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1. UVOD

Kao sesilni organizmi, biljke su gotovo svakodnevno izloZene izazovnim uvjetima okoliSa koji
nepovoljno utjecu na njihov rast, razvoj i razmnozavanje. Naj€es¢i okoliSni ¢imbenici koji
uzrokuju poremecaje metabolizma, rasta i razvoja biljaka su povecani intenzitet svjetlosti,
hipoksija 1 anoksija u podrucju korijena zbog poplava, poviSeni salinitet, odstupanja od
optimalne temperature rasta te ograni¢ena dostupnost mineralnih tvari (Mareri i sur. 2021). U
svjetlu globalnih klimatskih promjena, poviSena temperatura postala je jedan od najvaznijih
okoli$nih ¢imbenika koji negativno utjece na sve zive organizme, ukljucujuéi i biljke (Mittler 1
sur. 2012). Prema definiciji, toplinskim stresom smatra se porast temperature od 10 do 15 °C
iznad optimalne, a posljedice ovise prvenstveno o jacini i trajanju stresa, sinergijskom ucinku
drugih stresnih ¢imbenika te razvojnom stadiju biljke (Jagadish i sur. 2021). Toplinski stres
remeti metabolicku ravnotezu u biljci 1 dovodi do promjena na morfoloskoj, fizioloskoj i
stani¢noj razini, ukljuujuci smanjenje povrsine listova, inhibiciju rasta izdanaka i korijena,
smanjenje stope fotosinteze, promjene u strukturi citoskeletnih elemenata, poremecaj strukture
1 fluidnosti membrana te denaturaciju i agregaciju stani¢nih proteina (Kumar i Wani 2020).
Poremecaji metabolicke ravnoteZze uzrokovani nepovoljnim temperaturama dovode do
pojacane stope sinteze reaktivnih kisikovih oblika (ROS) koji mogu na biljke djelovati na dva
nac¢ina (Kumar i Wani 2020). Kao signalne molekule, ROS-ovi tijekom toplinskog stresa
dovode do aktivacije transkripcijskih faktora iz porodice HSF (engl. heat shock factors) ¢ime
se regulira ekspresija razli¢itih gena ukljucenih u odgovor biljke na toplinski stres te potice
otpornost biljke na djelovanje poviSene temperature (Mittler i sur. 2012). Medutim, zbog svoje
reaktivnosti, ROS-ovi takoder mogu oStetiti vazne bioloske molekule, poput nukleinskih
kiselina, proteina i1 lipida (Meller i sur. 2007). Kako bi se ponovno uspostavila redoks-
ravnoteza, odnosno neutralizirala suvisna koli¢ina ROS-ova, u stanicama dolazi do stimulacije
aktivnosti antioksidacijskog sustava koji ukljucuje razlicite enzimske i ne-enzimske molekule
(Mittler 2002). U uvjetima toplinskog stresa, osim aktivnosti antioksidacijskog sustava, u
biljaka se moZe povecati sinteza aminokiseline prolin, ali i proteina toplinskog Soka (HSP, engl.
heat shock proteins). Prolin ima viSestruku ulogu u odgovoru na stres koja ukljucuje odrzavanje
osmotske ravnoteze, zaStitu strukture proteina i enzima, odrZavanje stabilnosti membrana i
neutralizaciju ROS-ova (Lv i sur. 2011). Proteini HSP induciraju se tijekom djelovanja
nepovoljnih okoli$nih uvjeta i sudjeluju u odrzavanju stani¢ne ravnoteze tako Sto sprecavaju

agregaciju proteina, stabiliziraju stani¢ne proteine i spre¢avaju njihovo ireverzibilno oSte¢enje,



olakSavaju maturaciju signalnih molekula te sudjeluju u prijenosu signala i aktivaciji

transkripcijskih faktora (Wang i sur. 2004).

U nekoliko istrazivanja (Morimoto i sur. 2017, Kim i sur. 2019, Xu i Xue 2019) dokazano je
da odgovor biljaka na toplinski stres ukljucuje ubikvitin-proteasomalni put, regulatorni
mehanizam koji omogucuje selektivnu razgradnju proteina u stanici. Dio ovog mehanizma su
proteini koji sadrze domenu BTB (engl. broad complex, tramtrack and bric-a-brac), takoder
poznatu kao domena POZ (engl. pox virus and zinc finger), te domenu MATH (engl. meprin
and TRAF homology). Proteini iz porodice MATH-BTB/POZ (BPM) koriste domenu
BTB/POZ za interakciju s kompleksom proteina ligaze E3 temeljene na kulinu 3, dok domena
MATH sluzi za prepoznavanje specificnih proteinskih supstrata. Spomenute interakcije
omogucuju obiljezavanje supstrata vezanjem ubikvitina $to naposljetku dovodi do degradacije
supstrata putem proteasoma 26S (Weber i Hellmann 2009, Zhou i sur. 2014). U genomu
modelne biljke uro¢njak (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) postoji Sest gena BPM koji, zbog
mehanizma alternativnog prekrajanja, kodiraju najmanje 16 razli¢itih izoformi proteina BPM
(Skiljaica i sur. 2020). Do danas je funkcionalno okarakterizirano samo nekoliko proteina BPM.
Istrazivanja su pokazala da proteini BPM ne samo da reguliraju razli¢ite razvojne procese, ve¢
takoder imaju vaznu ulogu u fenotipskoj i1 fizioloskoj prilagodljivosti te sposobnosti
prezivljavanja biljaka u promjenjivom okoliSu. Naime, utvrdeno je da proteini BPM ulaze u
interakciju s transkripcijskim faktorima ukljucenim u signalne puteve biljnih hormona etilena 1
apscizinske kiseline, kao i s transkripcijskim faktorima uklju¢enim u metabolizam masnih
kiselina (Weber i Hellman 2009, Lechner i sur. 2011, Chen i sur. 2013). Nadalje, Morimoto i
sur. (2017) otkrili su vaznu ulogu proteina BPM u odgovoru biljke na toplinski stres dokazavsi
da protein BPM2 negativno regulira protein DREB2A (engl. dehydration-responsive element-
binding protein 24). Protein DREB2A znacajan je transkripcijski faktor koji regulira biljni
odgovor na toplinski stres 1 suSu aktivacijom niza gena klju¢nih za mehanizme otpornosti biljke
na te stresne uvjete. To otkri¢e izrazito je zanimljivo s obzirom na istraZivanje Skiljaica i sur.
(2020), koje je pokazalo da se protein BPMI inducira i ne degradira na poviSenim
temperaturama, posebno na 37 °C. Na temelju istrazivanja Jagi¢ i sur. (2022) predloZena je
nova uloga proteina BPM1 koja se ostvaruje izvan ubikvitin-proteasomalnog puta. Navedeno
istrazivanje pokazalo je kako protein BPM1 ulazi u izravnu interakciju s proteinima DMS3
(engl. defective in meristem silencing 3) 1 RDM1 (engl. RNA-directed DNA methylation 1),
poznatim dijelovima mehanizma metilacije DNA posredovane malim molekulama RNA

(RdADM, engl. RNA-directed de novo DNA methylation). Naime, kao dio ubikvitin-



proteasomalnog puta, protein BPM1 mogao bi funkcionirati kao specifi¢ni adapter za proteine
iz mehanizma RdDM, usmjeravajuci ih na proteasomalnu razgradnju i dovode¢i do prekida
metilacije DNA mehanizmom RdDM. Medutim, Jagi¢ i sur. (2022) pokazali su da interakcija
proteina DMS3 i RDMI1 s proteinima iz porodice BPM ne sluzi za njihovo obiljezavanje i
degradaciju putem proteasoma 26S. Alternativno, predloZeno je da protein BPM1 ima ulogu
navodenja metilacijskog mehanizma na specificna mjesta u genomu (Jagi¢ i sur. 2022). Oba
mehanizma, ubikvitin-proteasomalni put i RADM, dovode do promjena u transkripciji. Prema
preglednom radu Erdmann i Picard (2020), metilacija DNA regulirana mehanizmom RdDM
moze biti vazna za brzo reprogramiranje transkripcije gena tijekom prilagodbe biljke
promjenjivim okoliSnim uvjetima. Uistinu, jo§ 2018. godine Liu i sur. (2018) pokazali su da se
metilacijski profil vrste Brassica rapa dinamicki mijenja tijekom toplinskog stresa. Drugim
rije¢ima, ovi rezultati sugeriraju da regulacija metilacije DNA igra vaznu ulogu u

prezivljavanju, ali i u prilagodbi rasta i razvoja biljaka u nepovoljnim temperaturnim uvjetima.

Na temelju dosadasnjih spoznaja o ulozi proteina BPM i DMS3 u mehanizmima vaznim za
prilagodbu biljaka na promjenjive okoliSne uvjete, glavni cilj ovog rada bio je istraziti kako
promijenjena ekspresija gena BPM 1 DMS3 utjeCe na odgovor modelne biljke Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh. na toplinski stres. Takoder, s obzirom da su dosadasnja istrazivanja
pokazala da proteini BPM i DMS3 imaju ulogu u rastu i razvoju biljaka, cilj ovog rada bio je
istraziti 1 u€inak razlic¢ite genske pozadine na rast biljaka s promijenjenom ekspresijom gena
BPM 1 DMS3. Istrazivanje je provedeno na morfoloskoj, fizioloskoj, biokemijskoj i
molekularnoj razini, pri ¢emu su ucinci toplinskog stresa i genske pozadine na rast i razvoj
biljaka praceni od stadija klijanaca do stadija sjemenki. Morfoloske promjene predstavljaju
vidljive znakove ucinka nepovoljnih uvjeta na biljku te sluze kao smjernica za daljnje
istrazivanje ucinaka na fizioloSkoj, biokemijskoj i molekularnoj razini. Specificni mehanizmi
odgovora na toplinski stres te u¢inka genske pozadine detaljnije su istrazeni na biljkama u
stadiju klijanaca. U okviru disertacije postavljena je temeljna pretpostavka istrazivanja — geni
BPM i DMS3 te njihovi proteinski produkti dio su slozene signalne mreze ukljucene u regulaciju
rasta, razvoja te odgovora na stresne uvjete. Pretpostavka je da ¢e ranije spomenute linije
pokazati promjene fenotipa u odnosu na divlji tip, te ¢e linije sa smanjenom ekspresijom gena

ili funkcijom proteina BPM i DMS3 biti osjetljivije na poviSenu temperaturu.



2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Toplinski stres

Toplinski stres Cesto se opisuje kao porast temperature tijekom odredenog vremenskog
razdoblja koje je dovoljno dugo da uzrokuje promjene u rastu i razvoju organizma. Drugim
rije¢ima, privremeni porast temperature, najées¢e za 10 do 15 °C iznad optimalnih vrijednosti,
definira se kao toplinski stres (Wahid i sur. 2007). U odgovoru na velike i relativno brze
temperaturne promjene, biljke kao sesilni organizmi moraju razviti nove strategije
aklimatizacije 1 adaptacije. Izostanak prilagodbe novonastalim uvjetima moze dovesti do
nepovoljnog uc¢inka na vitalnost, rast, razvoj te reproduktivnost biljaka. Gledaju¢i Siri kontekst,
to moze dovesti do smanjenog prinosa i loSe kvalitete usjeva, ali i do gubitka bioloske
raznolikosti 1 ¢ak, izumiranja biljnih vrsta. Prema izvjestaju Meduvladinog povjerenstva za
klimatske promjene (IPCC, engl. Intergovernmental Panel on Climate Change) iz 2022. godine
(Portner i sur. 2022), od 1961. godine do danas produktivnost usjeva u Africi pala je za tre¢inu
zbog vremenskih nepogoda uzrokovanih klimatskim promjenama. Takoder, suSa i toplinski
valovi koji su pogodili podru¢je Europe tijekom 2003. godine uzrokovali su smanjenje

poljoprivredne proizvodnje za ¢ak 30% (Ciais i sur. 2005).

Toplinski stres ima Sirok raspon ucinaka na fiziologiju i ukupnu produktivnost biljaka, buduci
da se razlikuje jacinom 1 trajanjem, ali i uCestalos¢éu pojavljivanja. Stoga se za proucavanje
odgovora biljaka na toplinski stres koriste razliciti pristupi (Slika 1), pri ¢emu su neki istrazivaci
viSe usredotoceni na pokuse koji ukljucuju izlaganje biljaka kratkoro¢nim i ekstremnim
oblicima toplinskog Soka, dok su drugi usmjereni na ekoloske reakcije biljaka na dugoro¢no

zagrijavanje (Jagadish i sur. 2021).

Primjerice, izlaganje uro¢njaka ekstremno poviSenoj i kratkotrajnoj temperaturi (engl. heat
shock), ukljucuje uzgoj biljaka u kontroliranim uvjetima, obi¢no pri temperaturi od 22 + 2 °C,
te iznenadno izlaganje temperaturama od 42 do 45 °C u trajanju od 30 do 60 minuta (Slika 1a)
(Mittler i sur. 2012). Moguénost odgovora biljaka na ovaj oblik toplinskog stresa i1 uspjesne
prilagodbe na novonastale uvjete smatra se bazalnom termotolerancijom. Takav oblik tretmana
Cest je u istrazivanju promjena na molekularnoj i biokemijskoj razini te se ne smatra ekoloski
relevantnim. Medutim, upravo ovakva istrazivanja omogucila su uvid u mehanizme odgovora

biljaka na povisene temperature (Bokszczanin i sur. 2013).
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Slika 1. Prikaz razli¢itih pristupa u istrazivanju odgovora biljaka na toplinski stres: (a)
kratkotrajne i1 ekstremne promjene temperature (engl. heat shock), (b) postepene promjene
temperature (engl. stepwise priming), (¢) kontinuirane promjene temperature (engl. gradual
priming), 1 (d) dugotrajno zagrijavanje na temperaturi nekoliko stupnjeva iznad optimalne
(engl. warming). Prilagodeno prema Mittler i sur. (2012) te Jagadish i sur. (2021).

Drugi oblik tretmana ukljucuje izlaganje biljaka umjerenoj temperaturi, dopustajuci im zatim
oporavak od nekoliko sati do nekoliko dana te ponovno, iznenadno izlaganje ekstremno
poviSenim temperaturama (engl. stepwise priming). Za uro¢njak, ovaj oblik tretmana ukljucuje
izlaganje biljaka uzgajanih pri 22 °C umjereno povisenim temperaturama od 36 do 38 °C u
periodu od nekoliko sati, nakon ¢ega slijedi oporavak na temperaturi uzgoja te naknadno
izlaganje temperaturama od 42 do 45 °C (Slika 1b) (Mittler i sur. 2012). Sposobnost biljaka da
prezive takav nacin tretiranja naziva se steCenom termotolerancijom. Takoder, takav oblik
termotolerancije moZze biti steCen izlaganjem biljaka sporom i kontinuiranom porastu
temperatura (engl. gradual priming), odnosno porastom temperature koji najsli¢nije oponasa
uvjete u okoliSu (Slika 1c) (Mittler i sur. 2012). Naposljetku treba spomenuti oblik tretmana
koji ukljucuje dugotrajno izlaganje biljaka, tjednima pa ¢ak i godinama, temperaturama koje su
viSe za 2 do 6 °C od optimalne temperature uzgoja (engl. warming). Primjerice, takav tretman
ukljucivao bi uzgoj uroc¢njaka pri temperaturi od 27 °C, odnosno pri temperaturi koja je nesto
viSa od optimalne temperature za rast ove vrste (Slika 1d). Takav oblik pokusa uglavnom je
usmjeren na proucavanje i razumijevanje kako ¢e na biljke utjecati poviSene temperature

izazvane klimatskim promjenama (Jagadish i sur. 2021).



Nekoliko je istrazivanja (Qin i sur. 2008, Bauweraerts i sur. 2014, Wang i sur. 2020) pokazalo
postojanje razlika u ekspresiji gena s obzirom na nacin izlaganja biljaka poviSenoj temperaturi,
sugeriraju¢i da postoje razli¢iti mehanizmi, moguce i senzori, koji omogucéavaju aktivaciju
odgovora biljaka na toplinski stres. Drugim rije€ima, potrebna su daljnja istrazivanja te
povezivanje rezultata iz razli€itih studija kako bi se stekao cjelovitiji i precizniji uvid u ucinke

toplinskog stresa na biljke (Jagadish i sur. 2021).

2.2. Udinak toplinskog stresa na biljke

2.2.1. Ucinak na morfoloska i fizioloSka svojstva

Klijanje sjemenki, kao prva faza u zivotnom ciklusu biljaka, smatra se najosjetljivijom na
djelovanje nepovoljnih temperaturnih uvjeta (Hasanuzzaman i sur. 2013, Chen i sur. 2016,
Hassan i sur. 2021). Toplinski tretman sjemenki uzrok je slabe stope klijanja te inhibicije rasta
korjencica i izdanka, Sto naposljetku dovodi do znacajnog pada biomase i prinosa biljaka (Toh
isur. 2008, Kumar i sur. 2011). Medutim, opseg Stete ovisi prije svega o vrsti i genskoj pozadini
biljke, kao i o jacini i trajanju toplinskog tretmana. Naime, istrazivanje Chebrolu i sur. (2016)
pokazalo je da izlaganje kultivara soje (Glycine max (L.) Merr.), osjetljivog na toplinski stres,
temperaturi od 36 °C uzrokuje smanjenje klijavosti do 50% u odnosu na kontrolne biljke
uzgajane na temperaturi od 24 °C, a nakon izlaganja temperaturi od 42 °C klijanje sjemenki
potpuno je inhibirano. S druge strane, izlaganje kultivara tolerantnog na toplinski stres
temperaturi od 36 °C ne dovodi do znacajnog pada klijavosti, a 25% sjemenki proklije ¢ak i

nakon izlaganja temperaturi od 42 °C.

U klijanaca i odraslih biljaka, prvi znak nepovoljnog utjecaja poviSenih temperatura su
odredene morfoloske deformacije koje ukljucuju ,,opekline biljnih dijelova poput listova i
stabljike, inhibiciju rasta korijena i izdanka, promjene boje plodova te starenje i otpadanje
listova (Rodriguez i sur. 2005, Fahad i sur. 2017). Rast i razvoj biljke kompleksan je proces na
koji utjecu brojni fizioloski, biokemijski i molekularni mehanizmi. Medutim, u svojoj srzi,
razvoj biljaka temelji se na dijeljenju, elongaciji i diferencijaciji stanica (Buchanan i sur. 2015).
Povisene temperature uzrokuju gubitak vode iz stanica, Sto dovodi do smanjenja veliine
stanica i dehidracije biljnog tkiva. To uzrokuje daljnju inhibiciju rasta i razvoja biljke (Shah 1
Paulsen 2003, Wahid i Close 2007). Djelovanje toplinskog stresa ¢esto je prac¢eno nedostatkom
vode u tlu, posebno u tropskim i suptropskim krajevima. Medutim, zanimljivo istraZivanje iz

2007. godine pokazalo je da u listovima Secerne trske (Saccharum officinarum L.) dolazi do
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smanjenja sadrzaja vode nakon izlaganja poviSenim temperaturama unato¢ ¢injenici da su
tijekom pokusa biljke bile uzgajane u uvjetima optimalne vlaznosti zemlje i zraka (Wahid 1
Close 2007). Opcenito, gubitak vode uslijed toplinskog stresa izraZeniji je tijekom dana,
uglavnom zbog povecéane stope transpiracije, te moze dovesti do narusavanja vaznih fizioloskih
procesa poput fotosinteze, stanicnog disanja, osmotske ravnoteze i stabilnosti membranskog

sustava (Fahad i sur. 2017, Zhao i sur. 2021).

