veli¢inu
biljnog organa odreduje i veli¢ina i broj stanica koje ga ¢ine (Narukawa i sur., 2015). Porast veli¢ine
biljnih organa ovisniji je o porastu veli¢ine stanica od animalnih tkiva (Sugimoto-Shirasu i Roberts,
2003). Kod mnogih biljnih vrsta, efekt koji nastaje uslijed pove¢anog genoma, a podrazumijeva

povecane stanice, a time i biljne organe, naziva se gigas efekt (Knight i Beaulieu, 2008). On



ukljucuje i one vrste koje pripadaju rodu Arabidopsis. U nastavku ¢u se osvrnuti na dosad zapaZzene
razlike u morfologiji i veli¢ini prirodnih autopoliploida i alopoliploida i novoformiranih poliploida

u odnosu na pripadne diploide vrste A. thaliana.

Kod svih vrsta poliploida A. thaliana zapaZeni su veci vegetativni i generativni organi od diploida
(Chen, 2010; Karcz i sur., 2000; Yu i sur., 2009). Kod prirodnih i novoformiranih autotetraploida
te alotetraploida zamijeceni su veéi cvjetovi U usporedbi s cvjetovima diploida (Slika 2d; Del Pozo
i Ramirez-Parra, 2014; Miller i sur., 2012; Robinson i sur., 2018) dok je kod novoformiranih
autotetraploida zapazeno i viSe bo¢nih cvatova (Karcz i ostali, 2000). Neotetraploidi su imali 1,51
puta vecée lapove od diploida, dok su neooktaploidi imali 1,13 puta vece lapove od neotetraploida
(Robinson i sur., 2018). Takoder, poliploidi imaju veci korijen od diploida pri ¢emu je to rezultat
povecanja veliine stanice, a ne broja stanica (Yu i sur., 2009). Autotetraploidi imaju 36% vece
korijene i 71% vece kotiledone od diploida (Li i sur., 2012). Glavne stabljike autotetraploida su
21% deblje od onih diploida (Slika 2c; Chen, 2010; Li i sur., 2012) te su stabljike

neoautotetraploida razgranatije i imaju tanji sloj voska (Karcz i sur., 2000).

Ipak, kod autotetraploidnih listova A. thaliana nije zabiljeZena velika razlika u veli¢ini u odnosu
na diploidne (Chen, 2010; Del Pozo i Ramirez-Parra, 2014), ali je zabiljezena razlika u morfologiji.
Listovi autotetraploida imaju 10% kracu i 20% $iru lisnu plojku u usporedbi s diploidom (Slika 23;
Chen, 2010; Li i sur., 2012) te su listovi tetraploida zaobljeniji (Karcz i sur., 2000). Veli¢ina listova
nije se puno promijenila jer iako su listovi autotetraploida imali 1,5 puta vece stanice, tih je stanica
bilo 1,5 puta manje. Razlika u broju stanica koje ¢ine odredeni biljni organ primijecena je i na
primjeru hipokotila i lapova. Autotetraploidi razvijaju duze hipokotile od diploida zbog povecane
duljine stanica u hipokotilima, ali ti isti hipokotili imaju 10% manje stanica od diploida (Narukawa
i sur., 2015). Robinson i suradnici primijetili su da su i porast veli¢ine lapova i sSmanjenje broja
stanica koje ¢ine lapove linearno ovisni o stupnju ploidije kod A. thaliana (Robinson i sur., 2018).
Ovakve suprotne ovisnosti uzrokuju umjereno poveéanje lapova s porastom stupnja ploidije. Kada
poliploidija ne bi uzrokovala smanjen broj stanica lapova, doslo bi do jo§ veceg porasta lapova
ovisnog o stupnju ploidije. Kod listova, hipokotila i lapova A. thaliana uoc¢ava se kompenzacijski
ucinak koji se naziva i high-ploidy syndrome. Uc¢inak je ranije opisan kod cvjetnica i oznacava
pojavu pri kojoj je visi stupanj poliploidije povezan s porastom u veli€ini stanica, ali I snizavanjem
stope dioba stanica u odnosu na onu kod diploida (Tsukaya, 2008). Povecanje stanica kod

poliploida uoceno je tek kada je broj stanica smanjen ispod odredene razine pri ¢emu ta razina oVisi
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0 biljnoj vrsti i vrsti organa (Horiguchi i Tsukaya, 2011). U biljnim tkivima sa smanjenim brojem
stanica uslijed poremecene stani¢ne diobe, stanice ¢e biti povecane kako bi se nadoknadio gubitak
tj. kako biljni organ ne bi izgubio na veli¢ini (Horiguchi i Tsukaya, 2011; Narukawa i sur., 2015).
Ovakvi rezultati ukazuju na to da poliploidija do neke razine inhibira stani¢ne diobe u listovima.
Posto porast veli¢ine stanica nije u svim slu¢ajevima povezan s porastom veli¢ine biljnih organa
zakljucuje se da je utjecaj poliploidije na veli¢inu stanica i organa, barem kod proucenih tetraploida
A. thaliana, tkivno specifi¢an (Del Pozo i Ramirez-Parra, 2014) i da postoje regulatorni mehanizmi

odgovorni za takav u¢inak (Del Pozo i Ramirez-Parra, 2015).

Osim razlike u morfologiji samih listova, zabiljezene su i razlike u morfologiji puci i trihoma
(dlaka) na listovima. Kod proucenih diploida, triploida i alotetraploida zabiljezen je porast u
veli¢ini puci, ali se njihov broj po jedinici povrSine smanjio S porastom stupnja ploidije (Del Pozo
i Ramirez-Parra, 2015). Osim porasta u veli¢ini puci zabiljezen je porast u veli¢ini i grananju
trihoma. Diploidi imaju trihome s 2-4 grane (najc¢esce 3), tetraploidi imaju trihome s 2-5 grana, dok
heksaploidi i oktaploidi imaju trihome s 3-8 grana. Zapazanje ovakvog svojstva poliploida
pokazalo se jako korisno u determinaciji stupnja poliploidije (Robinson i sur., 2018; Yu i sur.,
2009).

Razlike u veli¢ini i broju sjemenki zapazene su kod svih vrsta poliploida u odnosu na sjemenke
diploida. Mahuna autotetraploida sadrzi manje sjemenki koje su vece i duze od onih kod diploida
(Slika 2e; Corneillie i sur., 2019; Li i sur., 2012; Yu i sur., 2009). Zrele sjemenke autotetraploida
su vece u odnosu na one diploida (Slika 2f; Li i sur., 2012) dok je kod alopoliploida zapaZena i
veca masa sjemenki (Miller i sur., 2012). Sjemenke neoautotetraploida su vece, izduzenije, imaju
vise $kroba u vanjskom integumentu te njihova sjemena ljuska (testa) sadrzi vise smedeg pigmenta
(Karcz i sur., 2000).



Slika 2. Veli¢ina i morfologija organa autotetraploida i diploida A. thaliana. a Listovi rozete diploida (gore)

i autotetraploida (dolje). b Biljka diploida (lijevo) i autotetraploida (desno). ¢ Presjek glavne stabljike
diploida (lijevo) i autotetraploida (desno). d Veli¢ina cvijeta diploida (lijevo) i autotetraploida (desno). e
Sjemenke u mahuni diploida (gore) i autotetraploida (dolje). f Zrele sjemenke diploida (lijevo) i
autotetraploida (desno). Duljina skale/mjerila iznosi 1 cm (a, b), 500 um (c, f), 1 mm (d) te 5 mm (e).

Preuzeto iz Li i sur., 2012.

Proucavajuci kutikulu hipokotila i kotiledona autotetraploida otkrivene su razlike u odnosu na
diploide. Autotetraploidni kotiledoni imaju 40% deblju kutikulu od diploida (Slika 3; Narukawa i
sur., 2015). Autotetraploidi u apikalnom dijelu hipokotila nasuprot kotiledonima pokazuju
povecanu propusnost kutikule u odnosu na diploide. Povec¢ana propusnost opazena je u dijelovima
biljke koji intenzivno rastu, stoga je moguce da je povecana propusnost kutikule uzrokovana
strukturnim promjenama kutikule koje je izazvao pojacan rast (Narukawa i sur., 2015). Narukawa
i suradnici (2015) predlazu 2 moguc¢a modela za navedenu razliku u propusnosti kutikule. Prema

njima je opravdaniji onaj model koji pretpostavlja da povecanje duljine stanica oStecuje kutikulu



koja se mora stalno obnavljati. Model pretpostavlja da je kod hipokotila diploida obnavljanje
kutikule uskladeno s pojacanim rastom, dok kod autotetraploida produljenje stanica, a time i
ostecenje kutikule nadilazi njeno obnavljanje zbog ¢ega je kutikula propusnija (Narukawa i sur.,
2015).

TOW s s " ow

Slika 3. Struktura kutikule kod diploida (A) i autotetraploida A. thaliana (B). Duljina skale/mjerila iznosi
100 nm (A, B). Preuzeto iz Narukawa i sur., 2015.

Sva navedena obiljezja autopoliploida A. thaliana i pripadnih alopoliploida ukazuju na to da s
porastom stupnja poliploidije rastu biljni organi i same biljke no proucavanjem visih poliploida
zakljuCeno je da veza izmedu poliploidije 1 veliCine organa nije tako jednostavna.
Neoautotetraploidi imaju vece tijelo i visi su od diploida (Karcz i sur., 2000). Medutim oktaploidi
su manji i od tetraploida i od diploida (Tsukaya, 2008). To $to su jedinke veceg stupnja poliploidije
manje od onih manjeg stupnja ukazuje da na veli¢inu biljke ne utjece samo stupanj poliploidije
nego i neki drugi faktori te da ovisnost veli¢ine jedinke o stupnju poliploidije nije linearna
(Tsukaya, 2013). Proucavanjem alopoliploida primije¢eno je da alotetraploid A. suecica ima tri do
pet puta vece tijelo od diploida A. thaliana i barem dvostruko veée tijelo od diploida A. arenosa
(Bushell i sur., 2003). Ipak kod promatranja veli¢ine stanice i organa alopoliploida koji se mogu
naci u prirodi mora se uzeti u obzir da sama hibridizacija, a ne nuzno samo poliploidija utjece na

povecani fenotip (Ramsey i Schemske, 2002).



3.3. Sastav stani¢ne stijenke

Stani¢na stijenka je struktura koja se nalazi na povrSini biljnih stanica. Jedna od vaznijih uloga
stani¢ne stijenke je odrzavanje oblika protoplasta biljnih stanica, a time i cijele biljke. Ona biljci
daje ¢vrstocu i omogucuje joj rast u visinu, ali i sudjeluje u medustani¢noj komunikaciji i zastiti
stanice od patogena (O'Neill i York, 2003). Sastoji se od dva sloja, primarne stani¢ne stijenke i
sekundarne stani¢ne stijenke. Primarna stani¢na stijenka je tanki elasti¢ni sloj koji obavija rastuce
stanice i koji se sastoji od polisaharida kao $to su celuloza, hemiceluloza i pektin te od strukturnih
proteina. Sekundarna stani¢na stijenka pojavljuje se nakon §to je stanica poprimila konacnu
veli¢inu i to samo na odredenim tipovima stanica kao $to su stanice provodnih elemenata. Osnovne
gradevne jedinice sekundarne stani¢ne stijenke su lignin i suberin (Beck, 2005). Sastav pojedinog

sloja stani¢ne stijenke razlikuje se izmedu biljnih vrsta te izmedu vrsta stanica (Knox, 2008).