2.2.2. Uc¢inak na fotosintezu

Kao §to sam ve¢ naglasila, rast i razvoj biljaka kontroliran je razli¢itim i brojnim fizioloskim,
biokemijskim i molekularnim procesima. Medu njima, fotosinteza se isti¢e kao kljucni proces
koji znaCajno doprinosi rastu i razvoju biljaka (Ashraf i Harris 2013). Prema definiciji,
fotosinteza je proces kojim biljke, alge, cijanobakterije i fotosintetske bakterije pretvaraju
svjetlosnu energiju u kemijski stabilan oblik, tj. u organske spojeve. Put te pretvorbe je slozen,
a ukljucuje brojne fizikalne promjene i kemijske reakcije te velik broj razli¢itih komponenti
(Strasser 1 sur. 2000). U procesu fotosinteze mozemo razlikovati dva klju¢na dogadaja koji su
prostorno odvojeni — primarne reakcije, tj. reakcije ovisne o Suncevoj svjetlosti te sekundarne
reakcije ili Calvin-Benson-Basshamov (CBB) ciklus koji se iz povijesnih razloga ¢esto naziva
reakcije u tami. U primarnim reakcijama, Sunceva energija apsorbirana pigmentima u
tilakoidnim membranama kloroplasta koristi se za fotolizu (oksidaciju) molekula vode, pri
¢emu se oslobada kisik te u fotosintetskom lancu prijenosa elektrona pohranjuje energija u
kemijskim vezama adenozin-trifosfata (ATP) i nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfata
(NADPH). U sekundarnim reakcijama dogada se fiksacija ugljikovog dioksida (COz) u
organske spojeve, a ATP i NADPH nastali tijekom primarnih reakcija koriste se u nekoliko
reakcijskih koraka sloZzenog procesa biosinteze ugljikohidrata (Miyake 2020, Sherin i sur.

2022).

Primarne reakcije temelje se na aktivnosti dviju razliitih funkcionalnih jedinica — fotosustava
IT (PSII) i fotosustava I (PSI). Fotosustavi su slozeni proteinski kompleksi na kojima mozemo
razlikovati dvije funkcionalne cjeline — tzv. kompleks antena i reakcijski centar. Kompleks
antena graden je od proteina i pigmenata — klorofila i karotenoida, a sluzi za apsorpciju
svjetlosne energije i prijenos energije do reakcijskog centra, u kojem se nalazi klorofil a i
zapocinje prijenos elektrona. U reakcijskom centru PSII elektron se s klorofila a prenosi do

primarnog akceptora elektrona, molekule feofitina, $to oznacava prvi korak u fotosintetskom



transportu elektrona. Elektron se dalje prenosi preko niza molekula i proteinskih kompleksa,
koji ukljucuju plastokinone, kompleks citokrom b¢f, plastocijanin, PSI, feredoksin i feredoksin-
NADP*-oksidoreduktazu. Kona¢ni produkt ovog prijenosa elektrona je ve¢ spomenuta
molekula NADPH-a (Slika 2). Kako bi se nadomjestio elektron kojeg je klorofila u
reakcijskom centru PSII predao primarnom akceptoru (feofitinu), na PSII se odvija proces
fotolize vode. Prilikom tog procesa dolazi do cijepanja molekula vode ¢ime se oslobadaju
elektroni, protoni (H") i kisik (Buchanan i sur. 2015). Protoni oslobodeni fotolizom vode, kao i
oni koji tijekom prijenosa elektrona iz strome ulaze u tilakoidni lumen, doprinose nastajanju
protonskog gradijenta i omogucuju sintezu ATP-a. Ta se sinteza ostvaruje kretanjem protona u
smjeru pada elektrokemijskog gradijenta, tj. iz tilakoidnog lumena u stromu kloroplasta. Pritom
oni prolaze kroz transmembranski protein ATP-sintazu prilikom ¢ega dolazi do fosforilacije

adenozin-difosfata (ADP) i sinteze ATP-a (Slika 2).
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Slika 2. Primarne reakcije fotosinteze odvijaju se u tilakoidnim membranama kloroplasta.
Fotosintetski lanac prijenosa elektrona sastoji se od fotosustava II (PSII), fotosustava I (PSI),
kompleksa citokrom bgf, plastokinona (PQ), plastocijanina (PC), feredoksina (Fd) i feredoksin-
NADP* oksidoreduktaze (FNR). Prijenosom elektrona nastaje protonski gradijent koji koristi
ATP-sintaza za sintezu ATP-a. Produkti primarnih reakcija, NADPH i ATP, koriste se u
sekundarnim reakcijama fotosinteze, tj. Calvin-Benson-Basshamovu (CBB) ciklusu. Preuzeto
1 prilagodeno prema https://shorturl.at/pvDPU.

Sekundarne reakcije (CBB ciklus) odvijaju se u stromi kloroplasta. Taj proces ukljucuje vezanje
molekula CO> iz atmosfere u organske molekule te niz biokemijskih reakcija koje koriste
produkte primarnih reakcija, ATP i NADPH. CBB ciklus moZe se razmatrati kao proces koji
¢ine tri visoko koordinirane faze — fiksacija CO (karboksilacija), redukcija i1 regeneracija

(Slika 3). U prvoj fazi, enzim ribuloza-1,5-difosfat karboksilaza/oksigenaza (RuBisCO)
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katalizira karboksilaciju ribuloza-1,5-difosfata. Produkt te reakcije je 3-fosfoglicerat koji se u
drugoj fazi reducira do gliceraldehid 3-fosfata. Faza redukcije obuhvaca dva uzastopna koraka
pri ¢emu se koriste molekule ATP-a i NADPH-a nastale u primarnim reakcijama. Jedan dio
nastalih molekula gliceraldehid 3-fosfata izlazi iz CBB ciklusa i koristi se za sintezu Skroba u
kloroplastima, odnosno sintezu saharoze u stani¢nom citosolu. Preostale molekule koriste se za
posljednju fazu sekundarnih reakcija, u kojoj se u nizu enzimskih reakcija, uz utrosak ATP-a,
regenerira ribuloza-1,5-difosfat. Time se ciklus zaokruzuje, tj. nastankom ribuloza-1,5-
difosfata ponovno je osiguran supstrat za reakciju fiksacije atmosferskog CO> (Buchanan i sur.

2015).

CO, + H,0

RIBULOZA-1,5-
DIFOSFAT

ADP

KARBOKSILACIJA

REGENERACIJA

ATP + NADPH

REDUKCIJA

GLICERALDEHID
3-FOSFAT

SAHAROZA, SKROB

ADP + P, + NADP*

Slika 3. Sekundarne reakcije ili Calvin-Benson-Basshamov (CBB) ciklus odvijaju se u stromi
kloroplasta, a ukljucuju tri faze — karboksilaciju, redukciju i regeneraciju. Aktivno$¢éu enzima
ribuloza-1,5-difosfat karboksilaza/oksigenaza (RuBisCO) dolazi do karboksilacije ribuloza-
1,5-difosfata. Produkt reakcije je 3-fosfoglicerat koji se u drugoj fazi ciklusa reducira, pri ¢emu
se koriste molekule ATP-a i NADPH-a nastale u primarnim reakcijama. Redukcijom 3-
fosfoglicerata nastaje gliceraldehid 3-fosfat. Jedan dio nastalih molekula gliceraldehid 3-fosfata
koristi se za sintezu saharoze i Skroba, a preostale molekule ¢e se u nizu enzimskih reakcija, i
uz utroSak ATP-a, iskoristiti za regeneraciju ribuloza-1,5-difosfata. Preuzeto i prilagodeno
prema https://shorturl.at/qLT12.

Danas je dobro poznato da poviSena temperatura nepovoljno utjece na fotosintezu (Crafts-
Brandner i Salvucci 2002, Ashraf'i Harris 2013, Hu 1 sur. 2020). Pri poviSenim temperaturama
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dolazi do narusavanja strukture i funkcije fotosintetskog aparata, $to dovodi do smanjenja stope
fotosinteze, a naposljetku moZe uzrokovati i inhibiciju razli¢itih metabolickih reakcija
(Allakhverdiev 1 sur. 2008, Akter i Rafiqul Islam 2017, Hu i sur. 2020). Na povisene
temperature izrazito su osjetljive primarne reakcije fotosinteze, osobito PSII. Pod utjecajem
toplinskog stresa povecava se fluidnost tilakoidnih membrana, $to moze dovesti do disocijacije
PSII od membrana te disocijacije sustava za fotolizu vode od PSII. Takvi procesi naruSavaju
prijenos elektrona (Allakhverdiev i sur. 2008, Marutani i sur. 2012, Hu i sur. 2020). Takoder,
biosinteza klorofila jedan je od prvih procesa koji su pogodeni djelovanjem poviSenih
temperatura (Allakhverdiev i sur. 2008, Hu 1 sur. 2020). Nekoliko je istrazivanja otkrilo da se
kod biljaka izloZenih toplinskom stresu sintetizira manje klorofila, $to se moZe pripisati
smanjenoj stopi biosinteze i pojacanoj degradaciji, ali i kombinaciji tih dvaju procesa (Dutta 1
sur. 2009, Ashraf i Harris 2013, Shirdelmoghanloo i sur. 2016). Smanjenu stopu biosinteze
klorofila moze uzrokovati inhibicija enzima koji su ukljuceni u sam proces. Primjer je enzim
5-aminolevulinat dehidrataza 1 (ALADI), prvi enzim u biosintetskom putu tetrapirola. Naime,
istrazivanja su pokazala da se njegova aktivnost u krastavcu i pSenici inhibira uslijed izlaganja
biljaka toplinskom stresu Sto naposljetku dovodi do smanjenja biosinteze klorofila (Kumar
Tewari 1 Charan Tripathy 1998). Zbog toga se analiza sastava fotosintetskih pigmenata i
njihovih omjera moze primijeniti kao pokazatelj fizioloskog odgovora biljaka na djelovanje
povisenih temperatura (Magana Ugarte i sur. 2018). Vezano uz sekundarne reakcije fotosinteze,
nekoliko je istrazivanja pokazalo da do pada fotosintetske ucinkovitosti uslijed djelovanja
poviSenih temperatura dolazi zbog termalnog u¢inka na aktivnost enzima RuBisCO. Aktivnost
ovog enzima regulira drugi enzim, RuBisCO aktivaza, koji omogucuje disocijaciju inhibitornih
Se¢ernih fosfata s aktivnog mjesta enzima RuBisCO (Spreitzer i Salvucci 2002). Tijekom
djelovanja povisenih temperatura, aktivnost RuBisCO aktivaze je inhibirana, §to rezultira
daljnjom inhibicijom aktivnosti enzima RuBisCO, padom asimilacije CO; i u konacnici,
smanjenom stopom fotosinteze (Spreitzer i Salvucci 2002, Sage i sur. 2008, Perdomo i sur.

2017).

Ucinak poviSenih temperatura na proces fotosinteze mogucée je analizirati mjerenjem
fotosintetske ucinkovitosti. Jedna od metoda koriStenih u tu svrhu je mjerenje fluorescencije
klorofila a (Strasser i sur. 2000, 2004). Ranije je spomenuto da proces fotosinteze zapocinje
apsorpcijom Sunceve svjetlosti pigmentima u kompleksima antena PSI i PSII. Medutim, nece
se sva apsorbirana energija iskoristiti u primarnim, odnosno fotokemijskim reakcijama ve¢ ¢e

se dio energije osloboditi u obliku topline, a dio u obliku fluorescencije, tj. svjetlosti u crvenom
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podrucju spektra. Rijec je o tri medusobno kompetitivna procesa, tj. u odredenim okolisSnim
uvjetima moze do¢i do pada ucinkovitosti fotosinteze ¢ime se mijenja udio energije koji je
raspoloziv za preostala dva procesa, fluorescenciju i toplinu, rezultiraju¢i njihovim porastom
(Fracheboud 1 Leipner 2003). Upravo se zato mjerenje fluorescencije klorofila a uspjesno
koristi za pracenje i karakterizaciju fotosintetskih dogadaja (Strasser i sur. 2000, 2004). Za
procjenu utjecaja razli¢itih stresnih ¢imbenika na ucinkovitost fotosinteze danas se najcesce
koristi odredivanje maksimalnog kvantnog prinosa PSII (Fy/Fm) (Stirbet i sur. 2018, Xia i sur.
2023). Rije¢ je o parametru koji predstavlja omjer maksimalne (Fn) i minimalne (Fo)
fluorescencije klorofila a mjerene u biljaka prilagodenih na uvjete tame. Prilagodbom biljaka
na tamu osigurava se da su sve molekule reakcijskih centara PSII u oksidiranom stanju te je u
takvim uvjetima moguce izmjeriti Fo (Byrdin i sur. 2000, Kalaji i sur. 2017). Kako bi se
inducirao porast fluorescencije, biljke prilagodene na uvjete tame osvjetljava se pulsom jake
svjetlosti, tj. saturacijskim pulsom. Time dolazi do redukcije vecine reakcijskih centara te
fluorescencija doseze svoj maksimum pri ¢emu je moguce izmjeriti F, (Maxwell i Johnson

2000, Kiipper i sur. 2019).

Danas postoje razli¢ite metode, kao S§to su JIP-test i metoda saturacijskog pulsa, koje
omogucuju dublji i detaljniji uvid u fotosintetske procese (Schreiber i sur. 1994, Strasser i sur.
2000). Posebno se isti¢e JIP-test koji je zbog svoje relativno jednostavne primjene postao
izrazito popularan tijekom posljednja dva desetlje¢a (Kalaji i sur. 2014, 2017). Kao $to sam ve¢
spomenula, u biljaka prilagodenim uvjetima tame moguce je izmjeriti Fo, koje ujedno oznacava
korak O u JIP-testu. Nakon osvjetljavanja biljaka pulsom jake svjetlosti postize se razdvajanje
naboja u molekuli klorofila a u reakcijskom centru te zapoc€inje prijenos elektrona. S klorofila a,
elektroni se prenose do primarnog akceptora (feofitina). Za reakcijski centar vezane su
molekule plastokinona A i B koje primaju elektrone od feofitina (Okamura 1 sur. 2000). U
trenutku kad je reducirana vecina molekula plastokinona A, postignut je korak J. Kad je
reducirana ve¢ina molekula plastokinona B, postignut je korak I. Naposljetku, korak P postignut
je redukcijom vec¢ine molekula plastokinona u tzv. plastokinonskom bazenu izmedu PSII i
kompleksa citokrom bef. Time se postize maksimalna vrijednost fluorescencije (Fm) (Maxwell
1 Johnson 2000, Kiipper i sur. 2019). Osim odredivanja parametra Fy/Fm, primjenom JIP-testa
moguce je procijeniti kako se apsorbirana energija koristi u svjetlosnim reakcijama fotosinteze
(Strasser i sur. 2000, Zivéak i sur. 2008). To ukljuuje analizu parametra Plags, koji se u
istrazivanjima koristi kao pokazatelj u¢inka stresnih uvjeta (Strasser i sur. 2000, Chen i Cheng

2009, Zushi 1 sur. 2012, Jagerbrand i Kudo 2016). Navedeni parametar objedinjuje Cetiri glavna
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toka energije u fotosintetskom aparatu — apsorpciju svjetlosti (fotona), protok ,,uhvacenih*
fotona, prijenos elektrona te rasipanje energije po aktivnom reakcijskom centru PSII (Strasser
i sur. 2000, 2004). Drugim rije¢ima, odredivanjem vrijednosti PIaps moze se kvantitativno

procijeniti vitalnost biljaka na temelju njihove fotosintetske aktivnosti (Zivéak i sur. 2008).

2.2.3. Oksidacijski stres

Zbog djelovanja povisene temperature, u biljnoj stanici dolazi do pojave sekundarnog stresa,
odnosno pojave oksidacijskog stresa uslijed pojac¢ane stope sinteze razli¢itih vrsta ROS-ova
(Qu 1 sur. 2013). Najces¢i oblici ROS-ova su vodikov peroksid (H20,), hidroksilni radikal
(‘OH), singletni kisik ('0) i superoksidni radikal (O,™) (Kumar i Wani 2020). Glavni izvor
ROS-ova pri djelovanju toplinskog stresa su kloroplasti, posebno PSI i PSII (Hasanuzzaman i
sur. 2013, Zhao i sur. 2021). U normalnim okolisnim uvjetima, u procesu fotosinteze,
apsorbirana svjetlosna energija uc¢inkovito se koristi za pokretanje lanca prijenosa elektrona i
konacno za proizvodnju ATP-a i NADPH-a. Medutim, u uvjetima toplinskog stresa, prijenos
elektrona moZe postati neuravnotezen, Sto rezultira nastankom tripletnog klorofila, najces¢e u
PSII (Caffarri i sur. 2014). Tripletni klorofil moze reagirati s drugim molekulama, poput kisika,
stvarajué¢i 'O, (Krieger-Liszkay 2005). Kao rezultat svoje visoke reaktivnosti, !O> moze
reagirati s razli¢itim bioloskim molekulama, uzrokujuéi oste¢enja i dovodeci do stani¢ne smrti
(op den Camp i sur. 2003). S obzirom da je rije¢ o relativno kratkozivuc¢oj molekuli (3,1 do 3,9
us u ¢istoj vodi), 'O, uglavnom reagira s molekulama u svom najblizem okruzenju (Krasnovsky
Jr 1998, Jajic i sur. 2015). Medutim, istraZivanja su pokazala da 'O> moze biti i signalna
molekula koja sudjeluje u aktivaciji ekspresije razli¢itih gena. Primjer je istrazivanje iz 2012.
godine (Ramel i sur. 2012) koje je pokazalo da uslijed porasta koli¢ine 'O, u uvjetima visokog
osvjetljenja dolazi do pojacane sinteze jednog oblika karotenoida, poznatog kao f-ciklocitral.
Autori su pokazali da je upravo f-ciklocitral zasluzan za indukciju velikog broja gena
povezanih s pojacanom tolerancijom fotooksidacijskog stresa. Povrh toga, inducirani geni
identificirani su kao !'O»-inducibilni geni. Drugim rije¢ima, B-ciklocitral vrlo vjerojatno

sudjeluje kao molekula-glasnik u signalnom putu posredovanom molekulom 'O,.

U biljnim stanicama, O™ moze nastati u razlicitim organelima, ukljucujuéi kloroplaste,
mitohondrije, peroksisome, ali i apoplast te plazmatsku membranu (Rhoads i sur. 2006,
Rosenwasser i1 sur. 2011, Sandalio i sur. 2013). Primarni izvor O2" u kloroplastima je tzv.

Mehlerova reakcija koja ukljucuje direktan prijenos elektrona s PSI na molekulu kisika, Sto
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rezultira nastajanjem O2"". Novonastali O se dalje prevodi u H2O2 uz pomo¢ antioksidacijskog
enzima SOD (Asada 2006). Drugi vazan izvor O;" su enzimi smjeSteni na plazmatskoj
membrani, nazvani RbohB (engl. respiratory burst oxidase homolog protein B) i RbohD (engl.
respiratory burst oxidase homolog protein D). Oba enzima ubrajaju se u tzv. NADPH oksidaze
koje koriste NADPH kao donor elektrona za redukciju kisika do O>" (Sagi i Fluhr 2006). Vazno
je naglasiti da sama molekula O™ nastala djelovanjem NADPH oksidaze vrlo vjerojatno nema
ulogu signalne molekule tijekom djelovanja abiotickog stresa, time ni toplinskog, jer je rije¢ o
umjereno reaktivnoj i kratkozivucoj (2 do 4 ps) molekuli koja ne moze prije¢i membranu
(Takahashi i Asada 1983). Naprotiv, tu ulogu vrlo vjerojatno ima H>O> jer se, zahvaljuju¢i

enzimu SOD, O, relativno brzo dismutira do H>O> 1 Oz (Jajic i sur. 2015).

Posljednjih godina velika paznja posvecena je NADPH oksidazi jer je pokazano da ROS-ovi
generirani njihovom aktivno$¢u poticu oslobadanje duSikovog oksida (Wang i sur. 2014).
Istrazivanje iz 2010. godine (Xuan i sur. 2010) pokazalo je da prisustvo dusikovog oksida
dovodi do aktivacije signalnog puta posredovanog proteinom kalmodulin 3. Medutim, do
aktivacije kalmodulina ne dovodi iskljucivo dusikov oksid. Naime, u uvjetima toplinskog stresa
aktiviraju se specifi¢ni kalcijevi kanali §to dovodi do povecanja stani¢nih razina kalcija, Sto
uzrokuje aktivaciju razli¢itih signalnih puteva, prije svega onih vodenih proteinima iz skupina
CBK (engl. calcium/calmodulin binding protein-kinase), CDPK (engl. calcium dependent
protein-kinase) 1 kalmodulinom (Mittler i sur. 2012, Sajid 1 sur. 2018). Zajednicki, aktivirani
signalni putevi induciraju razli¢ite transkripcijske faktore, prije svega proteine HSFA1 1 HSFA2
(engl. heat shock factor Al and A2), koji ¢e dalje inducirati druge transkripcijske faktore i
pokrenuti odgovor biljke na toplinski stres (Li i sur. 2004).

Prilikom reakcije H>O2> 1 O>™ moze nastati -‘OH, a proces je poznat kao Haber-Weissova
reakcija. Sama reakcija sastoji se od dva vazna koraka — u prvom koraku se trovalentno Zeljezo
(Fe*") u prisustvu O>" reducira do dvovalentnog Zeljeza (Fe*"), a u drugom koraku, u reakciji
Fe?* i H,O; nastaje -OH (tzv. Fentonova reakcija). Takoder, O, moze direktno reagirati s HoO»
pri ¢emu isto nastaje -OH (Sharma i sur. 2012). U odnosu na druge vrste ROS-ova, -OH je
najreaktivniji oblik te moze reagirati sa svim bioloski vaznim molekulama uzrokujuéi stani¢na
ostecenja poput peroksidacije lipida, razaranja membrane i deformacije proteina (Valko 1 sur.
2006). S obzirom da stanice ne posjeduju enzimatski mehanizam za uklanjanje -OH, porast
koli¢ine -OH moze uzrokovati stanicnu smrt (Tiwari i sur. 2017). Unato¢ visokoj reaktivnosti,

‘OH je kratkozivu¢a molekula (~1 ns) pa je vecina §tete uzrokovana u blizini sinteze -OH
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(Elstner 1982, Buxton i sur. 1988). Takoder, porast koli¢ine -OH moze se sprijeciti razgradnjom

H>0O> enzimima poput katalaze (CAT) i peroksidaza (Tiwari i sur. 2017).

U usporedbi s prethodno spomenutim oblicima ROS-ova, H>O> je umjereno reaktivan, ali
relativno stabilan ROS s duljim vremenom poluZzivota (1 ms). Takoder, s obzirom na razinu
reaktivnosti 1 sposobnost prolaska kroz membranu, H>O> moze utjecati na molekule udaljene
od mjesta nastanka (Tiwari i1 sur. 2017). Upravo zbog tih karakteristika, znacajna pozornost
posvecena je istrazivanju H>O> kao signalne molekule koja ima ulogu u regulaciji specifi¢nih
bioloskih procesa i aktivaciji mehanizama tolerancije na razli¢ite nepovoljne okoliSne uvjete
(Sharma 1 sur. 2012, Ohama i sur. 2017). Istrazivanje provedeno 2006. godine (Volkov i sur.
2006) pokazalo je da je indukcija H>O: tijekom poviSenih temperatura klju¢na za povecanu
ekspresiju gena koji sudjeluju u odgovoru na toplinski stres, kao Sto su HSP17.6 1 HSP18.2.
Takoder, isto istrazivanje je pokazalo da H>O: pokrece aktivaciju spomenutih gena putem
aktivacije gena HSFAla i HSFAID, i to u ranim fazama odgovora biljke na stres. Medutim,
zbog pojacane stope sinteze H»O» takoder moze do¢i do narusavanja strukture i funkcija
bioloski vaznih molekula. Primjerice, istraZivanja su pokazala da uslijed prisutnosti H>O2 u
koncentracijama viSim od 10 uM dolazi do znacajne inhibicije aktivnosti enzima ciklusa CBB
ukljucenih u fazu regeneracije (Kaiser 1979, Leegood i Walker 1982). Kako bi se izbjeglo
znacajnije naruSavanje strukture i funkcija molekula uslijed povecane koli¢ine H20O», vazna je
precizna kontrola njegovih stani¢nih koncentracija i pravovremena aktivacija antioksidacijskih

enzima poput CAT i peroksidaza (Sharma i sur. 2012).

2.2.4. Oksidacijsko oSte¢enje membrana

Nastajanje i uklanjanje ROS-ova moraju biti strogo kontrolirani kako bi se izbjegle neZeljene
posljedice u biljnoj stanici. Kad razina ROS-ova premasi kapacitet obrambenih mehanizama,
stanje oksidacijskog stresa moze dovesti do narusavanja strukture i funkcija molekula kao Sto
su lipidi, proteini i nukleinske kiseline (Sharma i sur. 2012). Stovise, porast koncentracije ROS-
ova rezultira intenzivnijom peroksidacijom lipida, Sto dodatno doprinosi ucincima
oksidacijskog stresa u stanici, jer nastaju lipidni radikali koji mogu ostetiti proteine i nukleinske

kiseline (Sharma 1 sur. 2012, Tiwari i sur. 2017).

Polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA, engl. polyunsaturated fatty acids), koje su uglavnom
prisutne u membranskim fosfolipidma, posebno su osjetljive na oStec¢enja koja uzrokuju ROS-

ovi (Sharma i sur. 2012, Tiwari i sur. 2017). Proces lipidne peroksidacije sastoji se od tri glavna
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koraka — inicijacije, propagacije i terminacije (El-Beltagi i Mohamed 2013). U prvoj, inicijalnoj
fazi lipidne peroksidacije, dolazi do djelomiéne redukcije molekule kisika putem Fe?*, §to
rezultira stvaranjem slobodnih radikala. Novonastali radikali, prije svega 0> i -OH, reagiraju
s metilenskom (-CH»-) skupinom masnih kiselina, stvaraju¢i konjugirane diene — lipidne
peroksi radikale i hidroperokside. S obzirom na izrazitu reaktivnost peroksi radikala, oni
reagiraju s novim molekulama kisika, stvarajuc¢i dodatne peroksi radikale. To poti¢e lancanu
reakciju stvaranja lipidnih radikala. Medutim, antioksidansi poput a-tokoferola mogu donirati
ion H" lipidnim radikalima Sto ¢e naposljetku rezultirati ne-radikalnim produktima, odnosno

terminacijom peroksidacije (Putman i sur. 2021).

Stupanj lipidne peroksidacije Cesto se koristi kao pokazatelj oSteenja stanicnih membrana
uzrokovanih ROS-ovima. Pri tome se za procjenu stupnja lipidne peroksidacije mjeri
koncentracija malondialdehida (MDA), jednog od krajnjih produkata peroksidacije nezasi¢enih
masnih kiselina u fosfolipidima (Sharma i sur. 2012, Tiwari i sur. 2017). Nekoliko je
istrazivanja ukazalo na pozitivnu korelaciju izmedu povecane koli¢ine ROS-ova i povecane
koncentracije MDA u nepovoljnim okoli$nim uvjetima (Das i Roychoudhury 2014, Choudhury
i sur. 2017). Primjerice, tijekom dugotrajnog izlaganja stanica duhana (Nicotiana tabacum cv.
Bright Yellow 2) poviSenim temperaturama dolazi do povecanja razine H>O», stupnja lipidne
peroksidacije i oksidacije proteina (Sgobba i sur. 2015). S druge strane, autori nisu zabiljezili
takve promjene tijekom kraceg izlaganja stanica duhana umjereno povisenim temperaturama,

ali su primijetili nakupljanje proteina HSP i porast aktivnosti antioksidacijskog sustava.

2.3. Mehanizmi odgovora biljaka na toplinski stres

Tolerancija biljaka na visoke temperature temelji se na slozenoj i sofisticiranoj mrezi koja se
sastoji od velikog broja razli¢itih mehanizama. Prilagodba na poviSene temperature ukljucuje
reprogramiranje biljnog transkriptoma, proteoma, epigenoma i metaboloma te prema potrebi
aktiviranje mehanizama programirane stani¢ne smrti, $to u konacnici moZe rezultirati
odbacivanjem biljnih dijelova ili ¢ak smréu citavog organizma (Qi i sur. 2011, Sanchez-
Rodriguez i sur. 2011). Nekoliko je istrazivanja pokazalo da uslijed izlaganja biljaka povisenim
temperaturama prvenstveno dolazi do indukcije spomenutih transkripcijskih faktora HSF, a
zatim 1 do indukcije proteina HSP te pojacane ekspresije gena koji su ukljuceni u biosintezu
antioksidansa i kompatibilnih osmolita (Wang i sur. 2016, Fang i sur. 2018, Galsurker 1 sur.

2018).
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Proteini HSF podijeljeni su u tri konzervirane evolucijske klase (A, B i C) s obzirom na
strukturne znacajke njihovih oligomerizacijskih domena. Proteini iz klase A neophodni su za
aktivaciju transkripcijskih faktora uslijed djelovanja poviSenih temperatura. Toplinski stres
uzrokuje aktivaciju i vezanje proteina HSFA za promotorsku regiju drugih gena putem
prepoznavanja specificne domene HSE (engl. heat stress elements), §to zauzvrat dovodi do
aktivacije transkripcije ciljanih gena. Nasuprot proteinima iz klase A, proteini iz klase B 1 C
smatraju se represorima transkripcije jer im nedostaje odgovaraju¢i motiv AHA (engl. aromatic
hydrophobic acidic) koji je nuzan za transkripcijsku aktivnost proteina iz klase A (Scharf'i sur.
2012, Jacob i sur. 2016). Uistinu, istrazivanja (Mishra i sur. 2002, Yoshida i sur. 2011, Liu i
sur. 2011) na uro¢njaku te na poljoprivredno vaznoj rajéici (Solanum lycopersicum L.) pokazala
su da centralnu ulogu u aktivaciji 1 regulaciji sloZene transkripcijske mreze u odgovoru na
toplinski stres imaju proteini iz porodice faktora toplinskog Soka A1l (HSFA1). Upravo se
proteini HSFA1 smatraju tzv. ,,master” regulatorima koji su neophodni za aktivaciju velikog
broja transkripcijskih faktora ukljucenih u odgovor biljke na toplinski stres (Slika 4). Smanjena
ekspresija ili potpuna inhibicija gena HSFAI u uro¢njaku i raj€ici rezultirala je smanjenom
ekspresijom gena uklju¢enih u odgovor na poviSenu temperaturu te fenotipom osjetljivim na
toplinski stres (Mishra i sur. 2002, Yoshida i sur. 2011, Liu i sur. 2011). Jedan od klju¢nih
proteina reguliranih proteinom HSFAI je protein DREB2A (engl. dehydration-responsive
element binding 24). Rije¢ je o transkripcijskom faktoru koji indukcijom transkripcije gena
HSFA3 (engl. heat stress transcription factor A3) sudjeluje u aktivaciji velikog broja gena u
odgovoru na toplinski stres i susu (Schramm i sur. 2008, Yoshida i sur. 2011). Istrazivanje iz
2006. godine (Sakuma i sur. 2006) pokazalo je da biljke uro¢njaka s prekomjernom ekspresijom
gena DREB24 imaju znafajno viSu termotoleranciju. Istovremeno, biljke s utiSanom
ekspresijom spomenutog gena imale su znacajno nizu toleranciju na povisene temperature u

odnosu na divlji tip.

Proteini HSF iz klase B smatraju se transkripcijskim represorima jer negativno reguliraju
ekspresiju mnogih gena induciranih poviSenom temperaturom, poput gena HSFA2, HSFA7a,
HSP101 1 HSP70 (Ohama i sur. 2017). Takoder, geni koji kodiraju proteine iz porodice HSFB
su ciljani geni nizvodno od HSFA1 te se smatra da upravo oni precizno podeSavaju odgovor na
toplinski stres potiskivanjem aktivnosti HSFA1 mehanizmom negativne povratne sprege
(Ohama 1 sur. 2017, Zhao i sur. 2021). S druge strane, iako se prema dosadasnjoj literaturi
proteini HSF iz klase C smatraju represorima transkripcije, njihove uloge jos uvijek nisu u

potpunosti razjasnjene (Jacob 1 sur. 2016, Zhao i sur. 2021). Naime, istrazivanje na pSenici
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pokazalo je da prekomjerna ekspresija gena TaHSFC2a-B dovodi do pojacane ekspresije gena
koji kodiraju proteine HSP §to naposljetku rezultira boljom termotolerancijom u odnosu na
divlji tip (Hu 1 sur. 2018). Sli¢ni rezultati dobiveni su kloniranjem i prekomjernom ekspresijom
gena FaHSFCIb iz trstaste vlasulje (Festuca arundinacea Schreb.) u uro¢njaku (Zhuang i sur.

2018).
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Slika 4. Pojednostavljeni prikaz transkripcijske regulatorne mreze tijekom odgovora biljke na
toplinski stres. Pod utjecajem poviSenih temperatura prekida se interakcija kompleksa proteina
HSP70/90 i HSFA1, glavnih regulatora odgovora biljke na toplinski stres. Nakon prekida
interakcije, protein HSFA1 odlazi iz citoplazme u jezgru gdje dovodi do aktivacije drugih
transkripcijskih faktora ukljucenih u odgovor na toplinski stres. Uz aktivaciju HSFAT1, toplinski
stres rezultira nakupljanjem reaktivnih kisikovih oblika (ROS), poput H>O., te povecanjem
koncentracije kalcijevih iona (Ca®*) u stanici. Ti procesi dalje potiu aktivaciju dodatnih gena
ukljucenih u odgovor biljke na toplinski stres. Preuzeto i prilagodeno prema Debnath i sur.
(2024).

2.3.1. Proteini toplinskog Soka

Jedan od vaznijih mehanizama u odgovoru biljaka na toplinski stres je indukcija proteina HSP
u stanici (Kotak i sur. 2007). Ekspresija proteina HSP pod kontrolom je proteina HSF
zahvaljujuéi prisustvu cis-regulatornog elementa HSE (engl. heat shock element). Naime, geni
inducirani poviSenom temperaturom, ukljucuju¢i i gene koji kodiraju proteine HSP, u

promotorskoj regiji sadrze visoko konzervirani element HSE. Poznato je da element HSE sadrzi

17



palindromsku sekvencu (5'-AGAANNTTCT-3") koja sluzi kao vezno mjesto za proteine HSF

¢ime se omogucava transkripcijska regulacija ciljanih gena (Nover i sur. 2001).

S obzirom na molekulsku masu, proteini HSP podijeljeni su u pet evolucijski konzerviranih
porodica— HSP100 (ili CIpB), HSP90, HSP70 (ili DnaK), HSP60 (ili GroE) i sHSP (engl. small
heat shock proteins, < 40 kDa). Op¢enito, proteini HSP ¢ine izrazito heterogenu skupinu te se
popis njihovih uloga neprestano Siri kako istrazivanja napreduju. Medutim, svaka od navedenih
porodica ima svoju primarnu funkciju tijekom odgovora biljaka na toplinski stres
(Hasanuzzaman i sur. 2013). Tako su proteini iz porodice HSP100 ukljuceni u disocijaciju i
razgradnju proteina koji uslijed djelovanja nepovoljnih uvjeta formiraju agregate, a koji mogu
naruSiti normalne stani¢ne funkcije. Proteini iz porodice HSP90 imaju ulogu ko-regulatora
prijenosa signala uslijed djelovanja toplinskog stresa. Takoder, dio su procesa smatanja
proteina, odnosno formiranja njihove trodimenzionalne strukture §to je neophodan proces za
uspostavljanje funkcionalnosti proteina. U tom procesu ulogu imaju i proteini iz porodice
HSP70 1 HSP60 koji sudjeluju u stabilizaciji novo-formiranih proteina kako bi se postigla
njihova pravilna trodimenzionalna struktura. Proteini HSP70 i HSP90 imaju ulogu u regulaciji
aktivnosti proteina HSFA1 tijekom djelovanja okoli$nih uvjeta (Slika 4). U takvim uvjetima,
kompleks proteina HSP70/90 vezan je na protein HSFA1 ¢ime se utiSava aktivnost proteina
HSFAT i onemogucuje njegova lokalizacija u jezgri (Yamada i sur. 2007, Hahn 1 sur. 2011).
Tijekom djelovanja povisenih temperatura, prekida se interakcija izmedu kompleksa HSP70/90
i proteina HSFA1 ¢ime dolazi do aktivacije proteina HSFA1 i njegove translokacije iz
citoplazme u jezgru, Sto naposljetku dovodi do ranije spomenute indukcije odgovora na
toplinski stres (Ohama 1 sur. 2017). Proteini iz porodice sHSP sluze kao strukturalna potpora i
zaStita za stabilizaciju proteina koji se jo§ nisu pravilno preslozili ili jo§ nisu smotani

(Hasanuzzaman i sur. 2013).

2.3.2. Antioksidacijski sustav

U odrzavanju stani¢ne homeostaze tijekom stresnih, ali i optimalnih okoliSnih uvjeta vaznu
ulogu ima antioksidacijski sustav. Sam sustav ¢ini kompleksna mreza razli¢itih enzima i
spojeva koji djeluju koordinirano kako bi neutralizirali Stetan utjecaj slobodnih radikala i
zastitili stanice od oksidacijskog stresa (Sharma i sur. 2012). S obzirom na mjesto nastanka

ROS-ova, antioksidansi su prisutni u razli¢itim biljnim organelima kao $to su kloroplasti,
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mitohondriji i peroksisomi, a razlikujemo enzimski i ne-enzimski dio antioksidacijskog sustava

(Sharma i sur. 2012, Tiwari i sur. 2017).

Prema istrazivanju iz 2008. godine (Ahmad i sur. 2008), u biljnom genomu postoji preko 150
gena koji kodiraju antioksidacijske enzime te proteine ukljuene u neutralizaciju ROS-ova.
Najistaknutiji enzimi antioksidacijskog sustava su CAT, superoksid dismutaza (SOD),
peroksidaze te enzimi ukljuceni u askorbat-glutationski ciklus (Sharma i sur. 2012, Tiwari i sur.
2017). Nekoliko istrazivanja predlozilo je da enzim SOD ¢ini prvu crtu obrane od oksidacijskog
stresa uzrokovanog razli¢itim nepovoljnim ¢imbenicima (Scandalios 1993, Shi i Zhu 2008,
Srivastava i Dubey 2011). Naime, spomenuti enzim sudjeluje u dismutaciji dvije molekule O™
u jednu molekulu H20: i jednu molekulu kisika (Slika 5). Zahvaljujuéi uklanjanju O2™ smanjuje
se mogucénost nastajanja izrazito reaktivnog i Stetnog -OH Haber-Weissovom reakcijom
(Abouzari i Fakheri 2015). U biljaka postoji razli¢it broj gena koji kodiraju izoforme enzima
SOD. Primjerice, u uro¢njaka postoji devet gena, dok ih je u rizi (Oryza sativa L.) osam (Yadav
i sur. 2019). S obzirom na prosteticku skupinu vezanu na pojedinu izoformu, geni SOD mogu
se podijeliti u tri klase — klasu ¢ije izoforme sadrze zeljezo (Fe-SOD), klasu ¢ije izoforme sadrze
mangan (Mn-SOD) te klasu ¢ije izoforme sadrze bakar i cink (Cu/Zn-SOD) (Sharma i sur. 2012,
Tiwari i sur. 2017).