Corneillie i suradnici (2019) istrazili su utjecaj poliploidije na sastav i strukturu stani¢ne stijenke
stanica stabljike kod tetraploida, heksaploida i oktaploida A. thaliana induciranih kolhicinom.
Heksaploidi i oktaploidi sadrzavali su 18%, odnosno 32% manje suhe tvari stani¢ne stijenke U
odnosu na diploide dok kod tetraploida nije zamijeéena razlika. Takoder je zamije¢eno smanjenje
koli¢ine lignina u stani¢noj stijenci s povec¢anjem stupnja poliploidije. Tetraploidi su sadrzavali
20%, hesaploidi 50%, a oktaploidi 55% manje lignina od diploida. Razlika u koli¢ini lignina kod
poliploida bila je vidljiva i po tome $to su stanice stabljike poliploida imale stanjenu sekundarnu
stani¢nu stijenku. Analizom sastava lignina razlika je primijecena samo kod oktaploida dok se
ostali poliploidi po uzorku lignifikacije u stabljici nisu razlikovali od diploida. Heksaploidi su
sadrzavali 15%, a oktaploidi 25% manje celuloze od diploida. Heksaploidi su sadrzavali 22%, a
oktaploidi 37% vise polisaharida matriksa poput hemiceluloze i pektina od diploida. Smatra se da
su polisaharidi matriksa nadoknadili nedostatak lignina. Takoder je izmjeren porast koncentracije
pektinskih polisaharida poput homogalakturonana, ramnogalakturonana, arabinana i galaktana te
porast koncentracije polisaharida hemiceluloze poput galaktoglukomanana i ksiloglukana. Osim
porasta koncentracije polisaharida matriksa izmjeren je i porast koncentracije strukturnih proteina
poput ekstenzina i proteina arabinogalaktana. Daljnjom analizom polisaharida matriksa uocen je
porast koncentracije galaktoze, arabinose i fukoze te smanjenje koncentracije ksiloze. Ipak kod
oktaploida je u vise slu¢ajeva izmjerena manja koncentracija pojedinih pektinskih i hemiceluloznih
polisaharida nego kod heksaploida i tetraploida. Takav rezultat objasnjen je proucavanjem sastava
stanicne stijenke biljaka u razliCitim razvojnim stadijima pri ¢emu je zakljuceno da oktaploidi
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pocinju stariti prije nego $to njihove primarne stani¢ne stijenke u potpunosti sazriju (Corneillie i
sur., 2019).

Vecinu biljne biomase Cini upravo stanicna stijenka pa je proucavanje njenog sastava i strukture
vazno u proizvodnji hrane, biogoriva i industriji koja koristi biljke kao gradivni ili tekstilni
materijal (Carpita i McCann, 2008). To $to porastom stupnja poliploidije pada sadrzaj lignina u
stani¢noj stijenci moze biti korisno za pobolj$anje prinosa Secera iz biljne biomase obzirom da se
lignin smatra glavnim oganic¢avajuc¢im faktorom saharifikacije (Chen i Dixon, 2007; Van Acker i
sur., 2013). Poboljsanju prinosa saharifikacije pridonosi i povecanje sadrzaja galaktoze i arabinose
te smanjenje sadrzaja ksiloze koje je takoder zamijeceno S porastom stupnja poliploidije (Van
Acker i sur., 2013).

3.4. Stani¢na dioba

Poliploidija predstavlja prepreku za normalno odvijanje mitoze i mejoze §to je uoceno i kod
prirodnih i kod novoformiranih poliploida. Uzrok tomu je Sto je kod poliploida sparivanje i
razdvajanje kromosoma kompleksnije od onog kod diploida zbog postojanja dodatnih setova
kromosoma (Comai, 2005; Ramsey i Schemske, 2002). Upravo to povecanje kompleksnosti
procesa potrebnih za ispravno odvijanje stani¢ne diobe moze uzrokovati dodatak ili gubitak
kromosoma iz uravnotezenog seta kromosoma ocekivanog u gametama, 0dnosno nastanak
aneuploidnih gameta (Comai, 2005). Aneuploidne gamete uglavnom nastaju zbog nemogucnosti
pravilnog razdvajanja kromosoma tijekom mejoze (Ramsey i Schemske, 2002). Do 30% ranih
generacija neoalopoliploida roda Arabidopsis pokazuje abnormalnosti u mejozi kao §to su
kromosomski mostovi, koji rezultiraju neuravnotezenim (nebalansiranim) gametama (Comai,
2005; Madlung i sur., 2005). Ucestalost nastanka aneuploidnih gameta razlikuje se izmedu vrsta i
ovisna je o stupnju poliploidije (Comai, 2005). Wright i suradnici (2009) zabiljezili su sli¢nu razinu
somatske aneuploidije kod neoalopoliploida (0-16%) i prirodnih alopoliploida (0-19%) A. suecica
(Wright i sur., 2009).

Osim razdvajanja kromosoma tijekom mejoze, poliploidija uzrokuje poteSkoce 1 u samom
sparivanju kromosoma. Tijekom metafaze | u poliploidnim stanicama postoji moguénost
sparivanja kromosoma u multivalente (npr. trivalenti, tetravalenti, pentavalenti). Razdvajanje

multivalenata slozenije je od razdvajanja bivalenata (Kumar i Singh, 2003) stoga pojava
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multivalenata u metafazi moze uzrokovati zapetljanje kromosoma i nepravilno razdvajanje
kromosoma u anafazi (Bomblies i Madlung, 2014). Multivalentno sparivanje kromosoma i
nastanak nebalansiranih gameta 3,5 puta je ucestalije kod neoautopoliploida A. thaliana nego kod
alopoliploida — kod alopoliploida prevladava bivalentno sparivanje kromosoma. lako je
multivalentno sparivanje kromosoma ucestalije kod neoautotetraploida ipak u prosjeku u svakoj
stanici prevladava bivalentno sparivanje (63,7%) nad multivalentnim (28,8%) (Ramsey i
Schemske, 2002).

Ucestalost nastajanja multivalenata tijekom metafaze I varira izmedu vrsta i ekotipova (Bomblies
& Madlung, 2014). Kod prirodnih autotetraploida A. thaliana ekotipa Col u maj¢inskoj stanici
mikrospore multivalenti se pojavljuju s manjom ucestaloséu (52,8-71,2%) nego kod
novoformiranih autotetraploida induciranih kolhicinom (79,0%) dok za bivalente vrijedi suprotno
(Santos i sur., 2003). Tijekom metafaze | kod diploida A. thaliana ekotipa Wilna kromosomi u
majc¢inskoj stanici mikrospore spareni su u pet bivalenata kao $to je i o¢ekivano. Za autotetraploide
je ocekivana velika ucestalost multivalenata, posebice kvadrivalenata, zbog prisustva Cetiri seta
homolognih kromosoma. Ipak umjesto multivalenata kromosomi su bili spareni ili u deset
bivalenata (~50%) ili u asocijacije od osam ili devet kromosoma koje podrazumijevaju jedan do
dva bivalenta pri ¢emu se Smatra da su neke asocijacije detektirane zbog preklapanja bivalenata
(Weiss i Maluszynska, 2001). Ovakva diploidizacija autopoliploida uo¢ena je i kod prirodnih i kod
novoformiranih poliploida raznih biljaka ukljucujuéi i rod Arabidopsis (Santos i sur., 2003; Soltis
i sur., 2014; Weiss i Maluszynska, 2001).

Kod prirodnih autotetraploida A. arenosa uglavnom su uoc¢eni bivalenti dok su kod novoformiranih
autotetraploida uoceni multivalenti i zapetljanja kromosoma (Yant i sur., 2013). Otkriveno je da
prirodni autotetraploidi rano u profazi, u pahitenu, stvaraju multivalente koji se ve¢inom razrjesuju
u bivalente u metafazi I (Carvalho i sur., 2010; Higgins i sur., 2014; Yant i sur., 2013). Takoder je
otkriveno da se kod prirodnih autotetraploida A. arenosa hijazme stvaraju s manjom ucestalos¢u
nego kod diploida (Yant i sur., 2013). Uzimajuci u obzir oba otkri¢a smatra se da se multivalenti
kod prirodnih autotetraploida razrjeSuju u bivalente zbog toga $to izmedu kromosoma nisu stvorene
postojane veze — hijazme (Comai, 2005; Hollister i sur., 2012). Prema tome, manja ucestalost
stvaranja hijazmi pojednostavljuje sparivanje i razdavajanje kromosma i time izravno pospjesuje

mejozu kod prirodnih autopoliploida (Bomblies i Madlung, 2014).
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Naizgled bi se moglo zakljuciti da se ovakva zapazanja kod poliploida A. arenosa ne poklapaju s
onima kod A. thaliana. Kao i kod A. arenosa prirodni autotetraploidi imaju manju ucestalost
stvaranja hijazmi od diploida, ali naizgled je neoc¢ekivano da novoformirani autotetraploidi A.
thaliana imaju veéu ucestalost stvaranja hijazmi od diploida (Pecinka i sur., 2011; Zielinski i
Mittelsten, 2012). Povecéanje ucestalosti stvaranja hijazmi kratkoro¢na je posljedica poliploidije,
ali se evolucijski ucestalost ipak snizava ispod one koju pokazuju diploidi kako bi se smanjilo
formiranje multivalenata (Bomblies i Madlung, 2014). Smatra se da je bivalentno sparivanje
kromosoma adaptacija koju su autopoliploidi stekli kako bi osigurali pravilno razdavajanje

kromosoma u mejozi (Santos i sur., 2003; Weiss i Maluszynska, 2001).

Osim autotetrapoliploida i alotetrapoliploidi A. suecica i A. kamchatica tijekom mejoze pokazuju
formiranje bivalenata kao i diploidi (Comai i sur., 2003; Pecinka i sur., 2011). Alopoliploidi
sadrzavaju setove kromosoma obje roditeljske vrste pa je moguce sparivanje homolognih, ali i
homeolognih kromosoma u bivalente. Homologni kromosomi pripadaju genomu jedne roditeljske
vrste, dok homeologni kromosomi pripadaju razli¢itim genomima (Comai i sur., 2003). Sparivanje
homolognih kromosoma u bivalente spreava rekombinaciju roditeljskih kromosoma i time
odrzava oba roditeljska seta kromosoma potpuna (Comai, 2005). Nasuprot tomu sparivanje
homeolognih kromosoma u bivalente uzrokuje nepravilno razdvajanje kromosoma pa time i
nastanak nebalansiranih i nevijabilnih gameta (Comai i sur., 2003; Otto, 2007; Ramsey i Schemske,
2002). Zabiljezeno je da kod A. suecica bivalenti uglavnom nastaju izmedu homolognih
kromosoma, ali neki nastaju i izmedu homeolognih kromosoma (Comai i sur., 2003), dok kod A.
kamchatica bivalenti nastaju iskljucivo izmedu homolognih kromosoma (Shimizu i sur., 2005).
Mehanizmi kojima alopoliploidi roda Arabidopsis suprimiraju homeologno sparivanje jos uvijek
nisu potpuno razjasnjeni, iako je moguce da posjeduju mehanizam slican onomu zabiljezenom kod
pSenice U Kojoj je za to zasluzan gen pairing homeologous 1 (Greer i sur., 2012; Griffiths i sur.,
2006; Jenczewski i sur., 2003).

Jedinstvene poteskoc¢e u mejozi javljaju se kod poliploida s neparnim brojem setova homolognih
kromosoma kao $to su triploidi i pentaploidi. Kod triploida se tijekom metafaze | stvaraju trivalenti
koji se ne mogu razdvojiti u uravnotezene gamete, ali i zbog nasumi¢nog razdvajanja trivalenata
nastaju aneuploidne gamete (Comai, 2005). Aneuploidne gamete nastale iz autotriploida i
autopentaploida se razlikuju po vijabilnosti medu vrstama (Comai, 2005). Kod triploida A. thaliana

uocena je malo smanjenje plodnosti u usporedbi s diploidima i tetraploidima (Henry i sur., 2005).
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Nepravilno razdvajanje kromosoma smatra se moguéim razlogom geneticke nestabilnosti
poliploida visokog stupnja kao §to su autoheksaploidi i autooktaploidi roda Arabidopsis. Geneticka
nestabilnost viSih autopoliploida tijekom vegetativnog i reproduktivnog razvoja onemogucuje
uspostavljanje poliploidije iznad odredenog stupnja iako autopoliploidi za razliku od alopoliploida
teoretski imaju sposobnost da spolnim razmnozavanjem udvostru¢e genom pojavom svake nove

generacije (Wang i sur., 2010).

Osim utjecaja poliploidije na sparivanje i razdvajanje kromosoma u pojedina¢nim stanicama,
poliploidija utjeCe i na proliferaciju stanica. Proucavajuéi broj stanica diploida i tetraploida A.
thaliana, Iwamoto i suradnici (2006) zaklju¢ili su da se porastom stupnja poliploidije
proporcionalno smanjuje stopa proliferacije stanica (lwamoto i sur., 2006; Tsukaya, 2008). Kod
vedine organizama uocena je negativna korelacija izmedu veli¢ine genoma 1 stope stani¢ne diobe.
Kao moguc¢i razlozi za sporiju diobu stanice kod poliploida navode se vec¢i genom koji zahtijeva
duzu replikaciju (Te Beest i sur., 2012), povecana koli¢ina energije i resursa potrebna za odvijanje
stani¢ne diobe te poremecaj u prostornoj organizaciji kromosoma i pri¢vrs¢ivanju diobenog vretena

za kromosome tijekom metafaze (Comai, 2005).