Enzim CAT prvi je otkriveni i okarakterizirani enzim antioksidacijskog sustava. Radi se o
enzimu koji se sastoji od Cetiri podjedinice (tetramer) te sadrzi prosteticku skupinu hem, a
odgovoran je za katalizu dismutacije dviju molekula H>O> do vode i kisika (Sharma i sur. 2012)
(Slika 5). Dugo vremena se smatralo da je enzim CAT prisutan samo u peroksisomima,
glavnom mjestu nastajanja H>O>. Medutim, pokazalo se da je enzim prisutan i u citosolu,
kloroplastima i mitohondrijima (Mhamdi i sur. 2010). U uro¢njaka postoje tri gena koji kodiraju
izoforme katalaze — CATI-3. Navedeni geni medusobno se razlikuju prema razini ekspresije u
tkivu Sto Cesto ovisi o tipu stresnog Cimbenika. Primjerice, gen CAT3 konstitutivno je
eksprimiran u svim organima, dok je gen CATI uglavnom eksprimiran u reproduktivnim
organima i sjemenkama. S druge strane, analiza genske ekspresije u odgovoru biljaka na
razli¢ite vrste stresnih ¢imbenika izdvojila je gen CAT2 kao najjace eksprimirani gen od tri
navedena (Alam i Ghosh 2018). Osim CAT, u biljnim stanicama postoji nekoliko drugih enzima
koji mogu razgraditi H>O». U usporedbi s njima, CAT je visoko specificna za H>O», ali manje
specificna za druge perokside. Takoder, jedinstvena je po tome $to za razgradnju H>O2 ne
zahtijeva reduciraju¢i donor elektrona, ve¢ koristi hem skupinu kao koenzim (Sharma i sur.

2012, Tiwari i sur. 2017).
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Slika 5. Prikaz enzimskog i ne-enzimskog antioksidacijskog sustava u biljaka. Najznacajniji
enzimi odgovorni za neutralizaciju reaktivnih kisikovih oblika (0., -OH, !'O,, H,0) su
superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i askorbat peroksidaza (APX), dok su
najznacajniji ne-enzimski spojevi a-tokoferol i karotenoidi. Neutralizacija reaktivnih kisikovih
oblika dodatno se pospjesuje aktivnoséu askorbat-glutationskog ciklusa ¢ija okosnica su enzimi
monodehidroaskorbat reduktaza (MDHR) i dehidroaskorbat reduktaza (DHR) koji sudjeluju u
regeneraciji askorbata te glutation reduktaza (GR) i1 ne-enzimski spojevi askorbat, oksidirani
(GSH) i reducirani (GSSG) glutation. Preuzeto i prilagodeno prema Halliwell (2006) te Ceron-
Garcia i sur. (2012).

Biljne peroksidaze ¢ine drugu skupinu enzima koji prilikom oksidacije razli¢itih supstrata
reduciraju H>O> do vode (Das i Roychoudhury 2014, Tiwari i sur. 2017). S obzirom na stani¢nu
lokalizaciju 1 funkciju, peroksidaze se mogu klasificirati u tri skupine. U biljkama su prisutne
klasa 1 i klasa 3, dok je klasa 2 karakteristi¢na iskljucivo za carstvo gljiva (Mathé i sur. 2010).
Klasu 3 ¢ini velika skupina razli¢itih proteina koji pokazuju visok afinitet prema aromatskim
molekulama poput gvajakola. Zbog toga su ovi enzimi poznati kao gvajakol peroksidaze
(G-POD) i mogu se pronaci u vakuolama, stani¢noj stijenci i citosolu (Mathé i sur. 2010, van
Doorn i Ketsa 2014). Uz njihovu aktivnost vezani su razli¢iti bioloski procesi poput
umrezavanja stani¢ne stijenke, sinteze lignina i suberina, metabolizma auksina te tolerancije
razliCitih abiotickih i biotickih ¢imbenika (Passardi i sur. 2005, Cosio i Dunand 2009, Marjamaa
i sur. 2009). U literaturi, enzimi G-POD cesto se nazivaju ,,stres* enzimima jer je velik broj
istrazivanja pokazao da prilikom izlaganja biljaka razli¢itim nepovoljnim okoliSnim uvjetima

dolazi do indukcije njihove aktivnosti te u¢inkovite neutralizacije ROS-ova i peroksi radikala
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(Kang i Saltveit 2002, Xu i sur. 2008, Bai i sur. 2010). U klasu 1 ubraja se askorbat peroksidaza
(APX), centralni enzim askorbat-glutationskog ciklusa (Mathé i sur. 2010). APX katalizira
redukciju H2Oz do vode, koristeci askorbat kao donora elektrona (Slika 5). U uro¢njaka postoji
devet gena koji kodiraju izoforme APX u razli¢itim stani¢nim dijelovima — citosolu,
peroksisomima, stromi i tilakoidima kloroplasta (Chew i sur. 2003, Mittler i sur. 2004). U rizi
je opisano Sest gena APX, od kojih su tri znacajna za izoforme eksprimirane u kloroplastima,
dvije za citosol i peroksisome, a jedna za mitohondrije (Teixeira i sur. 2006, Anjum i sur. 2014).
U usporedbi s enzimom CAT, APX pokazuje visi afinitet prema H>O; te ima klju¢nu ulogu u
odrzavanju unutarstani¢ne ravnoteze ROS-ova, posebno tijekom nepovoljnih okoli$nih uvjeta
(Das i Roychoudhury 2014). Kao §to je ve¢ ranije spomenuto, APX je klju¢ni enzim askorbat-
glutationskog ciklusa koji ima vitalnu ulogu u neutralizaciji ROS-ova i odrzavanju redoks
ravnoteze unutar stanice (Tiwari i sur. 2017). Ciklus zapocinje redukcijom H>O> do vode, Sto
istovremeno uzrokuje oksidaciju askorbata i nastanak monodehidroaskorbata (MDHA). Kako
bi se aktivnost APX-a odrzala neprekinutom, neophodno je regenerirati MDHA (Slika 5). U
procesu regeneracije sudjeluje enzim monodehidroaskorbat reduktaza (MDHR), pri ¢emu
nikotinamid adenin dinukleotid (NADH) ili NADPH sluze kao donori elektrona. Ukoliko ne
dode do brze redukcije MDHA, do¢i ¢e do njegovog spontanog raspada na askorbat i
dehidroaskorbat (DHA). Da bi se DHA regenerirao u askorbat, klju¢na je uloga enzima
dehidroaskorbat reduktaze (DHR), koji koristi reducirani glutation (GSH) kao donora elektrona
za redukciju DHA u askorbat. Pri tome nastaje oksidirani dimer glutation disulfid (GSSG), koji
zatim djelovanjem enzima glutation reduktaze (GR) i NADPH kao donora elektrona prelazi u

reducirani oblik glutationa, odnosno GSH (Das i Roychoudhury 2014, Tiwari i sur. 2017).

Osim enzima, dio antioksidacijskog sustava ¢ine i ne-enzimski spojevi poznati kao ne-enzimski
antioksidansi. U ovu skupnu ubrajaju se ve¢ spomenuti askorbat i GSH te a-tokoferol,
karotenoidi, fenolni spojevi i kompatibilni osmoliti kao §to je aminokiselina prolin (Sharma i
sur. 2012, Tiwari 1 sur. 2017). Medu njima, za uklanjanje suviSne energije apsorbirane na
fotosintetskim membranama, posebno su znacajni karotenoidi (Tiwari i sur. 2017). Rije¢ je o
lipofilnim organskim spojevima koji se nalaze u plastidima fotosintetski aktivnog i ne-aktivnog
tkiva, a mogu apsorbirati svjetlosnu energiju valnih duljina od 450 do 570 nm te je prenositi na
klorofil a (Das i Roychoudhury 2014, Tiwari i sur. 2017). U biljnom tkivu imaju mnogobrojne
uloge, ukljucujuéi i zastitu od oksidacijskog stresa. Naime, karotenoidi se mogu nalaziti u
nekoliko energijskih stanja — osnovnom stanju te ovisno o koli¢ini apsorbirane energije, u

jednom ili dva pobudena stanja. Pri apsorpciji suvisne energije, odnosno prelasku u pobudeno
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stanje, Stite fotosintetski aparat tako Sto: 1) reagiraju s lipidnim peroksidima kako bi doveli do
terminacije lipidne peroksidacije, 2) neutraliziraju 'O, i oslobadaju suviSak energije kao
toplinu, 3) reagiraju s tripletnim klorofilom kako bi se sprije¢ilo nastajanje !O> te 4) otpustaju
suvisak apsorbirane energije kroz ksantofilski ciklus (Das i Roychoudhury 2014, Tiwari i sur.
2017). Uistinu, istrazivanje iz 2011. godine (Gomathi i Rakkiyapan 2011) pokazalo je da visok
udio karotenoida u otpornijem varijetetu Secerne trske doprinosi toleranciji biljke na solni stres
pri ¢emu su tretirane biljke pokazale bolju membransku stabilnost i fotosintetsku u¢inkovitost

u odnosu na varijetet sa smanjenim sadrzajem karotenoida u tkivu.

Posljednjih godina, nekoliko je istrazivanja (Elewa i sur. 2017, Qirat i sur. 2018, Sadeghipour
2020) istaknulo aminokiselinu prolin kao dio antioksidacijskog sustava biljaka. Prolin se smatra
tzv. osmoprotektantom ili kompatibilnim osmolitom, a u koje se ubrajaju mali i izrazito topivi
organski spojevi s neutralnim nabojem koji ne utjecu na odvijanje metabolickih reakcija tijekom
optimalnih uvjeta (Das i Roychoudhury 2014, Hosseinfard i sur. 2022). Osmoliti se uobic¢ajeno
dijele u tri skupine — Secere i Secerne alkohole (npr. trehaloza, inozitol), kvarterne amonijeve
spojeve (npr. glicin betain, poliamini) te aminokiseline (npr. prolin, ektoin). Medu njima, prolin
se istaknuo kao jedan od najucinkovitijih osmolita i signalnih molekula, zahvaljujuéi svojoj
specificnoj strukturi. Naime, zbog svoje ciklicke strukture, prolin nema slobodnu amino
skupinu koja moze stvarati vodikove veze kao $to to rade druge aminokiseline. To ga ¢ini manje
sklonim sudjelovanju u sekundarnim strukturama poput a-zavojnica i S-ploca, ali doprinosi
njegovoj sposobnosti djelovanja kao antioksidansa (Hosseinfard i sur. 2022). Prema Das i
Roychoudhury (2014), prolin je u¢inkovit u neutralizaciji -OH i 'O, te moZe smanjiti oStecenja
uzrokovana peroksidacijom lipida. Tijekom stresnih uvjeta, u biljkama raste koli¢ina prolina,
Sto moze biti posljedica njegove povecane sinteze ili smanjene degradacije (Verbruggen i
Hermans 2008). Sinteza prolina odvija se u nekoliko koraka, pri ¢emu se kao supstrat koristi
glutaminska kiselina, a biosintezu kataliziraju dva enzima — 1-pirolin-5-karboksilat sintetaza i
pirolin-5-karboksilat reduktaza. Reakciju degradacije katalizira enzim prolin dehidrogenaza
(Verbruggen i Hermans 2008). Iako tijekom stresa koli¢ina prolina raste, nekoliko istrazivanja
predlozilo je moguce toksi¢no djelovanje prolina i njegovog meduprodukta, pirolin-5-
karboksilata (Hellmann i sur. 2000, Deuschle i sur. 2004, Rizhsky i sur. 2004). Istrazivanje iz
2004. (Deuschle i sur. 2004) pokazalo je da nakon egzogene primjene prolina i pirolin-5-
karboksilata dolazi do povec¢ane akumulacije ROS-ova, indukcije ekspresije gena ukljucenih u

odgovor na stres te inhibicije rasta uro¢njaka.
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2.3.3. Ubikvitin-proteasomalni put

Odgovor biljaka na unutarstani¢ne signale, ali 1 promjene uvjeta okoliSa ukljucuje slozenu 1
preciznu kontrolu ekspresije razli¢itih gena i proteina. Ova regulacija obuhvaca vise razina,
ukljucujuéi transkripciju, translaciju i post-translacijske mehanizme (Mittler i sur. 2012,
Buchanan i sur. 2015). Ubikvitin-proteasomalni put smatra se jednim od klju¢nih post-
translacijskih mehanizama jer sudjeluje u regulaciji stabilnosti velikog broja (80-90%)
stani¢nih proteina (Xu i sur. 2019). Stovise, ovaj put omogucuje brzu i selektivnu degradaciju
proteina, zbog cega sudjeluje u regulaciji razlicitih stani¢nih i fizioloskih procesa te ima vitalnu
ulogu u rastu i razvoju biljaka te prilagodbi na promjenjive uvjete okoliSa (Xu i sur. 2019, Ban
1 Estelle 2021). Sam mehanizam ukljucuje protein ubikvitin, aktivnost tri razli¢ita enzima (E1,

E2 i1 E3), proteasom 268 te ciljane proteine (Sadanandom i sur. 2012).

Ubikvitin je kompaktni globularni protein sastavljen od 76 aminokiselina, a visoko
konzervirana sekvenca ovog proteina prisutna je u svim eukariotskim organizmima (Schimke
1973, Callis i sur. 1995). Ubikvitin je osnovni ¢lan porodice proteina poznate kao ,,proteini
sli¢ni ubikvitinu* (engl. ubiquitin like proteins), a koji imaju sposobnost kovalentnog vezanja
na ciljane proteine, utjeCuéi tako na njihovu stabilnost, aktivnost i lokalizaciju (Hershko i
Ciechanover 1998, Jentsch 1 Pyrowolakis 2000). Vezanje ubikvitina na odgovarajuée proteine
odvija se u tri koraka putem kaskade ovisne o ATP-u (Slika 6). Prvi korak zapocinje
aktivacijom ubikvitina enzimom E1, koji katalizira stvaranje acil-fosfoanhidridne veze izmedu
adenozin-monofosfata (AMP) i C-terminalnog kraja glicina u molekuli ubikvitina. Aktivirani
ubikvitin tvori stabilni meduprodukt s enzimom E1 izravnim vezanjem na cistein tiolesterskom
vezom. Sljedeci korak ukljucuje prijenos, odnosno transesterifikaciju, aktiviranog ubikvitina s
enzima E1 na enzim E2, poznatog i kao ubikvitin-konjugiraju¢i enzim. U posljednjem koraku,
ubikvitin se s enzima E2 prenosi na ciljani protein uz pomo¢ tre¢eg enzima, enzima E3 ili
ubikvitin ligaze. Rezultat tog prijenosa je konjugirani spoj ubikvitina i odgovarajuceg proteina,
pri cemu izopeptidna veza povezuje C-terminalni kraj glicina u molekuli ubikvitina i N-
terminalni kraj lizina ciljanog proteina (Sadanandom i sur. 2012). Nakon §to je ciljani protein
oznacen ubikvitinom putem procesa ubikvitinacije, to moZe rezultirati razli¢itim scenarijima
ovisno o kontekstu i vrsti oznacenog proteina. NajceS¢a posljedica ubikvitinacije je ciljano
usmjeravanje proteina prema proteasomu 26S, koji je odgovoran za razgradnju nepotrebnih ili

ostecenih proteina (Ban i1 Estelle 2021).
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Slika 6. Pojednostavljeni prikaz ubikvitin-proteasomalnog puta. Do degradacije proteina na
proteasomu 26S dolazi obiljezavanjem ciljanih proteina molekulom ubikvitina kroz ATP-
ovisnu aktivnost tri enzima (E1, E2 i E3). Preuzeto i prilagodeno prema https://shorturl.at/aeizF.

Ubikvitin ligaze predstavljaju najraznovrsniju skupinu proteina unutar mehanizma
ubikvitinacije, ¢ime se proSiruje specificnost ubikvitin-proteasomalnog puta (Ban i Estelle
2021). U biljaka, ubikvitin ligaze mogu se klasificirati u Cetiri glavne skupine — HECT (engl.
homologous to the E6-AP carboxyl terminus), RING (engl. really interesting new gene), U-box
1 CRL (engl. cullin-RING ligases). Ligaze iz prve tri skupine su monomeri, dok se ligaze CRL
sastoje od vise podjedinica (Chen i Hellmann 2013). Do danas, najbolje su opisane ligaze iz
skupine CRL, za koje su istrazivanja pokazala da sudjeluju u svim aspektima rasta i razvoja
biljaka (Xu i sur. 2019, Ban i Estelle 2021). Kao §to je ve¢ spomenuto, ligaze CRL sastoje se
od vise podjedinica, pri ¢emu protein kulin sluzi kao strukturna okosnica kompleksa. Na C-
terminalni kraj kulina veze se enzim E2, a na N-terminalni kraj ciljani protein. U biljaka su
opisane Cetiri vrste ligaza CRL, koje se medusobno razlikuju prema prisutnoj izoformi kulina
— CUL1, CUL3, CULA4 te ligaze CRL koje sadrze protein slican kulinu, APC2 (engl. anaphase-
promoting complex 2). Posljednjih godina, upravo su ligaze CUL3 prepoznate kao vazni
regulatori brojnih stani¢nih procesa u biljkama, ukljucujuéi signalne puteve, biosintezu

hormona te odgovor na stres (Ban i Estelle 2021).

Istrazivanja na obli¢u Caenorhabditis elegans prva su identificirala ligaze E3 bazirane na CUL3
(Furukawa 1 sur. 2003, Pintard i sur. 2003, Staller i sur. 2003). Takoder, ista istrazivanja
pokazala su kako protein CUL3 ulazi u interakciju s drugim proteinima. Rijec je o dvije skupine
proteina — proteinima RBX1 (engl. RING-box protein 1) i proteinima BTB/POZ. Pri tome,

proteini RBX1 sluze za vezanje enzima E2 i njegovo usmjeravanje prema enzimu E3 tijekom
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ubikvitinacije (Slika 7). S druge strane, proteini koji sadrze domenu BTB/POZ sluze za vezanje
ciljanih proteina te zbog toga obicno sadrze dodatnu domenu, poput NH3 (engl.
nonphototrophic hypocotil), TPR (engl. tetratricopeptide repeat) 1 MATH (Xu i sur. 2019, Ban
i Estelle 2021).

ciljani
protein

protein
adaptor

Slika 7. Interakcija ligaze E3 bazirane na kulinu 3 (CUL3) te proteina RBX1 i BTB-MATH.
Protein CUL3 sluzi kao strukturna okosnica kompleksa. Njegov C-terminalni kraj sluzi za
vezanje proteina RBX1 koji veze enzim E2 i olakSava prijenos ubikvitina (Ub) na ciljani
protein. N-terminalni kraj proteina CUL3 veze protein BTB-MATH, koji ima ulogu specifi¢nog
adaptora za ciljani protein. Preuzeto i prilagodeno prema Jagi¢ (2023).

U genomu uro¢njaka postoji Sest gena koji zbog mehanizma alternativnog prekrajanja kodiraju
najmanje 16 razliitih izoformi proteina BTB/POZ-MATH (BPM). Medutim, daljnja
istrazivanja pokazala su kako se broj gena BPM razlikuje izmedu vrsta, pri ¢emu su znacajno
veliko prosirenje i raznolikost primijeceni u porodici trava (Jurani¢ i Dresselhaus 2014). Uz
spomenutih Sest gena u uro¢njaku, pet ih je pronadeno u rajéici, deset u bijeloj repi (Brassica
rapa L.), 31 u kukuruzu (Zea mays L.) te 68 u rizi (Oryza sativa L.) (Gingerich i sur. 2005,
Gingerich i sur. 2007, Jurani¢ i sur. 2012, Zhao i sur. 2013, Li i sur. 2018). Analiza spomenutih
vrsta pokazala je da se porodica proteina BPM moze podijeliti u dvije skupine — temeljnu
skupinu (engl. core group), koja je zajednicka vecini istrazivanih vrsta te proSirenu skupinu
(engl. expanded group) koja je nastala uslijed duplikacije gena, a karakteristi¢na je za porodicu
trava (Jurani¢ i Dresselhaus 2014). Do danas je funkcionalno okarakterizirano samo nekoliko
proteina BPM, a istrazivanja su otkrila njihovu ukljuenost u razvojne procese i odgovor biljaka
na abioticki stres, zahvaljuju¢i cemu mogu utjecati na fenotipsku i fizioloSku prilagodbu biljaka
u promjenjivim okoliSnim uvjetima. Weber i Hellman (2009) pokazali su da proteini BPM ulaze
u interakciju s transkripcijskim faktorima iz skupine ERF/AP2 (engl. ethylene response

factor/apetala?). Regulacija transkripcijskih faktora iz skupine ERF/AP2 predstavlja posljednji
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korak u etilenskom signalnom putu kojim se regulira biosinteza fitohormona kao §to su etilen,
citokinini, giberelini i apscizinska kiselina (De Boer i sur. 2011, Qi i sur, 2011). Lechner i sur.
(2011) pokazali su da proteini BPM stupaju u direktnu interakciju s transkripcijskim faktorom
ATHBG6 (engl. homeobox-leucine zipper protein ATHB-6), negativnim regulatorom signalnog
puta apscizinske kiseline. Chen i sur. (2013) dokazali su uklju¢enost proteina BPM u
metabolizam masnih kiselina kroz interakciju s transkripcijskim aktivatorom WRI1 (engl.
wrinkled I). Proteini BPM utjecu i na stabilnost transkripcijskog faktora MYB56 (engl. myb-

related protein 56), negativnog regulatora cvjetanja (Chen i sur. 2015).