4. Utjecaj poliploidije na transkriptom

Poliploidija podrazumijeva povecanje broja setova kromosma, a samim time i kopija gena u stanici.
Kad bi za sve gene vrijedilo da su broj kopija gena i koli¢ina pripadnih transkripata izravno
povezani, tada bi udvostru¢enje genoma posljedi¢no uzrokovalo udvostru¢enje transkriptoma
odnosno ukupnog broja transkripata u stanici (Song i sur., 2020). Song i suradnici (2020) su
proucavanjem MRNA transkriptoma u listovima rozete kod diploida, prirodnih autotetraploida i
novoformiranih autotetraploida A. thaliana opovrgnuli ovu pretpostavku. Za vecinu gena svih
proucavanih linija poliploida vrijedilo je da se koli¢ina transkripata nije savrSeno udvostrucila ili
prepolovila s udvostru¢enjem ili prepolavljanjem broja kopija gena. Novoformirani autotetraploidi
pokazivali su smanjenu ili povecanu koli¢inu, dok su prirodni autotetraploidi pokazivali blago
povecanu koli¢inu transkripata po kopiji gena u odnosu na diploide. Razlog tomu je S§to je

udvostruc¢enje genoma kod nekih gena uzrokovalo utiSavanje, a kod drugih pojacanje ekspresije
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¢ak 1 do 88 puta u odnosu na razinu ekspresije kod diploida. Takoder, za do ¢ak 31% gena uocena
je kompenzacija doze — promjena ekspresije takva da kompenzira promjenu u broju kopija gena pa
kao rezultat tetraploidi imaju jednak broj transkripata kao diploidi. Kompenzacija doze time
raspreze udvostrucenje broja kopija odredenih gena i koli¢ine sintetiziranih transkripata zbog ¢ega
se ravnoteza genskih produkata ne moze odrzati pomocu selekcije. Ipak za najviSe gena je vrijedilo
da se broj transkripata barem priblizno udvostrucio uslijed udvostruc¢enja broja kopija gena (Song
i sur., 2020). Sli¢an rezultat zapazen je i kod transkriptoma lapova poliploida A. thaliana. lako je
S porastom stupnja poliploidije zabiljezen linearni rast koli¢ine ukupnog i mRNA transkriptoma,
odnos broja kopija gena i koli¢ine transkripata kod poliploida nije iznosio 1:1. Tetraploidi su imali
1,69 puta vec¢i ukupni transkriptom i 2,1 puta ve¢i mRNA transkriptom od diploida dok su
oktaploidi imali 1,85 puta ve¢i ukupni transkriptom i 1,6 puta ve¢i mRNA transkriptom od
tetraploida (Robinson i sur., 2018). Daljnjom analizom utvrdeno je da se porastom stupnja
poliploidije razina ekspresije gena po kopiji gena ne mijenja za gene ¢iji su produkti odgovorni za
osnovne metaboli¢ke funkcije poput unutarstani¢nog transporta, fotosinteze, katabolizma proteina
te stani¢ni ciklus (Robinson i sur., 2018; Shi i sur., 2015). Linearni porast ekspresije po kopiji gena
utvrden je za 113 gena ¢iji su genski produkti uglavnom odgovorni za funkcioniranje stani¢ne
stijenke dok je smanjena razina ekspresije povezana s porastom stupnja poliploidije uo¢ena kod 33

gena ¢iji genski produkti imaju nepovezane uloge (Robinson i sur., 2018).

Osim analize transkriptoma pojedine vrste roda Arabidopsis prouceni su i transkriptomi ekotipova
pojedine vrste. Usporedujuci transkriptome diploida i novoformiranih autotetraploida A. thaliana
razli¢itih ekotipova uoceno je da promjene u transkriptomu uslijed poliploidije ovise o ekotipu.
Tetraploid ekotipa Col pokazuje promijenjenu ekspresiju nekoliko stotina gena dok tetraploid
ekotipa Ler pokazuje promijenjenu ekspresiju samo desetak gena i to razli¢itih od onih ¢ija je
ekspresija promijenjena kod ekotipa Col. Razlika u transkriptomu izmedu ekotipova ukazuje na to
da promjene u ekspresiji gena nisu izravan rezultat ve¢eg broja kromosoma nego njihovog
podrijetla. Ovakvi rezultati dobiveni su na temelju analize transkriptoma sadnica i zrelih listova
rozete §to je omogucilo analizu transkriptoma ovisnu o razvojnoj fazi. Zbog malog preklapanja
gena Cija je ekspresija promijenjena kod tetraploida u dva razvojna stadija zakljuceno je da je
promjena u ekspresiji gena uzrokovana poliploidijom razvojno specificna (Yu i sur., 2010). Jedan
od gena Cija je ekspresija bila promijenjena bio je gen multidrug resistance mutation 1 (MRD1).

Diploidi ekotipa Col i Ler te autotetraploid ekotipa Ler pokazivali su slabu osnovnu ekspresiju
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MRD1 gena dok je autotetraploid ekotipa Col pokazivao 22 puta vecu ekspresiju MRD1 gena u
lis¢u te 110 puta vecu ekspresiju MRD1 gena u sadnicama u odnosu na ekspresiju kod diploida
ekotipa Col. Daljnjom analizom istog gena utvrdeno je da je metilacija razlog promjene u ekspresiji
MRD1 gena. Potpuna ili djelomi¢na metilacija 3"-regije MRD1 gena kod autotetraploida ekotipa
Ler povezana je s niskom razinom transkripcije istog gena dok je jaka demetilacija iste regije
zabiljezena kod autotetraploida ekotipa Col povezana s pojac¢anom razinom transkripcije MRD1
gena. lako je razina (de)metilacije povezana s ekspresijom gena u obzir treba uzeti da i druge DNA

modifikacije mogu imati utjecaj na promjenu ekspresije gena MRD1 u stanici (Yu i sur., 2010).

Autopoliploidi sadrze vise setova kromosoma, ali podrijetlom od iste vrste i ekotipa (Comai, 2005)
pa se u usporedbi s autopoliploidima kod alopoliploida o¢ekuje ve¢a promjena u ekspresiji gena |
samom transkriptomu u odnosu na pripadne diploide. Razlog tomu je §to kod alopoliploida na
promjenu ekspresije gena ne utjece samo veci broj setova kromosoma nego i hibridizacija odnosno
stapanje dva razli¢ita genoma (Chen, 2010; Miller i sur., 2012; Wang i sur., 2010). Ipak razina
ekspresije gena kod alopoliploida i opcéenito hibrida ne odgovara srednjoj vrijednosti razina
ekspresije gena kod roditeljskih vrsta (eng. mid-parent value, MVP) (Kim i Chen, 2011).
Neoalopoliploidi A. suecica pokazuju razinu ekspresije gena razli¢itu od MVP vrijednosti
roditeljskih vrsta A. thaliana i A. arenosa (Shi i sur., 2015; Wang i sur., 2010). Odstupanje od MVP
vrijednosti zabiljezeno je i kod dvije linije neovisno uspostavljenih alotetraploida A. suecica i to za
~5% gena od kojih je vecina bila razli¢ito eksprimirana u roditeljskim vrstama. Geni ¢ija je
ekspresija bila visa kod roditeljske vrste A. thaliana je kod alotetraploida bila utisana (J. Wang i
ostali, 2006). Wang i suradnici (2010) su takoder uocili utisane gene kod alopoliploida A. suecica
u odnosu na roditeljske vrste. Kod razlic¢itih linija novoformiranih alopoliploida te kod prirodnih
alopoliploida jednaki podskupovi gena su bili utiSani §to ukazuje na to da polploidija regulira
ekspresiju na nacin koji je specifi¢an za pojedini lokus. RNA interferencijom otkriveno je da je i
kod alopoliploida, a ne samo autopoliploida, za utiSavanje gena zasluzna metilacija (Wang i sur.,
2010). Smatra se da promjene u ekspresiji gena koje se ne podudaraju s MVP vrijednosti pridonose

subfunkcionalizaciji udvostru¢enih gena u razli¢itim tkivima (Adams i sur., 2003).

Kod autopoliploida i alopoliploida roda Arabidopsis za vecinu proucenih gena dokazano je da se
koli¢ina transkripata ne udvostrucuje ili prepolavlja savrSeno s udvostru¢enjem ili prepolavljanjem
broja kopija gena. U skladu s takvim rezultatima, upitno je je li uslijed WGD dogadaja odrzana

stehiometrijska ravnoteza izmedu genskih produkata koji su ukljuéeni u multiproteinske

16



komplekse, metabolicke puteve i signalne kaskade. Song i suradnici (2020) dokazali su da skupine
gena Ciji produkti imaju koordiniranu ulogu takoder pokazuju i sliéne promjene u ekspresiji uslijed
promjene broja kopija gena u stanici (Song i sur., 2020). Jos nije utvrdeno jedinstveno objasnjenje

za ovakva opazanja iako je jedna od moguénosti to da geni ¢iji produkti imaju povezane uloge

imaju sli¢na ili jednaka mjesta u DNA na koja se vezu transkripcijski faktori (Taggart i Li, 2018).

5. Utjecaj poliploidije na proteom

Posljedice koje poliploidija ima na transkriptom ne moraju se nuzno preklapati s onima
prepoznatim na proteomu zbog postojanja posttranskripcijske regulacije i translacijskih
modifikacija (Song i sur., 2020; Taggart i Li, 2018). Vaznost ovakvog saznanja ima posebnu ulogu
u usporedivanju razlika u transkriptomu i proteomu za gene ¢iji produkti imaju povezanu ulogu jer
iako su promjene u razini ekspresije spomenutih gena koordinirane, postavlja se pitanje jesu li i
promjene na razini proteoma koordinirane odnosno jesu li proteini s koordiniranim ulogama u
stehiometrijskoj ravnotezi. Ipak veli¢ina transkriptoma mogla bi biti barem priblizni pokazatelj
veli¢ine proteoma za spomenute gene jer transkripcija nuzno prethodi translaciji i jer geni ¢ija se
ekspresija mijenja s promjenom broja kopija u stanici pokazuju uskladeniju regulaciju transkripcije

I translacije od drugih gena (Gsponer i sur., 2008; Vavouri i sur., 2009).

Ng i suradnici (2012) analizirali su proteom u listovima diploida i autotetraploida A. thaliana i A.
arenosa te novoformiranih alotetraploida. Praceno je koliki udio od ~1000 proteina je pokazivalo
promijenjenu razinu ovisno o poliploidiji. Izmedu diploida i autotetraploida A. thaliana zabiljeZena
je relativno mala razlika u proteomu (~6,8%; Ng i sur., 2012) te se ta razlika podudarala s prethodno
zabiljezenim analizama transkriptoma (Wang i sur., 2006) sto ukazuje na to da udvostrucenje
genoma per se izaziva samo male promjene u ekspresiji gena i proteina. Ipak usporedujuci proteom
alotetraploida i MVP, razlika u proteomu bila je veéa (~8%; Ng i sur., 2012) Sto se moze pripisati
hibridizaciji koja postoji kod alotetraploida, ali ne i autotetraploida (Chen, 2010; Miller i sur., 2012;
Wang i sur., 2010). Rezultati se takoder podudaraju s onima dobivenim analizama transkriptoma
(Wang i sur., 2006). Proteini ¢ija je razina odstupala od MVP kod alotetraploida (61-62%)

odgovarala je genima ¢ija je ekspresija bila razlicita kod roditeljskih vrsta s time da doti¢ni proteini
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nisu imali povezanu funkciju. Proteini ¢ija je zabiljezena razina bila veca kod autotetraploida A.
thaliana u odnosu na diploide pripadali su skupini gena abioti¢kog i biotickog stresa dok izmedu
alotetraploida i roditeljskih vrsta uopée nije zabiljeZzena znacajna razlika u razini proteina te
skupine. Ranije je pokazano da je jaca ekspresija proteina koji sudjeluju u stresnom odgovoru
povezana sa smanjenim rastom (Bowling i sur., 1997) pa se moze zakljuciti da su upravo zbog
takvog proteoma biljke autotetraploida A. thaliana neznatno veée od diploida dok su biljke
alotetraploida znacajno vece od diploida (Chen, 2010). Osim toga poja¢anom rastu alotetraploida
pridonosi i sama hibridizacija (Ramsey i Schemske, 2002). lako su se razine promjena u proteomu
I transkriptomu uvelike poklapale, geni zahvaceni promjenama nisu se uvelike poklapali s
proteinima ¢ija je razina zahvacena promjenama. Takvo saznanje upucuje na to da na rezultate
dobivene analizom proteoma uvelike utjecu posttranslacijska regulacija, stabilnost mRNA
transkripta i proteina te vrsta biljnog tkiva koje se analizira (Kim i Chen, 2011; Ng i sur., 2012;
Song i sur., 2020; Taggart i Li, 2018).