U okviru istrazivanja uloge proteina BPM u toplinskom stresu, posebno je zanimljivo
istrazivanje iz 2017. godine (Morimoto i sur. 2017) gdje je pokazano da proteini BPM1-6 ulaze
u interakciju s proteinom DREB2A, klju¢nim transkripcijskim faktorom koji regulira odgovor
biljke na poviSene temperature i susu. Prethodno je ve¢ naglaSeno kako je protein DREB2A
reguliran proteinom HSFAI te da biljke uro¢njaka s prekomjernom ekspresijom gena DREB2A
imaju znacajno visu termotoleranciju u odnosu na divlji tip (Sakuma i sur. 2006, Schramm 1
sur. 2008, Yoshida i sur. 2011). No, prevelika koli¢ina proteina DREB2A u stanici dovodi do
pojacane indukcije gena ukljucenih u odgovor biljke na stres, Sto moze uzrokovati usporeni rast
i razvoj biljke uslijed preraspodjele metabolicke energije. Kako bi se sprijecio negativan u¢inak
proteina DREB2A na rast i razvoj biljke, njegove razine u stanici moraju biti precizno
kontrolirane. Upravo je istrazivanje Morimoto i sur. (2017) pokazalo da proteini BPM
posreduju u razgradnji proteina DREB2A kroz ubikvitin-proteasomalni put. Time proteini BPM
negativno reguliraju odgovor biljke na toplinski stres 1 susu, sprje¢avajuci nezeljene posljedice
prevelike koli¢ine proteina DREB2A u stanici. Konkretno, tijekom normalnih okoli$nih uvjeta,
protein BPM2 lokaliziran je u jezgri stanice i posreduje u procesu degradacije proteina
DREB2A. Dodatno, pod utjecajem poviSenih temperatura, protein BPM4 se translocira iz
citoplazme u jezgru kako bi, zajedno sa proteinom BPM2, regulirao stani¢ne razine proteina

DREBZ2A tijekom toplinskog stresa (Morimoto i sur. 2017).

2.3.4. Metilacija DNA posredovana malim molekulama RNA

lako se transkripcijski faktori smatraju kljuénim regulatorima biljnog odgovora na abioticki
stres, sve viSe radova ukazuje na znac¢ajnu ulogu epigenetskih mehanizama u prilagodbi biljaka
nepovoljnim okoli§nim uvjetima (Ohama i sur. 2017, Chang i sur. 2020, Erdmann i Picard

2020). Epigenetske promjene obuhvacaju strukturalne promjene kromatina koje rezultiraju
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promijenjenom ekspresijom gena, a da pri tome ne dolazi do promjena u samoj sekvenci DNA.
Ove promjene ukljucuju razlicite histonske varijante i modifikacije (npr., metilaciju, acetilaciju,
fosforilaciju, ubikvitinaciju i SUMOilaciju), metilaciju DNA te male nekodiraju¢e molekule
RNA, pri ¢emu je metilacija DNA jedan od najistrazivanijih epigenetskih mehanizama (Duan i
sur. 2018, Ashapkin i sur. 2020). Metilacija DNA je proces dodavanja metilne grupe na peti
atom ugljika baze citozin (C) uz pomo¢ donora, kao §to je S-adenozilmetionin, $to rezultira
nastankom 5-metilcitozina. Ovaj proces kataliziraju enzimi iz porodice DNA-metiltransferaza,
a njihova aktivnost ovisi o okruzenju sekvence koju metiliraju. Okruzenje sekvence definirano
je drugim bazama koje okruzuju bazu C, §to moze rezultirati simetri¢nom ili asimetri¢cnom
metilacijom. Simetri¢na metilacija DNA prisutna je kod oba lanca molekule DNA i odnosi se
na okruzenje CG i CHG, pri ¢emu je oznaka G za bazu gvanin, a oznaka H za baze adenin,
timin ili C. S druge strane, asimetri¢na metilacija dogada se samo na jednom lancu DNA i
odnosi se na okruzenje CHH (Matzke i Mosher 2014). Simetricna metilacija nasljeduje se
tijekom replikacije DNA i moZe se odrzavati pasivno. No, za odrZavanje asimetricne metilacije
potreban je aktivan proces koji u biljaka ukljucuje male interferiraju¢e molekule RNA (siRNA,
engl. small interfering RNA). Molekule siRNA, kroz niz koraka, navode metiltransferazu
DRM2 (engl. domains rearranged methyltransferase 2) na mjesta predvidena za metilaciju, a
¢itav mehanizam poznat je kao metilacija DNA posredovana malim molekulama RNA (RdDM,
engl. RNA-directed DNA methylation) (Erdmann i Picard 2020). U biljaka, mehanizam RdDM

jedini moze metilirati bazu C neovisno o okruzenju sekvence (Matzke i Mosher 2014).

Do danas je najbolje opisan kanonski put RdDM-a (engl. canonical RADM), ujedno i
najaktivniji oblik RADM-a u stanici (Cuerda-Gil i Slotkin 2016). Rije¢ je o mehanizmu koji je
uglavnom karakteristican za regije koje su ve¢ metilirane kako bi pojacao postojece metilirane
obrasce, $to predstavlja mehanizam pozitivne povratne sprege (Matzke i Mosher 2014, Cuerda-
Gil i Slotkin 2016). Klju¢nu ulogu u ovom mehanizmu imaju dvije RNA polimeraze specifi¢ne
za biljke — polimeraza IV (Pol IV) i polimeraza V (Pol V). Stoga se ovaj mehanizam moze
podijeliti na dva osnovna dijela — biosintezu molekula siRNA posredovanjem Pol IV te
metilaciju DNA de novo posredovanjem Pol V (Slika 8a). Ukratko, aktivacija ovog mehanizma
zapocinje navodenjem Pol IV na specifi¢na mjesta u genomu, uglavnom u heterokromatinu. Za
navodenje Pol IV kljucni su proteini iz porodice CLSY (engl. classy) te protein SHH1 (engl.
SAWADEE homeodomain homolog 1), a rezultat interakcije su male jednolancane molekule
RNA (ssRNA), prete¢e molekula siRNA (Blevins i sur. 2015, Zhai i sur. 2015, Cuerda-Gil 1
Slotkin 2016, Singh i sur. 2019). Nakon toga, molekule ssSRNA prevode se u dvolanane

27



molekule RNA (dsRNA) zahvaljujuéi interakciji Pol IV i proteina RDR2 (engl. RNA-directed
RNA polymerase 2). Kona¢no, molekule dsRNA cijepaju se u molekule siRNA zahvaljujuéi
aktivnosti endoribonukleaze DCL3 (engl. dicer-like 3). Novonastale siRNA vezu se za proteine
iz porodice AGO (engl. argonaute). Rije¢ je o visoko konzerviranoj porodici proteina koja
moze vezati molekule siRNA, pri ¢emu nastaje kompleks AGO-siRNA. Vazno je spomenuti da
ovaj kompleks prepoznaje duge nekodirajuc¢e sekvence RNA (engl. scaffold RNA), produkte
aktivnosti Pol V (Meister 2013, Matzke i Mosher 2014).

U drugom dijelu ovog puta, mehanizam RdDM usmjerava se prema sekvencama DNA koje su
komplementarne molekulama siRNA nastalim u prvom dijelu puta (Slika 8b). Navodenje Pol V
na specificna mjesta u genomu olakSavaju proteini iz kompleksa DDR, sastavljenog od proteina
DRDI1 (engl. defective in RNA-directed DNA methylation 1), DMS3 (engl. defective in meristem
silencing 3) i RDM1 (engl. RNA-directed DNA methylation I). Protein DRDI potice aktivnost
Pol V kroz remodeliranje kromatina, dok protein DMS3 sudjeluje u navodenju Pol V kroz
interakciju s proteinima SUVH2 i SUVHY (engl. suppressor of variegation 3-9 homolog 2 and
9), koji su neophodni za pravilnu lokalizaciju kompleksa DDR i Pol V. Protein RDM1 olaksava
vezanje Pol V za kromatin te potpomaZze vezanje metiltransferaze DRM2 za kompleks AGO-
siRNA (Liu i sur. 2014, Wongpalee i sur. 2019, Erdmann i Picard 2020). Navodenjem i
aktivno$¢u Pol V nastaju tzv. Pol V transkripti koje pronalazi kompleks AGO-siRNA 1 veze
komplementarne sekvence duz transkripata. Naposljetku, navedeni koraci rezultirat ¢e
navodenjem metiltransferaze DRM2 i metilacijom ciljanih mjesta u genomu (Matzke i Mosher

2014, Erdmann i Picard 2020).

Osim biosinteze molekula siRNA putem aktivnosti proteina Pol IV-RDR2-DCL3, postoji i
nekoliko manjih, dodatnih puteva koji mogu usmjeriti mehanizam RdDM prema specificnim
mjestima u genomu. Zajednicki, ti putevi poznati su kao nekanonski put RdADM-a (engl. non-
canonical RADM), a ovisni su uglavnom o aktivnosti proteina Pol IT i RDR6 (Cuerda-Gil i
Slotkin 2016, Erdmann i Picard 2020). U usporedbi s kanonskim putem, nekanonski putevi
obi¢no su ukljuceni u uspostavljanje pocetne metilacije DNA na novim ciljanim lokusima,
poput novo-umetnutih pokretnih genetickih elemenata, umjesto odrzavanja postojeceg
heterokromatina. Stoga je predlozeno da nekanonski RADM sluzi za regulaciju aktivnosti
snazno eksprimiranih elemenata, poput transpozona, koji su obi¢no ciljevi mehanizama post-
transkripcijskog utiSavanja gena, $to ¢e naposljetku rezultirati uspostavom heterokromatina
(Matzke 1 Mosher 2014, Cuerda-Gil i Slotkin 2016, Erdmann i Picard 2020). Nakon §to se to

pocetno 1 utiSano stanje uspostavi, moze do¢i do navodenja Pol IV putem interakcije s
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proteinima CLSY i SHH1, a kanonski put preuzima dugoro¢no odrzavanje utiSavanja (Cuerda-

Gil 1 Slotkin 2016).

Regrutacija
ol IV

metilacija
de novo

Regrutacija
kompleksa DDR

Pol V
transkripti

Regrutacija
%ol Vv

Slika 8. U procesu metilacije DNA posredovane malim molekulama RNA mogu se razlikovati
dva osnovna koraka: (a) biosinteza malih interferiraju¢ih molekula RNA (siRNA)
posredovanjem polimeraze (Pol) IV te (b) metilacija DNA de novo posredovanjem Pol V. U
prvom koraku, interakcijom Pol IV i proteina RDR2 nastaju dvolantane RNA (dsRNA).
Protein DCL3 zatim obraduje dsRNA u siRNA te se one vezu na protein AGO4. U drugom
koraku dolazi do pozicioniranja Pol V pomocu proteina SUVH2 i SUVHY, koji veZzu prethodno
metilirane regije DNA 1 povezuju se s kompleksom DDR (¢ine ga proteini DRD1, DMS3 i
RDM1). Kompleks DDR navodi Pol V i poti¢e proizvodnju tzv. Pol V transkripata koje
prepoznaje kompleks AGO4-siRNA i veze komplementarne sekvence. Istovremeno, kompleks
AGO4-siRNA veze protein RDM1, koji zauzvrat navodi metiltransferazu DRM2 §to dovodi do
metilacije DNA de novo na homolognim genomskim mjestima. Preuzeto i prilagodeno prema
Jagi¢ (2023).

Istrazivanje iz 2013. godine (Popova i sur. 2013) bilo je prvo koje je povezalo biljni odgovor
na toplinski stres s mehanizmom RdDM. Analizom biljaka sa suprimiranom ekspresijom gena
kljuénih za metilaciju DNA, otkriveno je da je mehanizam RdDM vazan za bazicnu
termotoleranciju biljaka. U spomenutom istrazivanju autori su proucavali prezivljavanje biljaka
sa selektivno naruSenim komponentama epigenetskog puta nakon izlaganja poviSenim
temperaturama. Utvrdili su da su biljke s utiSanim genima koji kodiraju metiltransferaze DRM1
1 DRM2 te CMT3 (engl. chromomethylase 3) pokazale manju osjetljivost na visoke temperature

u usporedbi s biljkama ¢iji su geni DCL3, RDR2, AGO4 ili NRPD?2 (engl. nuclear RNA
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polymerase D2A) bili utiSani. Drugim rijeima, ovi rezultati jasno naglaSavaju nuznost
pravilnog funkcioniranja mehanizma RdDM u okviru termotolerancije biljaka. Nadalje, vazno
je spomenuti da precizno i ucinkovito reguliranje aktivnosti pokretnih genetickih elemenata
tijekom toplinskog stresa takoder ovisi o pravilnom djelovanju mehanizma RdADM. Naime,
istrazivanje iz 2011. godine (Ito i sur. 2011) otkrilo je povecanu ekspresiju transkripata
retrotranspozona ONSEN u biljaka u kojih je naruSena biosinteza molekula siRNA. Dodatno,
potomstvo biljaka s narusenim mehanizmom RdDM i izloZzenih poviSenim temperaturama,
pokazalo je pojacanu transpoziciju retrotranspozona ONSEN (Cavrak i sur. 2014). Zanimljivo
je primijetiti da je istrazivanje iz 2020. godine (Hayashi i sur. 2020) pokazalo vecu frekvenciju
transpozicije retrotranspozona ONSEN u biljaka sa smanjenom ekspresijom proteina Pol IV i
RDR?2 u usporedbi sa smanjenom ekspresijom proteina Pol V i DRM2. Ovi rezultati sugeriraju
da su raniji koraci u mehanizmu RdDM kljuéni za ispravnu regulaciju aktivnosti
retrotranspozona ONSEN, ¢ime se naposljetku odrzava i genomska stabilnost biljke tijekom

toplinskog stresa.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Biljni materijal

Istrazivanja sam provela na modelnoj biljci uro¢njak (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.), ekotip

Columbia-0. Tijekom istrazivanja koristila sam divlji tip te cetiri linije uro¢njaka s

promijenjenom ekspresijom gena BPM ili DMS3.

1.

Divlji tip (wt) su biljke uro¢njaka u kojima ekspresija gena nije promijenjena te su
sluzile kao kontrola za usporedbu s linijjama uro¢njaka koje imaju promijenjenu
ekspresiju gena BPM i DMS3.

Linija oeBPM1 (104) je transgeni¢na linija uro¢njaka s prekomjernom ekspresijom
gena BPM]. Linija je dobivena ugradnjom transgena BPM[-GFP u genom uro¢njaka
(Skiljaica i sur. 2020). Transgen se nalazi pod kontrolom promotora CaMV 35S (engl.
cauliflower mosaic virus 35S) ¢ime je omogucena konstitutivna ekspresija proteinskog
produkta transgena BPM1-GFP.

Linija amiR-bpm je linija uro¢njaka u kojoj je koriStenjem tzv. amiRNA tehnologije
(engl. artificial microRNA technology) smanjena ekspresija gena BPMI,4,516
(Lechner i sur. 2011, Tiwari i sur. 2014).

Linija 0oeDMS3 (6TV) je transgenicna linija urocnjaka s prekomjernom ekspresijom
gena DMS3. Linija je dobivena ugradnjom transgena DMS3-GFP u genom uro¢njaka
(Jagi¢ i sur. 2022). Transgen se nalazi pod kontrolom promotora CaMV 35S ¢ime je
omogucena konstitutivna ekspresija proteinskog produkta transgena DMS3-GFP.
Linija dms3-1 je linija uro¢njaka s tockastom mutacijom u kodonu na poziciji 339.
Zbog mutacije dolazi do promjene aminokiseline te se prilikom translacije ugraduje
glutaminska kiselina umjesto glicina. Nastali proteinski produkt ne moZze stvarati

aktivne dimere ¢ime se narusava funkcionalnost proteina DMS3 (Kanno i sur. 2008).

S obzirom da je cilj ovog rada bio pratiti i analizirati utjecaj toplinskog stresa i genske pozadine

na biljke uro¢njaka na morfoloskoj, fizioloskoj, biokemijskoj i molekularnoj razini, istraZivanje

sam provela koriste¢i dva razlicita sustava — jedan u zemljanom supstratu, a drugi u sterilnoj

hranjivoj podlozi (in vitro). Biljke sam uzgajala na zemljanom supstratu kako bih mogla pratiti

dugorocni uc¢inak toplinskog stresa te promijenjene ekspresije gena BPM i1 DMS3 narast irazvoj

biljaka uro¢njaka, od stadija klijanaca do stadija sjemenki. Kako bih detaljnije istraZila u¢inak

toplinskog stresa te promijenjene ekspresije gena BPM i DMS3 u stadiju klijanaca, biljke sam
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uzgajala na hranjivoj podlozi. Uzgojem na hranjivoj podlozi prikupila sam dovoljno biljnog
materijala kako bih mogla odrediti Sirok spektar fizioloSkih, biokemijskih i molekularnih
parametara, odnosno dobiti detaljniji uvid u uc¢inak toplinskog stresa te promijenjene ekspresije

gena BPM i DMS3 na biljke u stadiju klijanaca.

3.2. Dugotrajni ucinak toplinskog stresa od stadija klijanaca do stadija

sjemenki

Dugotrajni u¢inak toplinskog stresa, od stadija klijanaca do stadija sjemenki, pratila sam na
biljkama uzgajanim na zemljanom supstratu. S obzirom da proteini BPM i DMS3 sudjeluju u
brojnim razvojnim procesima, istrazila sam kako razli¢ite genske pozadine utjecu na razvoj
biljaka u kontrolnim fizioloSkim uvjetima, takoder od stadija klijanaca do stadija sjemenki.
Pradenje rasta biljaka provela sam pomocu sustava za fenotipizaciju biljaka GROWSCREEN
Chamber koji se nalazi u laboratoriju za fenotipizaciju biljaka u sklopu znanstveno-
istrazivackog centra Jiilich (engl. Jiilich Plant Phenotyping Centre) u Njemackoj. Sustav
GROWSCREEN Chamber sastoji se od dviju komora za rast biljaka u strogo kontroliranim
uvjetima. Takoder, komore su opremljene kamerama koje omogucuju automatizirano prac¢enje
biljaka na dnevnoj bazi. Kamere imaju dva tipa senzora — senzor RGB (engl. red, green and
blue) koji omogucuje snimanje biljaka i ekstrakciju podataka iz slika pomocu kojih je moguce
izraCunati razli¢ite morfoloske parametre te senzor koji omogucuje mjerenje fluorescencije
klorofila a. S obzirom na to da sustav za fenotipizaciju omogucuje pracenje veceg broja biljaka,

sve istrazivane linije te divlji tip praceni su istovremeno.