6. Utjecaj poliploidije na stresni odgovor

Stresni odnosno nepovoljni uvjeti na koji biljke odgovaraju skupom stani¢nih i molekularnih
mehanizama mogu se podijeliti u abioticke i bioti¢ke. Abioticki stres ukljucuju okoli$ni ¢imbenici
poput suse, previsoke ili preniske temperature, poviSeni ili smanjeni salinitet te nedostatak ili
suviSak anorganskih tvari i minerala dok bioticki stres kod biljaka mogu uzrokovati paraziti i
patogeni poput bakterija, gljivica, nematoda i ostalih (Tossi i sur., 2022). lako stresni odgovor kao
posljedicu moze imati smanjenu veli¢inu biljke (Bowling i sur., 1997), kod velikog broja biljnih
vrsta ukljucujuci i vrste roda Arabidopsis zabiljezeno je da poliploidija dovodi do veceg
prezivljenja pri izlaganju abiotickom i biotickom stresu (Tossi i sur., 2022; van de Peer i sur.,
2021). U nastavku ¢u se osvrnuti na ucinak poliploidije na abioticki stresni odgovor kod vrste A.

thaliana uslijed suse, povisenog saliniteta, vVisoke koncentracije bakra te nedostatka bora u tlu.

Del Pozo i suradnici (2014) su usporedujuéi sastav i transkriptom autotetraploida i diploida A.
thaliana pri uvjetima suse i solnog stresa dosli do zaklju¢ka da autotetraploidi pokazuju vecu
toleranciju na abioticki stres od diploida. Diploidi su u odnosu na tetraploide u susnim uvjetima
brze venuli te su imali manju stopu prezivljenja uslijed suse i solnog stresa (Del Pozo i Ramirez-

Parra, 2014). Tolerancija na susu ve¢inom je bila rezultat manjeg gubitka vode uslijed snizene
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transpiracije koju je izazvala veca zatvorenost puci i njihova manja gusto¢a na povrSini lista
zabiljezena kod autotetraploida. Manjem gubitku vode kod biljaka opcenito pridonose i
osmoprotektanti poput topivih Secera i slobodnog prolina koji u biljnom tkivu odrzavaju negativni
vodni potencijal te posljedi¢no sprecavaju dehidraciju (Hare i sur., 1998). Ipak, izmedu diploida i
tetraploida ni prije ni nakon izlaganja suSi nije zamijeena znaajna razlika u razini
osmoprotektanata §to ukazuje na to da poliploidija ne utjece na na njihovu biosintezu (Del Pozo i
Ramirez-Parra, 2014). Kako bi se detaljnije istrazili mehanizmi kojima poliploidija izaziva ve¢u
toleranciju na susu proucen je transkriptom. U kontrolnim uvjetima poliplodidi su za 471 gen
pokazivali promijenjenu ekspresiju u odnosu na diploide dok je taj broj u susnim uvjetima porastao
na 1360 gena. U gene ¢ija je ekspresija bila pojac¢ana u kontrolnim uvjetima pripadali su i oni ¢iji
genski produkti sudjeluju u sintezi reaktivnih kisikovih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS),
oksidacijsko-redukcijskim procesima, hormonskom odgovoru na abscizinsku kiselinu (eng.
abscisic acid, ABA) te odgovoru na oksidativni stres i ranjavanje (Del Pozo i Ramirez-Parra,
2014). Takvo opazanje objasnjava viSu izmjerenu razinu ROS u pucima, ali i u cijelim listovima
tetraploida te zatvorenije puci kod autotetraploida (Del Pozo Ramirez-Parra, 2014) jer ABA u
uvjetima suSe poti¢e zatvaranje puci (Cutler i sur., 2010; Hubbard i sur., 2010). Uslijed suse
ekspresija gena ¢iji genski produkti sudjeluju u oksidacijsko-redukcijskim procesima takoder je
bila pojacana kod tetraploida, ali se ekspresija gena ¢iji genski produkti sudjeluju u hormonskom
odgovoru na ABA, gibereline i modifikaciju stani¢ne stijenke smanjila. Ovakvo zapaZanje nije u
skladu s ocekivanjem obzirom da ROS-ovi kao sekundarni glasnici preko ABA signalnog puta
mogu sudjelovati u regulaciji zatvorenosti puci (Cutler i sur., 2010; Hubbard i sur., 2010) pa time
I pridonositi toleranciji na stres. Ipak analiza transkriptoma podudara se s izmjerenom razinom
ROS uslijed suSe koja se kod diploida povecala 5 puta, a kod tetraploida 4 puta (Del Pozo i
Ramirez-Parra, 2014). Moguce je da uslijed stresnih uvjeta autotetraploidi pokazuju manju
promjenu razine ROS zbog vece aktivnosti takozvanih ROS-scavengera, koji vrSe detoksifikaciju
ROS jer iako ROS sudjeluju u ABA signalnom putu, njihova prevelika razina je Stetna jer u
stanicama uzrokuju oksidativnu Stetu (Mittler, 2002). Proucavajuéi gene ¢iju ekspresiju u stanici
potice ABA te gena ¢iji produkti sudjeluju u ABA signalnom putu zakljuceno je da autotetraploidi
pozitivno reguliraju ABA signalni put kako bi potaknuli toleranciju na susu (Del Pozo Ramirez-
Parra, 2014).
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Chao i suradnici (2013) su pri kontrolnim uvjetima u listovima autotetraploida A. thaliana izmjerili
32% vecu razinu kalija i njegovog analoga, rubidija nego kod diploida $to ukazuje na to da
poliploidija direktno utjece na razinu kalija u listovima. Autotetraploidi izlozeni visokom salinitetu
osim $to imaju visu razinu kalija te niZzu razinu natrija u odnosu na diploide, pokazivali su i ve¢u
stopu prezivljenja od diploida (Chao i sur., 2013). Takvo zapazanje u skladu je s ranijim
istrazivanjima u kojima povecani omjeri kalija i natrija pojac¢avaju toleranciju biljaka na poviseni
salinitet (Munns i Tester, 2008). Takoder se pretpostavlja da poliploidija biljkama moze omoguditi
reproduktivnu prednost u okoli§ima visokog saliniteta jer su proucavani autotetraploidi A. thaliana
uslijed izlaganja visokom salinitetu proizvodili vise sjemenki od diploida $to u kontrolnim uvjetima

nije bio slu¢aj (Chao i sur., 2013).