Za pocetak, veci broj (~500) sjemenki pojedine linije i1 divljeg tipa posijala sam u posude sa
zemljanim supstratom (Fruhstorfer Erde, Hawita). Kako bih potaknula i ujednacila klijanje,
posude sa sjemenkama stratificirala sam na temperaturi od 4 °C tri dana. Nakon zavrSetka
stratifikacije, posude sa sjemenkama premjestila sam u sustav GROWSCREEN Chamber u
uvjete dugog dana (16 h svjetlosti, 8 h tame) na temperaturu od 24 + 1 C, intenziteta svjetlosti
180-220 umol m2s!, koncentracije CO, 400 ppm i vlaznosti zraka 60%. Peti dan rasta u
komori, koriste¢i automatizirani sustav za detekciju klijanaca u sklopu sustava
GROWSCREEN Chamber, odabrala sam 80 rastom ujednacenih klijanaca svake linije i divljeg
tipa urofnjaka te sam ih presadila u zasebne posude sa zemljanim supstratom. Posude s
pojedinac¢nim klijancima vratila sam u komoru za uzgoj te ih rasporedila nasumi¢no kako bih

smanjila utjecaj drugih ¢imbenika na tijek pokusa. Pet dana nakon presadivanja, klijance sam
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podijelila u cetiri skupine (Slika 9). Prva skupina bila je kontrolna skupina (K) koja je tijekom
pokusa rasla na temperaturi od 24 °C, dok su preostale tri skupine bile tretman-skupine,
odnosno skupine izlozene temperaturi od 40 °C u trajanju od Sest sati u razli¢itim razvojnim
stadijima. Prvu tretman-skupinu (TS2L) izlozila sam poviSenoj temperaturi u stadiju s dva
prava lista (razvojna faza 1,02; definirana prema Boyes i sur. 2001), drugu tretman-skupinu
(TS8L) izlozila sam u stadiju s osam pravih listova (razvojna faza 1,08), dok sam tre¢u tretman-
skupinu (TS2L+8L) izlozila poviSenoj temperaturi u razvojnoj fazi 1,02, a zatim ponovno u
razvojnoj fazi 1,08. Nakon svakog pojedinog tretmana poviSenom temperaturom, biljke sam
vratila na temperaturu od 24 °C i pratila ih do stadija sjemenki. Automatizirani sustav u sklopu
sustava GROWSCREEN Chamber na dnevnoj bazi vagao je posude s biljkama kako bi se
pratila vlaznost zemljanog supstrata. Na temelju tih podataka, biljke sam prema potrebi
zalijevala vodovodnom vodom odrZavaju¢i raspon vlage u supstratu izmedu 40 i 70%. Na taj
nacin iskljuen je ucinak suSe prilikom djelovanja poviSene temperature. Preostali uvjeti
odrzavani su pri konstantnim vrijednostima tijekom trajanja pokusa — uvjeti dugog dana (16 h
svjetlosti, 8 h tame), intenzitet svjetlosti 180-220 umol m2s!, koncentracija CO, 400 ppm i

vlaznost zraka 60%.

o
K 24°C,
40°C, 6 h
o
TS2L 24°C.
40°C,6h
~
o
TSSL 6 L_°C
40°C, 6 h 40°C, 6 h
o
TS2L+8L —— o L_2°C

Slika 9. Pokus pracenja ucinka toplinskog stresa i genske pozadine na rast i razvoj biljaka
uro¢njaka (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) s promijenjenom ekspresijom gena BPM i DMS3.
Biljke su uzgajane na zemljanom supstratu na temperaturi od 24 °C do razvoja dva prava lista
u rozeti. U toj fazi podijeljene su u Cetiri skupine. Kontrolna skupina (K) rasla je tijekom pokusa
na 24 °C, dok su tretman-skupine izloZene temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razli¢itim
razvojnim fazama. Prva tretman-skupina (TS2L) izloZena je temperaturi od 40 °C u fazi s dva
prava lista, druga tretman-skupina (TS8L) u fazi s osam pravih listova, dok je tre¢a tretman-
skupina (TS2L+8L) izloZena u obje razvojne faze — s dva i s osam pravih listova. Nakon
tretmana sve skupine rasle su na 24 °C do stadija sjemenki. CrteZ priredile Mirta Toki¢ i Sandra
Vitko koriste¢i program Inkscape.
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3.2.1. Fenotipizacija biljaka

Kako bih istrazila ucinak toplinskog stresa i genske pozadine na biljke urocnjaka s
promijenjenom ekspresijom gena BPM i DMS3 od stadija klijanaca do stadija sjemenki, pratila
sam morfoloSka svojstva te izmjerila fluorescenciju klorofila a, biomasu biljaka i sjemenki.
Morfoloske parametre biljaka pratila sam od 12. do 23. dana uzgoja, izuzevsi dane kad su biljke
bile tretirane povisenom temperaturom i vikend (Tablica 1). Fluorescenciju klorofila a izmjerila
sam u dvije vremenske to¢ke — odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi od 40 °C i 48 sati
nakon oporavka na temperaturi od 24 °C. Sedam dana nakon zadnjeg izlaganja biljaka
poviSenoj temperaturi od 40 °C prikupila sam po sedam cijelih biljaka svake linije i skupine
kako bi im odredila suhu masu. Takoder, kako bih odredila utjecaj toplinskog tretmana i genske
pozadine na biomasu sjemenki, do stadija sjemena uzgojila sam po tri biljke od svake linije i
skupine koje su predstavljale bioloske replike. Dozrele sjemenke prikupila sam nakon otprilike
dva mjeseca kako bih odredila biomasu. Sve navedene parametre odredila sam u sve tri skupine

tretiranih biljaka. Kontrolne biljke analizirane su u istim vremenskim tockama kao i tretirane

biljke.
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Tablica 1. Prikaz mjerenih parametara po danima. MorfoloSke parametre biljaka 1
fluorescenciju klorofila a pratila sam u pojedinim vremenskim tockama od 12. do 23. dana
uzgoja. Biljke su povisenoj temperaturi od 40 °C izlozene 13. i/ili 20. dana od pocetka uzgoja
(oznaceno crvenom bojom). Slovo x oznacava dane kad nije mjeren niti jedan parametar.

Dani Mjereni parametri
12. morfoloski parametri
13. fluorescencija klorofila a
14. morfoloski parametri
15 morfoloék.i. parametri,

' fluorescencija klorofila a
16. morfoloski parametri
17. X
18. X
19. morfoloski parametri
20. fluorescencija klorofila a
21. morfoloski parametri
2 morfoloék.i. parametri,

' fluorescencija klorofila a
23. morfoloski parametri
24, X
25. X
26. X
27, prikupljanje i §u§enje biljaka za

odredivanje suhe mase
28. X
29. odredivanje suhe mase biljaka

nakon dva mjeseca

prikupljanje sjemenki,
odredivanje biomase
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3.2.1.1. Odredivanje morfoloskih parametara

Pratila sam i odredila sljede¢e morfoloske parametre, pri ¢emu sam za svaki parametar odredila

srednju vrijednost najmanje deset bioloskih replika (Slika 10):

1.
2.
3.

Povrsinu rozete [mm?];

Opseg rozete [mm];

Povrsinu konveksne ljuske (engl. convex hull area) [mm?] — parametar opisuje
povrsinu najmanjeg konveksnog poligona koji obuhvaca sve listove rozete;

Opseg konveksne ljuske (engl. convex hull perimeter) [mm] — parametar opisuje opseg

najmanjeg konveksnog poligona koji obuhvaca sve listove rozete.

K ¥
Mo

Slika 10. Prikaz prac¢enih morfoloskih parametara — (a) povrsina i (b) opseg rozete, te (c)
povrsina i (d) opseg konveksne ljuske. Crvene linije predstavljaju mjerenu povrsinu, odnosno
opseg. Crteze priredila Mirta Toki¢ koriste¢i program Inkscape.

3.2.1.2. Mjerenje fluorescencije klorofila a

Prije mjerenja fluorescencije klorofila a, biljke su prilagodene na uvjete tame gaSenjem lampi

u sustavu GROWSCREEN Chamber u trajanju od 30 minuta pri temperaturi od 24 °C. Nakon

30 minuta, izmjerila sam minimalnu razinu fluorescencije (Fo), a zatim su biljke osvijetljene

pulsom jake svjetlosti (5000 umol m?2s!) u trajanju od 0,8 sekundi. To je rezultiralo

maksimalnim prinosom fluorescencije (Fm) (Maxwell i Johnson 2000, Kiipper i sur. 2019).
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Koristec¢i izmjerene parametre Fo i Fm, izracunala sam parametar koji opisuje maksimalni
kvantni prinos PSII (Fy/Fn) prema formuli:

Fm'FO
F

F,/F,, =

m

Dobivene vrijednosti izrazila sam kao srednju vrijednost najmanje pet bioloskih replika.
3.2.1.3. Odredivanje biomase biljaka i sjemenki

Sedam dana nakon zadnjeg izlaganja biljaka poviSenoj temperaturi od 40 °C prikupila sam po
sedam cijelih biljaka svake linije i skupine. Odmah nakon prikupljanja, biljke sam njezno
isprala u vodovodnoj vodi kako bih uklonila zaostale Cestice zemlje na korijenju. Zatim sam
biljke inkubirala 48 sati na temperaturi od 70 °C te ih izvagala kako bih odredila suhu masu.
Svaka biljka predstavljala je jednu biolosku repliku, a dobivene vrijednosti izrazila sam kao

srednju vrijednost Sest do sedam bioloskih replika.

Kako bih odredila utjecaj toplinskog tretmana i genske pozadine na biomasu sjemenki, do
stadija sjemena uzgojila sam po tri biljke od svake linije i skupine koje su predstavljale bioloSke
replike. Dozrele sjemenke prikupila sam nakon otprilike dva mjeseca (Tablica 1). Sjemenke
urocnjaka relativno su malene i lagane — otprilike 1000 sjemenki ima masu od 20 mg. Zbog
toga sam za odredivanje biomase sjemenki prvo izvagala prazne mikroepruvete (m) koristec¢i
preciznu analiticku vagu o€itanja 0,0001 g (Sartorius BL 120S, Hrvatska). Zatim sam u svaku
mikroepruvetu dodala tono odreden broj sjemenki (250-350) te ponovno izvagala
mikroepruvete (mz). Biomasu 100 sjemenki za pojedinu biolosku repliku izra¢unala sam prema
formuli:

m, -m
21 %100 [mg]

Biomasa 100 sjemenki = m

Dobivene vrijednosti izrazila sam kao srednju vrijednost tri bioloske replike.

3.2.1.4. Test klijavosti sjemenki

Kako bih odredila utjecaj toplinskog tretmana i genske pozadine na klijavost sjemenki, provela
sam test klijavosti. Za pocetak, u mikroepruvetama volumena 2 mL izvagala sam 4,5-5 mg
sjemenki po uzorku koriste¢i preciznu analiticku vagu. Za svaku liniju i skupinu pripremila sam
tri mikroepruvete sa sjemenkama, pri ¢emu je mikroepruveta sadrzavala sjemenke prikupljene
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od jedne biljke, tj. predstavljala je jednu bioloSku repliku. Po zavr$etku vaganja, sjemenke sam
inkubirala jednu minutu u 70% (v/v) etanolu (LabExpert, Slovenija). Nakon toga sam ih kratko
isprala u sterilnoj destiliranoj vodi (dH20), te ih potom sterilizirala deset minuta u otopini koja
je sadrzavala 0,01% (v/v) Mucasol™ (Sigma) u 1% (w/v) Izosan® G (Pliva, Hrvatska). Nakon

deset minuta, sjemenke sam isprala pet puta u sterilnoj dH20.

Sjemenke sam polozila na krutu podlogu koja je sadrzavala 0,9% (w/v) agara (Sigma). Prije
koriStenja, otopinu agara sterilizirala sam u autoklavu (AMB240N, Astel Scientific, Velika
Britanija) pri temperaturi od 121 °C i tlaku od 0,15 MPa u trajanju od 18 minuta. Nakon
sterilizacije, otopinu sam prelila u sterilne Petrijeve zdjelice promjera devet cm te pustila da se
otopina ohladi na sobnu temperaturu. Upotrijebivsi mikropipetu, polozila sam otprilike 50
sjemenki po jednoj sterilnoj zdjelici te zdjelice zatvorila parafinskom trakom. Sve navedene
korake provela sam u sterilnim uvjetima u kabinetu s horizontalnim laminarnim strujanjem
zraka (Heraeus, Njemacka). Sjemenke u zatvorenim zdjelicama stratificirala sam tri dana. Po
zavrSetku stratifikacije, zdjelice sa sjemenkama prebacila sam u komoru za uzgoj biljaka u
uvjete dugog dana (16 h svjetlosti, 8 h tame) na temperaturu od 24 + 1 °C i intenziteta svjetlosti
120-130 pmol m2s’!. Petrijeve zdjelice rasporedila sam nasumi¢no kako bih smanjila utjecaj
drugih ¢imbenika na tijek pokusa. Klijanje sam pratila tijekom pet dana od dana stavljanja
zdjelica u komoru te sam svakodnevno biljezila broj proklijalih sjemenki u pojedinoj zdjelici.
Za svaku liniju i skupinu izracunala sam udio proklijalih sjemenki s obzirom na ukupni broj
nasadenih sjemenki (50) i rezultat izrazila kao postotak. Postupak sam ponovila za svaki dan
pracenja klijanja i svaku biolosku repliku, a konac¢ni rezultat izrazila sam kao srednju vrijednost
tri bioloske replike po pojedinom danu. Jedna Petrijeva zdjelica predstavljala je jednu biolosku

repliku, odnosno sjemenke prikupljene od jedne biljke.

3.3. Udinak toplinskog stresa na biljke u stadiju klijanaca

Ucinak toplinskog stresa i genske pozadine na istrazivane linije i divlji tip uro¢njaka u stadiju
klijjanaca analizirala sam u sustavu in vitro. Uzevsi u obzir broj istrazivanih linija 1 broj
potrebnih bioloskih replika, istrazivanje sam podijelila u dva dijela te sam zasebno postavila
pokus za linije s promijenjenom ekspresijom gena BPM, odnosno za linije s promijenjenom
ekspresijom gena DMS3. Pri tome sam biljke divljeg tipa koristila u oba dijela pokusa kao

kontrolu.
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Za pocetak, na preciznoj analitickoj vagi izvagala sam 3,5 mg sjemenki u mikroepruveti
volumena 2 mL. Za svaku liniju, odnosno divlji tip, pripremila sam ukupno 20 mikroepruveta
sa sjemenkama. Po zavrSetku vaganja, sjemenke sam sterilizirala prema postupku opisanom u
poglavlju 3.2.1.4. Test klijavosti sjemenki. Nakon zadnjeg ispiranja sjemenki, uklonila sam svu
dH>0. Zatim sam u mikroepruvete dodala po 1 mL tekuée hranjive podloge. Podloga (pH 5,7)
je sadrzavala smjesu makro- i mikroelemenata (Sigma) ¢ije koncentracije su definirane prema
Murashige i Skoog (1962), 2% (w/v) saharozu (Lach-Ner, Ceska) i 2,5 mmol L' kalijeve soli
2-(N-morfolino)etansulfonske kiseline (MES-kalijeva sol, Sigma). Prije koristenja, tekucu
hranjivu podlogu sterilizirala sam u autoklavu (121 °C, 0,15 MPa, 18 minuta). Upotrijebivsi
mikropipetu, sjemenke sam zajedno s teku¢om podlogom prebacila u sterilne Petrijeve zdjelice
promjera Sest cm te ih zatvorila parafinskom trakom. Sve navedene korake provela sam u
sterilnim uvjetima koristec¢i kabinet s horizontalnim laminarnim strujanjem zraka. Sjemenke u
zatvorenim zdjelicama sam stratificirala tri dana, a po zavrSetku stratifikacije zdjelice sam
prebacila u komoru za uzgoj biljaka. Postupak stratifikacije te uvjeti uzgoja detaljno su opisani

u poglavlju 3.2.1.4. Test klijavosti sjemenki.

Klijanje sam pratila tijekom 12 dana od dana stavljanja zdjelica u komoru te sam tijekom tog
perioda dva puta dodala po 1 mL sterilne hranjive podloge u svaku zdjelicu sa sjemenkama.
Podlogu sam dodala u sterilnim uvjetima. Dvanaestog dana rasta, kad su klijanci bili u razvojnoj
fazi 1,02, zdjelice s klijancima podijelila sam u dvije skupine — kontrolnu (K) i tretman (TS)
(Slika 11). Kontrolna skupina ostala je u komori za uzgoj biljaka na temperaturi od 24 °C, dok
sam skupinu predvidenu za tretman prebacila u inkubator (Hood TH 30, Edmund Biihler,
Njemacka) prethodno zagrijan na temperaturu od 37 °C. Nakon Sest sati izlaganja poviSenoj
temperaturi, tretirane klijance vratila sam u komoru za uzgoj. Jednu polovinu od ukupnog broja
zdjelica s kontrolnim i tretiranim klijancima upotrijebila sam odmah — dio tkiva odvojila sam
za mjerenje fluorescencije klorofila a, a dio sam prikupila i pohranila u ledenicu na -80 °C za
daljnje fizioloske, biokemijske i molekularne analize. Iste korake ponovila sam s preostalim
zdjelicama, ali nakon 24-satnog oporavka na 24 °C u komori za uzgoj. Sav biljni materijal sam

prije prikupljanja i mjerenja isprala u dH>0O kako bih uklonila teku¢u hranjivu podlogu.
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Slika 11. Pokus pracenja ucinka toplinskog stresa i genske pozadine na klijance uro¢njaka
(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) s promijenjenom ekspresijom gena BPM i DMS3. Biljke su
uzgajane in vitro na temperaturi od 24 °C do razvoja dva prava lista. U toj fazi podijeljene su u
dvije skupine. Kontrolna skupina (K) rasla je tijekom pokusa na 24 °C, dok je tretman-skupina
(TS) izlozena temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati. Fizioloski, biokemijski 1 molekularni
parametri analizirani su u dvije vremenske tocke — odmah nakon izlaganja (1.) 1 24 sata nakon
oporavka na temperaturi od 24 °C (2.). Kontrolna skupina analizirana je u istim vremenskim
tockama kao i tretman-skupina. Crtez priredile Mirta Toki¢ 1 Sandra Vitko koriste¢i program
Inkscape.

3.3.1. Odredivanje fizioloSkih parametara

3.3.1.1. Mjerenje polifaznog rasta fluorescencije klorofila a JIP-testom

Fotosintetsku uc¢inkovitost klijanaca uzgojenih in vitro odredila sam primjenom JIP-testa koji
se temelji na mjerenju polifaznog rasta fluorescencije klorofila a u biljaka prilagodenih na
uvjete tame (Strasser i sur. 2000). Za indukciju i mjerenje fluorescencije koristila sam

fluorometar FluorPen FP 100 (Photon Systems Instruments, Ceska).

Prije pocetka mjerenja fluorescencije grupirala sam ~50 klijanaca pojedine linije i skupine te je
takva grupa predstavljala jednu biolosku repliku. Klijance sam zatim smjestila na pladanj
oblozen s nekoliko slojeva vlaznog filtar papira ¢ime sam osigurala da tijekom prilagodbe na
uvjete tame ne dode do njihovog isusivanja. Klijance sam drzala 30 minuta u tami pri sobnoj
temperaturi (24 °C). Za indukciju polifaznog rasta fluorescencije, klijance sam osvijetlila
pulsom plave svjetlosti koji ima maksimum emisijske svjetlosti pri valnoj duljini od 455 nm i
gustocu toka fotona od 3000 umol m2 s, Fluorometar FluorPen omogucava biljeZenje brzih
promjena intenziteta fluorescencije klorofila a nakon 50 ps (Fo), 2 ms (Fj) i 30 ms (Fi) te nakon
dostizanja maksimalnog intenziteta fluorescencije (Fm). Pomocu racunalnog programa
FluorPen, ocitala sam i obradila parametre koji opisuju glavna funkcionalna svojstva PSII, a na
temelju kojih sam mogla izvesti zakljucke o fotosintetskoj ucinkovitosti klijanaca (Tablica 2).
Jedna bioloska replika predstavljala je grupu od ~50 klijanaca, a dobivene vrijednosti izrazila

sam kao srednju vrijednost pet bioloskih replika.
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Tablica 2. [zmjereni i izracunati fotosintetski parametri dobiveni primjenom JIP-testa, odnosno
mjerenjem polifaznog rasta fluorescencije klorofila a. Popis je preuzet i prilagoden prema

Strasser i sur. (2000).

Parametar Opis
F intenzitet fluorescencije nakon 50 ps
0 (korak O)
F intenzitet fluorescencije nakon 2 ms
! (korak J)
F intenzitet fluorescencije nakon 30 ms
! (korak I)
F maksimalni intenzitet fluorescencije
" (korak P)
F, maksimalna varijabilna fluorescencija
Fy/Fin maksimalni kvantni prinos PSII
varijabilna fluorescencija izmedu koraka
V; .
01l
M ukupna brzina zatvaranja reakcijskih
0

RC/CSo=F,/Fn x (Vs/My) x Fo
ABS/RC =M, x (1/Vy) % [1/(F\/Fum)]
TRo/RC = M, % (1/V))
ETy/RC =M x (1/Vy) x (1-V))
DIy/RC = (ABS/RC) - (TRy/RC)

PIABSZ(RC/ABS) X (TRo/DIo) X
[ETo/(TRo-ETo)]

centara

gustoca aktivnih reakcijskih centara po
osvijetljenoj povrsini lista

apsorpcija svjetlosti (fotona) po aktivnom
reakcijskom centru

protok uhvacenih fotona po
aktivnom reakcijskom centru

prijenos elektrona po aktivnom
reakcijskom centru

rasipanje energije po aktivnom
reakcijskom centru

indeks fotosintetske uc¢inkovitosti

3.3.1.2. Odredivanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata

Sadrzaj fotosintetskih pigmenata — klorofila a, klorofila b i ukupnih karotenoida, odredila sam
prema metodi Wellburn (1994). Ekstrakciju pigmenata provela sam u rashladenoj prostoriji s

prigusenom rasvjetom kako bi se smanjila moguénost degradacije pigmenata.

Biljni ekstrakt pripremila sam u hladnom tarioniku homogeniziraju¢i otprilike 25 klijanaca,
odnosno 50 mg svjezeg biljnog tkiva u 1000 pL ohladenog 80% (v/v) acetona (Kemika,

Hrvatska) uz dodatak oko 20 mg kalcijevog karbonata (Gram-mol, Hrvatska). Homogenat sam
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prelila u smede mikroepruvete volumena 1,5 mL, kratko promijesala (~10 s) na vibracijskoj
mijesalici (Vibromix 204 EV, Tehtnica, Slovenija) te potom centrifugirala (Eppendorf,
Njemacka) deset minuta na 5000 g pri temperaturi od 4 °C. Dobiveni supernatant prelila sam u
nove smede mikroepruvete. Na talog sam dodala 500 uL ohladenog acetona te ponovila
mijeSanje 1 centrifugiranje. Dobiveni supernatant spojila sam s prethodno dobivenim
supernatantom. Volumen svih uzoraka ujednacila sam dopunjavanjem do volumena 1,5 mL
ohladenim acetonom. Apsorbanciju uzoraka izmjerila sam spektrofotometrijski (UV-VIS
spektrofotometar Specord 40, Analytic Jena, Njemacka) pri valnim duljinama od 470, 646 i
663 nm koristec¢i staklene kivete. Za slijepu probu koristila sam 1,5 mL ohladenog acetona.
Koncentraciju pigmenata, izrazenu kao mikrogram pigmenta po mililitru ekstrakcijskog otapala

[ug mL1], izraunala sam primjenjujuéi formule opisane u Wellburn (1994):
c, = 1221 A ;-281 A
¢, =20,13A,,,-503A,

(1000 Agzp-3,27 ¢, - 104 ¢,)
Cears = 198

Ca, Cb, Cears — koncentracija klorofila a, klorofila b, odnosno karotenoida;

A470, Asss, Assz — apsorbancija izmjerena pri valnim duljinama od 470, 646, ili 663 nm.

1z dobivenih koncentracija, izraCunala sam sadrzaj pojedinog pigmenta, izrazen kao mikrogram
pigmenta po masi svjezeg tkiva [pg g! svjeze mase], prema formuli:

Cpigment X Veks.

Sadrzaj pi ta=
adrzaj pigmenta -

Cpigment — prethodno izradunata koncentracija klorofila a, klorofila 4 ili karotenoida [pg mL™];
Veks. — volumen ekstrakcijskog otapala (1,5 mL);

m — masa tkiva [g].

Dobivene vrijednosti izrazila sam kao srednju vrijednost pet bioloskih replika. Jedna bioloska

replika predstavljala je otprilike 50 mg svjeze mase klijanaca pojedine linije i skupine.
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3.3.2. Odredivanje biokemijskih i molekularnih parametara

3.3.2.1. Odredivanje sadrzaja vodikovog peroksida

Sadrzaj H2O: izmjerila sam prema metodi opisanoj u Matai i Hideg (2017) koja se temelji na
oksidaciji dvovalentnih Zeljezovih iona (Fe**) u trovalentne ione (Fe**) u prisustvu H20> i boje
ksilenol narancasto. Ioni Fe** stvaraju kompleks s bojom ksilenol narangasto $to se moze mjeriti

spektrofotometrijski pri valnim duljinama raspona 550 do 600 nm.

Biljni ekstrakt pripremila sam u hladnom tarioniku homogenizirajuci otprilike 50 mg svjezeg
tkiva u 500 pL ohladenog 70% (v/v) etanola. Homogenat sam centrifugirala deset minuta na
15000 g pri temperaturi od 4 °C, a dobiveni ekstrakt prelila sam u novu mikroepruvetu te ga do
mjerenja ¢uvala na ledu. Za mjerenje apsorbancije H>Oz u uzorcima, koristila sam reagens FOX
koji se sastojao od 124 umol L! boje ksilenol naranéasto (Sigma), 99 mmol L' sorbitola
(Sigma) te 0,248 mmol L' amonijeva Zeljezo (II) sulfat heksahidrata (Kemika, Hrvatska)
prethodno pripremljenog u sumpornoj kiselini koncentracije 2,5 mol L' (Kemika, Hrvatska).
U novu mikroepruvetu dodala sam 1000 pL reagensa FOX i po 50 pL pojedinog uzorka.
Dobivenu otopinu promijesala sam kratko na vibracijskoj mijesalici, inkubirala 15 minuta na
sobnoj temperaturi te spektrofotometrijski izmjerila apsorbanciju u plasti¢noj kiveti pri valnoj
duljini od 560 nm. Za slijepu probu koristila sam 50 pL 70% (v/v) etanola. Koncentraciju H>O»
izraCunala sam pomoc¢u jednadZzbe pravca linearnog dijela kalibracijske krivulje. Za izradu
kalibracijske krivulje pripremila sam niz poznatih koncentracija H>O, (1,82-72,8 pmol L,
Lach-Ner, Ceska). Rezultate sam izrazila kao srednju vrijednost pet bioloskih replika, u
jedinicama nmol H>O po gramu svjeze mase [nmol g svjeze mase]. Jedna bioloska replika

predstavljala je otprilike 50 mg svjeZe mase klijanaca pojedine linije i skupine.

3.3.2.2. Odredivanje stupnja lipidne peroksidacije

Stupanj lipidne peroksidacije odredila sam mjerenjem sadrzaja MDA, spoja koji nastaje
prilikom peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina, a sluzi kao indikator stupnja oSte¢enja

membranskih lipida (Hodges i sur. 1999).

Otprilike 200 mg svjezeg tkiva homogenizirala sam u hladom tarioniku u 2000 pL hladne 0,1%
(w/v) trikloroctene kiseline (TCA, Acros Organics) uz dodatak oko 20 mg
polivinilpolipirolidona (PVPP, Sigma). Homogenat sam centrifugirala deset minuta na 15000 g

pri temperaturi od 4 °C, a dobiveni ekstrakt prelila sam u novu mikroepruvetu te ga do mjerenja
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cuvala na ledu. Za mjerenje MDA, pripremila sam dva seta mikroepruveta s navojnim ¢epom.
U prvi set dodala sam 750 puL 0,5% (w/v) tiobarbiturne kiseline (TBA, Sigma) pripremljene u
20% (w/v) TCA 1 250 pL pojedinog uzorka. U drugi set dodala sam 750 puL 20% (w/v) TCA i
250 pL pojedinog uzorka. Dobivene otopine promijesala sam kratko na vibracijskoj mijesalici
i inkubirala u termobloku (AccuBlock, Labnet, SAD) 30 minuta pri temperaturi od 100 °C,
nakon ¢ega sam reakciju zaustavila naglim hladenjem uzoraka na ledu. Uzorke sam nakon
hladenja centrifugirala pet minuta na 15000 g pri temperaturi od 4 °C, odvojila supernatant u
nove mikroepruvete, a taloge bacila. Apsorbanciju uzoraka izmjerila sam spektrofotometrijski
pri valnim duljinama od 440, 532 1 600 nm koriste¢i plasti¢ne kivete. Za slijepe probe koristila
sam 250 pL 0,1% (w/v) TCA. Produkt reakcije TBA i MDA ima apsorpcijski maksimum pri
valnoj duljini od 532 nm. Medutim, odredeni flavonoidi (npr. pigmenti antocijani) u kiselim
uvjetima takoder imaju maksimum pri spomenutoj valnoj duljini. Za korekciju konacnog
rezultata uzela sam u obzir interferenciju uzrokovanu pigmentima te sam pri valnim duljinama
od 532 1 600 nm izmjerila apsorbanciju reakcijske smjese bez TBA. Takoder, zbog moguce
interferencije uzrokovane prisutno$¢u ugljikohidrata, izmjerila sam apsorbanciju reakcijske
smjese s TBA pri 440 nm. Temeljem svega navedenog, stupanj lipidne peroksidacije u

pojedinom uzorku izra¢unala sam primjenjujuci formule opisane u Hodges i sur. (1999):

A =[(As32+1BA) - (Ag00 +1BA) - (As32 TBA - Ag00 -TBA)]
B = [A440+1BA - Ag00+TBA) X 0,0571]

(A'B) % Vr.s. X Veks.

exl] Vy, Xm

x 10° [nmol MDA g''svjeZe mase]

Stupanj lipidne peroksidacije =

Aua0+TBA, As32 +TBA, Ao0 +TBA — apsorbancija reakcijske smjese koja sadrzi TBA, izmjerena pri
valnim duljinama od 440, 532 ili 600 nm;

Au40 -TBA, As32.-TBA, A0 -TBA — apsorbancija reakcijske smjese koja ne sadrzi TBA, izmjerena
pri valnim duljinama od 440, 532 ili 600 nm;

0,0571 — omjer molarnih apsorpcijskih (ekstinkcijskih) koeficijenta saharoze (koncentracija 1-
10 mol L) pri valnim duljinama od 532 i 440 nm;

& — molarni apsorpcijski koeficijent MDA (157000 mol L' cm™);

1 — duljina optickog puta (1 cm);

V.. — volumen reakcijske smjese (1000 pL);

Veks. — volumen ekstrakcijskog pufera (2000 pL);

Vuz — volumen uzorka (250 pL);

m — masa tkiva [g].
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Dobivene vrijednosti pomnozila sam s 1000000 kako bih rezultat izrazila kao nmol MDA po
gramu svjeze mase [g'! svjeze mase], a svaki rezultat je srednja vrijednost pet bioloskih replika.
Jedna bioloska replika predstavljala je otprilike 200 mg svjeZe mase klijanaca pojedine linije i

skupine.

3.3.2.3. Odredivanje sadrzaja prolina

Sadrzaj prolina odredila sam prema metodi opisanoj u Bates i sur. (1973), a koja se temelji na
reakciji ninhidrina s prolinom u kiselim uvjetima i pri visokoj temperaturi. Nastali produkt ima

apsorpcijski maksimum pri 520 nm.

Za odredivanje prolina koristila sam ekstrakte pripremljene u 0,1% (w/v) TCA koje sam
koristila 1 za mjerenja sadrzaja MDA te sam stoga postupak ekstrakcije opisala u
Poglavlju 3.3.2.2. Za mjerenje prolina, u mikroepruvete s navojnim ¢epom dodala sam po
400 pL pojedinog ekstrakta, ledene octene kiseline (Gram-mol, Hrvatska) i kiselog ninhidrina
koji se sastojao od 0,14 mol L! ninhidrina (Tokyo Chemical Industry) pripremljenog u smjesi
od 18 mL ledene octene kiseline i 12 mL 6 mol L'! fosforne kiseline (Carlo Erba Reagents,
Njemacka). Reakcijsku smjesu sam kratko promijeSala na vibracijskoj mijesalici i1 inkubirala u
termobloku jedan sat pri temperaturi od 100 °C, nakon ¢ega sam reakciju zaustavila naglim
hladenjem uzoraka na ledu. Potom sam u mikroepruvete dodala 1 mL toluena (Kemika,
Hrvatska), kratko promijeSala smjesu na vibracijskoj mijesalici 1 pustila uzorke da odstoje
otprilike deset minuta na sobnoj temperaturi kako bi doSlo do odvajanja gornje — toluenske, 1
donje — vodene faze. Kad su se faze odvojile, pipetom sam prikupila gornju fazu i prenijela ju
u staklenu kivetu te izmjerila apsorbanciju pri valnoj duljini od 520 nm. Za slijepu probu sam
koristila 400 pL 0,1% (w/v) TCA. Sadrzaj prolina izratunala sam pomoc¢u jednadzbe pravca
dobivene iz linearnog dijela kalibracijske krivulje. Za izradu kalibracijske krivulje pripremila
sam niz poznatih koncentracija L-prolina (1-500 umol L', Sigma). Rezultate sam izrazila kao
srednju vrijednost pet bioloskih replika, u jedinicama pmol prolina po gramu svjeze mase [pumol
gl svjeze mase]. Jedna bioloska replika predstavljala je otprilike 200 mg svjeZe mase klijanaca

pojedine linije i skupine.
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3.3.2.4. Ekstrakcija proteina

Za mjerenje aktivnosti antioksidacijskih enzima, ukupne topive proteine ekstrahirala sam u
puferu koji se sastojao od 0,1 mmol L! etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) u 100
mmol L! kalij-fosfatnog pufera, pH vrijednosti 7,0. Ekstrakcijski pufer pripremila sam
mijeSanjem 6,15 mL 1 mol L' dikalij hidrogen fosfata (Scharlau, Spanjolska), 3,85 mL
1 mol L! kalij dihidrogen fosfata (Kemika, Hrvatska) i 1 mL 10 mmol L' EDTA (Kemika,
Hrvatska). Dobiveni volumen nadopunila sam s dH>O do 100 mL. Biljno tkivo usitnila sam u
hladnom tarioniku uz dodatak oko 15 mg PVPP-a te homogenizirala u 1500 pL hladnog
ekstrakcijskog pufera. Dobiveni homogenat centrifugirala sam 30 minuta na 20000 g pri
temperaturi od 4 °C. Nakon centrifugiranja, supernatant sam odvojila u novu mikroepruvetu i
pohranila na -20 °C za daljnje analize. Za pojedinu liniju i skupinu pripremila sam pet bioloskih

replika te je jedna bioloska replika predstavljala otprilike 150 mg svjeze mase klijanaca.

Za analizu ekspresije proteina metodom imunodetekcije, ukupne topive proteine ekstrahirala
sam u puferu Tris-HCI, pH vrijednosti 8,0 (Staples 1 Stahmann 1964). Pufer je sadrzavao 0,1
mol L' Tris (Sigma), 0,5 mol L' saharoze, 6,5 mmol L' ditiotreitola (DTT, Sigma) i 8,25
mmol L! cistein-HCI (Sigma). Biljno tkivo homogenizirala sam u hladnom tarioniku uz
dodatak oko 5 mg PVPP-a i 500 pL hladnog ekstrakcijskog pufera. Dobiveni homogenat
centrifugirala sam 30 minuta na 20000 g pri temperaturi od 4 °C. Nakon centrifugiranja,
supernatant sam odlila u novu mikroepruvetu i pohranila u ledenicu na -20 °C za daljnje analize.
Za pojedinu liniju i skupinu pripremila sam tri bioloske replike te je jedna bioloSka replika

predstavljala otprilike 50 mg svjeze mase klijanaca.

3.3.2.5. Mjerenje koncentracije ukupnih topivih proteina

Koncentraciju proteina koje sam ekstrahirala u kalij-fosfatnom puferu i puferu Tris-HCI
odredila sam metodom po Bradfordu (Bradford 1976). Metoda se temelji na vezanju boje CBB
(engl. coomassie brilliant blue) za proteine, pri ¢emu nastaje promjena boje koja se mjeri

spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 595 nm.

Prvo sam pripremila mati¢nu otopinu za koju sam otopila 350 mg boje CBB G-250 (Sigma) u
100 mL 96% etanola te dodala 200 mL 88% fosforne kiseline. Zatim sam pripremila radnu
otopinu boje koja se sastojala od 425 mL dH>O, 15 mL 96% etanola, 30 mL 88% fosforne

kiseline i 30 mL mati¢ne otopine boje. Za mjerenje koncentracije proteina, u mikroepruvete
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sam dodala 1000 pL radne otopine i 50 pL pojedinog uzorka. Smjesu sam kratko promijesala
na vibracijskoj mijesalici te ju inkubirala deset minuta na sobnoj temperaturi. Apsorbanciju
uzoraka izmjerila sam u plasticnim kivetama pri valnoj duljini od 595 nm. Za svaki uzorak
pripremila sam dvije tehnicke replike, a za izracun koncentracije proteina koristila sam srednju
vrijednost njihovih apsorbancija. Za slijepu probu koristila sam 50 pL kalij-fosfatnog pufera,
odnosno pufera Tris-HCIl. Koncentraciju proteina izracunala sam pomocu jednadzbe pravca
dobivene iz linearnog dijela kalibracijske krivulje. Za izradu kalibracijske krivulje pripremila
sam niz poznatih koncentracija (0,1-0,8 mg mL!) albumina iz govedeg seruma (BSA, Sigma).

Rezultate sam izrazila u miligramima proteina po mililitru ekstrakcijskog pufera [mg mL!].

3.3.2.6. Mjerenje aktivnosti antioksidacijskih enzima

Mjerenje aktivnosti G-POD

Aktivnost G-POD (EC 1.11.1.7) izmjerila sam prema metodi opisanoj u Maehly i Chance
(1954). Metoda se temelji na spektrofotometrijskom mjerenju nastanka tetragvajakola,
produkta koji nastaje oksidacijom gvajakola. Spomenutu reakciju kataliziraju peroksidaze

prilikom ¢ega gvajakol sluzi kao donor elektrona.

U plasti¢nu kivetu dodala sam 980 pL reakcijske smjese koja se sastojala od 50 mmol L! kalij-
fosfatnog pufera (pH 7,0), 18 mmol L' gvajakola (Sigma) i 4,5 mmol L! H>O». Potom sam u
reakcijsku smjesu dodala 20 pL proteinskog ekstrakta (Poglavlje 3.3.2.4.), kratko promijesala
otopinu te spektrofotometrijski mjerila promjenu apsorbancije pri valnoj duljini od 470 nm
svakih 15 sekundi tijekom tri minute. Za slijepu probu koristila sam 20 pL ekstrakcijskog pufera
(0,1 mmol L' EDTA u 100 mmol L! kalij-fosfatnom puferu, pH 7,0). Aktivnost G-POD u

uzorcima izracunala sam pomocu formule:

AAsv 4 Vrs s - -1
G-POD = ——sx-" 27X Trs. [umol min ! mg

Vuzix ex]x Y prot.]