Za nesmetano funkcioniranje metabolizma pa time 1 rast i razvoj biljke potrebne su odgovarajuce
koli¢ine mikronutrijenata poput Zeljeza, bakra, mangana, cinka, bora i ostalih (Assuncdo i sur.,
2022). Pokazalo se da previsoke koncentracije bakra u tlu imaju negativan u¢inak na rast biljke jer
bakar katalizira nastanak ROS-ova pa time i oksidativni stres (Yruela, 2009). Li i suradnici (2017)
su proucavanjem rasta i sastava biljaka uocili da autotetraploidi A. thaliana pokazuju visu
toleranciju na stres uzrokovan previsokom koncentracijom bakra u odnosu na diploide (Li i sur.,
2017). Osim §to se rast diploida drasti¢nije smanjio uslijed tretmana bakrom, u korijenju i izdanku
autotetraploida izmjerena je i niza razina bakra od one izmjerene u diploidnim biljkama. Tetraploidi
su takoder pokazivali vecu aktivnost antioksidativnih enzima poput superoksid dismutaze i
peroksidaze (Li i sur., 2017). Veca aktivnost navedenih enzima te niza akumulacija bakra
odgovorni su za smanjeno nastajanje ROS-ova (Drazkiewicz i sur., 2004) sto se podudara s nizom
razinom superoksidnih aniona, vodikovog peroksida i malondialdehida izmjerenom kod
tetraploida. Kod autotetraploida izlozenih previsokoj koncentraciji bakra uocena je promijenjena
ekspresija gena ¢iji produkti sudjeluju u transportu bakra Sto podupire ve¢ zabiljezenu toleranciju
na stres uzrokovan previsokom koncentracijom bakra. U odnosu na diploide kod autotetraploida

se znatno viSe pojacala ekspresija gena uklju¢enih u ABA signalni put (Li i sur., 2017).

I uslijed susSe 1 uslijed izlaganja poviSenoj koncentraciji bakra, poliploidija pozitivno regulira ABA
signalni put zbog ¢ega se smatra da su mehanizmi ukljuceni u stresni odgovor na ove abioticke

uvjete unakrsno povezani (Del Pozo i Ramirez-Parra, 2014; Ye i sur., 2014).
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Osim otpornosti na suviSak elemenata u tlu autotetraploidi pokazuju i otpornost na njihov
nedostatak. Prekid elongacije korijena jedan je od pokazatelja ¢ak i malog nedostatka bora u tlu
(Kasajima i sur., 2010). Bor sudjeluje u biljnom rastu i reprodukciji zbog ¢ega njegov nedostatak
u tlu moze imati negativan uéinak na rast biljke (Cakmak i Rémheld, 1997). U usporedbi s
diploidima autotetraploidi izloZeni nedostatku bora pokazivali su poboljsanu elongaciju stanica
korijena te posljedi¢no glavnog i bo¢nog korijenja (Kasajimai sur., 2010) iz ¢ega se moze zakljuciti

da autotetraploidi A. thaliana pokazuju otpornost na nedostatak bora.

7. Zakljucak

Poliploidija kod biljaka ukljucujuéi i autopoliploide i alopoliploide vrsta roda Arabidopsis uzrokuje
velike promjene kako na stani¢noj tako i na razini cijele biljke. Poliploidi uglavnhom imaju vece
stanice i organe Kkoji su nekim slu¢ajevima i promijenjene morfologije. Na razini stanice se osim
promjene u veli¢ini i koli¢ini genoma zamjecuju promjene u sastavu i debljini stani¢ne stijenke,
sparivanju i razdvajanju kromosoma, transkriptomu, proteomu te akumulaciji mikronutrijenata. Na
razini cijele biljke mogu se uociti promjene u veli¢ini, broju i morfologiji organa zbog ¢ega se neki
poliploidi roda Arabidopsis mogu uo¢iti i naizgled. Autopoliploidi i alopoliploidi se uglavnom
susreCu s jednakim poteSko¢ama 1 prednostima koje izaziva njihov povecani broj setova
kromosoma, ali se i dalje uocavaju neke razlike do kojih dolazi zbog toga $to autopoliploidi
sadrzavaju genom jedne evolucijske linije dok autopoliploidi sadrzavaju vise razlicitith genoma.
Kako bi poliploidi postali geneticki stabilni prvo moraju prevladati sterilnost i nestabilnost
uzrokovanu poteskoama u sparivanju i razdvajanju kromosoma tijekom mejoze. Ipak kada
neopoliploidi postanu geneticki stabilni poliploidija im omoguéuje svojstva koja im pomazu u
prilagodbi na okolisne ¢imbenike poput kompeticije s diploidima i stresne uvjete. 1z tih razloga
smatra se da je upravo poliploidija imala znaCajan utjecaj na biljnu evoluciju te slozenost 1
raznolikost biljnih organizama (Soltis i sur., 2014). Osim sto je poliploidija korisna samim biljkama
poliploidizacija se pokazala korisnom i u uzgoju biljaka jer povecava ukupni prinos i biomasu
usjeva. Daljnja istrazivanja trebala bi rasvijetliti jo§ neobjasnjene fenotipske ucinke poliploidije za

Sto su se vrste roda Arabidopsis pokazale kao odli¢ni modelni organizmi.
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9. Zivotopis

Rodena sam u Zagrebu 20. prosinca 2001. Osnovnoskolsko obrazovanje zavriavam u OS Ante
Kovaci¢a, a srednjoskolsko obrazovanje u X. gimnaziji lvan Supek u Zagrebu. Nakon
srednjoskolskog obrazovanja upisujem preddiplomski studij Molekularna biologija na BioloSkom
odsjeku Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta Sveucilista u Zagrebu. U buduénosti bih se htjela

usmijeriti na podrucja koja ukljuc¢uju genetiku i evoluciju biljaka.
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