AAsy. — srednja vrijednost promjene apsorbancije u 15 sekundi;
4 — faktor korekcije, za izrazavanje rezultata po minuti,

V.. — volumen reakcijske smjese (1000 pL);

Vuz — volumen uzorka (20 pL);

¢ — molarni apsorpcijski koeficijent (26,6 mmol L' cm™);

1 — duljina optickog puta (1 cm);

y — masena koncentracija proteina u ekstraktu [mg mL"!].
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Rezultate sam izrazila kao srednju vrijednost pet bioloskih replika, u jedinicama pmol nastalog

produkta tetragvajakola po minuti po miligramu ukupnih topivih proteina [umol min-! mg;m‘].

Mjerenje aktivnosti APX

Aktivnost APX (EC 1.11.1.11) odredila sam spektrofotometrijski prema metodi opisanoj u
Nakano i Asada (1981), a koja se temelji na prac¢enju oksidacije askorbata pomocu askorbat

peroksidaze i H2O».

U kvarcnu kivetu dodala sam 795 pL 0,1 mmol L' EDTA u 50 mmol L! kalij-fosfatnom puferu
(pH 7,0), 5 pL 20 mmol L' askorbata (Sigma), 180 uL proteinskog ekstrakta
(Poglavlje 3.3.2.4.) te 20 uL 12 mmol L' H20,. Otopinu sam kratko promijesala te mjerila
promjenu apsorbancije pri valnoj duljini od 290 nm svaku sekundu tijekom 15 sekundi. Za
slijepu probu koristila sam 180 pL ekstrakcijskog pufera (0,1 mmol L' EDTA u 100 mmol L!

kalij-fosfatnom puferu, pH 7,0). Aktivnost APX u uzorcima izracunala sam pomoc¢u formule:

C AAg, X 60X Vg

APX
VHZ.XSXIXY

S
[wmol min! mg ]

AAsy. — srednja vrijednost promjene apsorbancije svake sekunde;
60 — faktor korekcije, za izrazavanje rezultata po minuti,

V.. — volumen reakcijske smjese (1000 pL);

Vuz. — volumen uzorka (180 pL);

& — molarni apsorpcijski koeficijent (2,8 mmol L' cm™);

1 — duljina optickog puta (1 cm);

y — masena koncentracija proteina u ekstraktu [mg mL"!].

Rezultate sam izrazila kao srednju vrijednost pet bioloskih replika, u jedinicama pmol

utroSenog askorbata po minuti po mg ukupnih topivih proteina [umol min! mgl‘olmt.].

Mjerenje aktivnosti CAT

Aktivnost CAT (EC 1.11.1.6) izmjerila sam prema metodi opisanoj u Aebi (1984). Metoda se

temelji na spektrofotometrijskom mjerenju razgradnje supstrata, H>O2, pomocu katalaze.
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U kvarcnu kivetu dodala sam 950 uL reakcijske smjese koja se sastojala od 50 mmol L' kalij-
fosfatnog pufera (pH 7,0) i 10 mmol L' H,O,. Potom sam u reakcijsku smjesu dodala 50 pL
proteinskog ekstrakta (Poglavlje 3.3.2.4.), kratko promijeSala otopinu te spektrofotometrijski
izmjerila promjenu apsorbancije pri valnoj duljini od 240 nm svakih deset sekundi tijekom dvije
minute. Za slijepu probu koristila sam 50 uL ekstrakcijskog pufera (0,1 mmol L' EDTA u 100
mmol L! kalij-fosfatnog pufera, pH 7,0). Aktivnost CAT u uzorcima izraunala sam pomoc¢u

formule:

_AAgy x6x V5 x1000
Vuz X ex1xy

CAT [nmol min™! mg

prot]
AAsy. — srednja vrijednost promjene apsorbancije u deset sekundi;

6 — faktor korekcije, za izraZzavanje rezultata po minuti;

V.. — volumen reakcijske smjese (1000 pL) ;

Vuz — volumen uzorka (50 pL);

¢ — molarni apsorpcijski koeficijent (40 mmol L' cm™);

1 — duljina optickog puta (1 cm);

y — masena koncentracija proteina u ekstraktu [mg mL"!].

Dobivene vrijednosti pomnozila sam s 1000 kako bih rezultat izrazila kao srednju vrijednost
pet bioloskih replika u jedinicama nmol utroSenog H>O2 po minuti po mg ukupnih topivih

proteina [nmol min! mg;rot_].

Mjerenje aktivnosti SOD

Aktivnost SOD (EC 1.15.1.1) odredila sam spektrofotometrijski prema metodi opisanoj u
Beauchamp i Fridovich (1971). Metoda se temelji na katalizi oksidacije ksantina enzimom
ksantin oksidaza (XOD). Tijekom oksidacije ksantina nastaju superoksidni anioni (0>"") koji
reduciraju supstrat NBT (engl. nitroblue tetrazolium) v NBT-diformazan §to se moze pratiti
promjenom apsorbancije pri valnoj duljini od 560 nm. SOD katalizira dismutaciju O, i tako
smanjuje koli¢inu nastalog NBT-diformazana. Drugim rije¢ima, ukoliko se u sustavu ne nalazi
SOD, reakcija nastanka NBT-diformazana te¢e maksimalnom brzinom. Zbog toga sam u prvom
dijelu postupka morala odrediti potrebnu koncentraciju enzima XOD za postizanje maksimalne
brzine reakcije nastanka NBT-diformazana, a koja je definirana promjenom apsorbancije od

0,025 + 0,005 po minuti. Za postizanje maksimalne brzine, u plasti¢nu kivetu dodala sam
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825 uL SOD reakcijskog pufera (75 umol L' NBT (Tokyo Chemical Industry) i 0,1 mmol L-!
EDTA u 50 mmol L! kalij-fosfatnom puferu, pH 7,8), 75 uL 10,8 mmol L'! ksantina (Sigma),
50 uL ekstrakcijskog pufera (0,1 mmol L' EDTA u 100 mmol L! kalij-fosfatnom puferu, pH
7,0)1 50 uL 0,05 U mL! XOD (Sigma). Otopinu sam kratko promijesala i izmjerila promjenu
apsorbancije pri 560 nm svakih 30 sekundi tijekom tri minute. Nakon $to sam potvrdila da
enzim XOD aktivnosti 0,05 U mL! dovodi do postizanja maksimalne brzine reakcije nastanka
NBT-diformazana, zapocela sam drugi dio postupka i izmjerila aktivnost SOD u proteinskim
ekstraktima (Poglavlje 3.3.2.4.). U kivetu sam dodala 825 pL. SOD reakcijskog pufera, 75 pL
ksantina, 45 pL ekstrakcijskog pufera, 50 pL XOD i 5 pL proteinskog ekstrakta, kratko
promijesala te izmjerila promjenu apsorbancije. Za slijepu probu koristila sam 825 uL. SOD

reakcijskog pufera, 75 pL ksantina, 50 pL ekstrakcijskog pufera i 50 pL dH>O.

Aktivnost SOD u uzorcima izracunala sam pomocu jednadzbe pravca linearnog dijela
kalibracijske krivulje pripremljene na temelju niza poznatih aktivnosti SOD (0,005-1 U pL!,
Sigma). Za svaku navedenu enzimsku aktivnost izmjerila sam promjenu apsorbancije pri valnoj
duljini od 560 nm, a potom izraunala srednju vrijednost promjene apsorbancije po minuti.
Spomenutu srednju vrijednost izrazila sam kao recipro¢nu vrijednost te graficki prikazala u
ovisnosti o aktivnosti SOD. Iz tog grafickog prikaza izracunala sam jednadzbu pravca.
Rezultate sam izrazila kao srednju vrijednost pet bioloskih replika u jedinici U po mg proteina
[Umg! proteina], pri ¢emu je mjerna jedinica U (engl. units) definirana kao koli¢ina SOD

potrebna za inhibiciju 50% brzine redukcije NBT.

3.3.2.7. Imunodetekcija proteina HSP70, HSP90 i RuBisCO

Razdvajanje proteina poliakrilamid-gel elektroforezom pri denaturirajuéim uvjetima

Kako bih analizirala ekspresiju proteina HSP70, HSP90 i RuBisCO, provela sam poliakrilamid-
gel elektroforezu pri denaturiraju¢im uvjetima (metoda SDS-PAGE) koja se temelji na gibanju
denaturiranih proteina u elektricnom polju, ¢ime se postize njihovo razdvajanje s obzirom na
molekulsku masu (Laemmli 1970). Metodu sam primijenila na uzorcima ¢ija ekstrakcija je

opisana u Poglavlju 3.3.2.4.

Postupak sam zapocela denaturacijom proteina u uzorcima, pri ¢emu sam koristila pufer za
denaturaciju koji se sastojao od 87,5 mmol L™! Tris-HCI (pH 6,8), 2% (w/v) natrijevog dodecil-
sulfata (SDS, PlusOne), 45% glicerola (Kemika, Hrvatska), 12,5% 2-merkaptoetanola (Merck)
10,0125% (w/v) boje bromfenol modrilo (Sigma). Svakom uzorku (100 puL) dodala sam 25 pL
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pufera za denaturaciju. Smjesu sam kratko promijesala na vibracijskoj mijesalici te inkubirala
u termobloku pet minuta pri temperaturi od 95 °C. Po zavrSetku inkubacije, uzorke sam kratko
(~pet minuta) ohladila na ledu i prije nanoSenja u jaZice na gelu jo§ jednom promijesala na
vibracijskoj mijesalici.

Za razdvajanje proteina primijenila sam diskontinuiranu elektroforezu koja se sastoji od dva
gela — gela za sabijanje (4%) 1 gela za razdvajanje (12%), puferiranih pri razli¢itim pH
vrijednostima. Gelove sam pripremila u malom sustavu za gel-elektroforezu (Mini-PROTEAN
3 Cell, Bio-Rad), pri ¢emu je gel za sabijanje sadrzavao 3,05 mL dH,0, 1,25 mL 0,5 mol L"!
Tris-HCI (pH 6,8), 665 pL akrilamida/bis-akrilamida (T = 30%, C = 2,66%, Sigma), 50 uL. 10%
(w/v) SDS, 50 uL 10% (w/v) amonij persulfata (APS, Sigma) i 10 pL tetrametiletilendiamina
(TEMED, Sigma), dok je gel za razdvajanje sadrzavao 3,35 mL dH>O, 2,50 mL 1,5 mol L"!
Tris-HCI (pH 8,8), 4,00 mL akrilamida/bis-akrilamida (T = 30%, C = 2,66%), 100 uL 10%
(w/v) SDS, 100 pL 10% (w/v) APS i 10 pL TEMED. U pojedinu jazicu u gelu nanijela sam
ukupno 4 pg proteina. Stoga sam prema izmjerenoj koncentraciji proteina u uzorcima
(Poglavlje 3.3.2.5.) izracunala koji volumen pojedinog uzorka moram nanijeti u jazice. U prvu
jazicu uvijek sam nanosila biljege molekulskih masa, raspona masa od 10 do 180 kDa
(PageRuler™ Prestained Protein Ladder, Thermo Fischer Scientific). Elektroforezu sam
provela na sobnoj temperaturi u elektrodnom puferu (pH 8,3) koji je sadrzavao 25 mmol L™!
Tris, 192 mmol L glicin (Kemika, Hrvatska) i 0,1% (w/v) SDS. Prvih 15-20 minuta, dok se
uzorci nisu sabili u ravnu liniju na gelu, elektroforezu sam provela pri naponu od 80 V. Kad su
uzorci prosli gel za sabijanje i poceli se razdvajati, napon sam povisila na 200 V. Elektroforeza
je u tim uvjetima trajala otprilike sat vremena, a zaustavila sam ju kad se boja bromfenol

modrilo priblizila donjem rubu gela.

Western analiza proteina

Po zavrSetku elektroforeze, pripremila sam sustav za prijenos proteina (Mini Trans-Blot® Cell,
Bio-Rad) razdvojenih u gelu na nitroceluloznu membranu (0,45 pm, Amersham™ Protran™).
Veliku Petrijevu zdjelicu napunila sam puferom za prijenos (pH 8,3) koji je sadrzavao 28
mmol L Trisa, 192 mmol L' glicina i 10% (v/v) metanola (J. T. Baker). U zdjelici napunjenoj
puferom pripremila sam viseslojni ,,sendvic* u kazeti za prijenos koji se redom sastojao od
donje strane kazete, spuzvice, filtar papira, gela, nitrocelulozne membrane, filtar papira,

spuzvice, 1 gornje strane kazete. Prije zatvaranja kazete, nekoliko puta sam prosla po povrSini
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gornje spuzvice staklenom epruvetom poloZenom poput valjka, kako bih istisnula zaostale
mjehurice zraka te pospjesila priljubljivanje membrane uz gel, a time i prijenos proteina. Tako
pripremljenu kazetu prebacila sam u sustav za elektroprijenos paze¢i da membrana u sustavu
bude orijentirana prema pozitivnoj elektrodi, tj. anodi. Sustav za elektroprijenos stavila sam u
kadicu, dodala posudu s ledom kako bih osigurala dodatno hladenje te ¢itavu kadicu napunila

hladnim puferom za prijenos. Prijenos je trajao 60 minuta na 60 V.

Nakon prijenosa, u svrhu provjere njegove uspjesnosti, membranu sam obojila bojom koja je
sadrzavala 0,05% (w/v) Ponceau S (Sigma) u 5% (v/v) octenoj kiselini. Nakon S$to se boja
vezala na proteine, polozaj biljega molekulskih masa na membrani oznacila sam grafitnom
olovkom. Obojanu membranu sam skenirala (Canon, LiDE 120), a zatim sam viSak boje
uklonila viSestrukim ispiranjem u dH20O, pri ¢emu je zadnje ispiranje bilo u puferu 1x TBS-T
(engl. Tris-buffered saline-Tween). Pufer se sastojao od 20 mmol L! Trisa, 150 mmol L"!
natrijevog klorida (Gram-mol, Hrvatska) i 1% (v/v) Tweena 20 (Applichem, Njemacka), a pH
vrijednost mu je iznosila 7,5. Nakon §to sam uklonila svu boju, membranu sam inkubirala u
otopini za blokiranje koja se sastojala od 5% (w/v) mlijeka u prahu (Dukat, Hrvatska)
pripremljenog u puferu 1x TBS-T. Blokiranje je trajalo 60 minuta na sobnoj temperaturi, uz
mijesanje. Nakon blokiranja, membranu sam isprala dva puta po pet minuta u puferu 1x TBS-T,
te ju inkubirala preko no¢i na temperaturi od 4 °C u primarnom antitijelu pripremljenom u
otopini za blokiranje (Tablica 3). Sljedec¢eg dana sam membranu isprala dva puta po pet minuta
u puferu 1x TBS-T, te ju inkubirala u otopini za blokiranje u koju sam dodala sekundarno
antitijelo obiljezeno enzimom peroksidaza iz hrena (HRP, engl. horseradish peroxidase)
(Tablica 3). Inkubacija je trajala 60 minuta na sobnoj temperaturi uz mijesSanje. Uslijedilo je
ispiranje membrane u puferu 1x TBS-T, dva puta po pet minuta, nakon ¢ega sam provela
detekciju proteinskih vrpci upotrebom kemiluminiscentnog supstrata (Immobilon Forte
Western HRP, Merck Millipore) kako bi se dobio signal koji sam oc€itala pomocu uredaja za
kemiluminiscenciju (C-DiGit Blot Scanner, LI-COR Biosciences — GmbH, SAD). Intenzitet
signala detektiranih proteinskih vrpci kvantificirala sam pomocu raunalnog programa za
analizu membrana (Image Studio™ Lite 5.2, LI-COR Biosciences — GmbH, SAD). Zna¢ajnom
razlikom izmedu kvantificiranih proteinskih vrpci smatrala sam vrijednosti 1,5 puta vece ili

manje od odgovarajuce kontrolne vrijednosti.
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Tablica 3. Priprema primarnih i sekundarnog antitijela koriStenih za imunodetekciju proteina
HSP70, HSP90 i velike podjedinice proteina RuBisCO (rbcL).

Protein Primarno antitijelo Razrjedenje Sekundarno antitijelo Razrjedenje

poliklonsko,
HSP70 kuni¢ji anti-HSP70 1:3000
(Agrisera, AS08 371)

poliklonsko, ' L
HSP90 kuni¢ji anti-HSP90 1:3000 anti-kuni¢ji IgG, HRP

5 1:10 000
(Agrisera, ASO8 346) (Merck Millipore)

poliklonsko,
rbel kuni¢ji anti-rbcL 1:4000
(Agrisera, AS03 037)

3.3.2.8. Analiza ekspresije gena metodom qPCR
Izolacija ukupne RNA

Za izolaciju ukupne RNA iz klijanaca uro¢njaka koristila sam komercijalni paket (MagMAX™
Plant RNA Isolation Kit, Thermo Fischer Scientific). Prikupila sam otprilike 20 mg tkiva
klijanaca u mikroepruvete od 1,5 mL koje su sadrzavale 5-10 staklenih kuglica za
homogenizaciju (SiLibeads Type S, Sigmund Linder). Tkivo sam smrznula u tekué¢em dusiku i
pohranila u ledenicu na -80 °C do daljnjih analiza. Prije izolacije ukupne RNA, mikroepruvete
s tkivom izvadila sam iz ledenice i drzala u teku¢em duSiku. Zatim sam tkivo usitnila u
homogenizatoru (GC Silvermix 90, 900548, BF Mulholland, Velika Britanija) pri frekvenciji

od 50 Hz, u trajanju od dva puta po osam sekundi.

Izolaciju RNA provela sam prema uputama proizvodaca. Ukratko, u svaku mikroepruvetu s
usitnjenim tkivom dodala sam 550 pL pufera za lizu iz paketa, uz dodatak 2% (w/v)
polivinilpirolidona (PVP, Sigma) i 40 mmol L' DTT. Potom sam uzorke promijesala 15-20
sekundi na vibracijskoj mijesalici, kratko (~2 sekunde) centrifugirala kako bih prikupila
kapljice zaostale na poklopcu mikroepruveta te inkubirala u termobloku pet minuta pri
temperaturi od 56 °C. Po zavrSetku inkubacije, uzorke sam centrifugirala deset minuta na
16000 g pri sobnoj temperaturi. Zatim sam, koriste¢i mikropipetu prenijela 400 uL supernatanta
u nove, Ciste mikroepruvete, a taloge bacila. U svaki uzorak (400 puL) dodala sam 25 pL
suspenzije magnetnih kuglica za vezanje RNA 1 400 uL 96% etanola. Otopinu sam promijesala
deset sekundi na vibracijskoj mijesalici, kratko centrifugirala te stavila mikroepruvete na

magnetni stalak (Dynal Biotech ASA, Norveska) na dvije minute. Tijekom tog vremena,

53



magnetne kuglice s vezanom RNA priljubile su se uz magnetni stalak, a otopina razbistrila. Bez
micanja mikroepruveta sa stalka, prikupila sam i bacila supernatant. Zatim sam mikroepruvete
maknula sa stalka i u svaku dodala 700 pL otopine za ispiranje koja je dio sadrzaja paketa (Wash
Solution 1). Otopinu sam ponovno promijesala deset sekundi na vibracijskoj mijesalici, kratko
centrifugirala te stavila mikroepruvete na magnetni stalak na dvije minute. Kao i u ranijem
koraku, prikupila sam i bacila supernatant, bez micanja mikroepruveta sa stalka. Uzorke sam
zatim inkubirala pet minuta na sobnoj temperaturi kako bih omogudila evaporaciju zaostalog
etanola iz otopine za ispiranje. Za vrijeme inkubacije, pomoc¢u kemikalija iz paketa, pripremila
sam otopinu DNase I Master Mix koja je po uzorku sadrzavala 100 pL puferske otopine 2x
DNase I Buffer, 4 pL otopine DNase I Solution, 20 pL. otopine MnCl» i 76 pL sterilne vode bez
nukleaza. Otopina je do koristenja drzana na ledu. Nakon zavrSetka inkubacije, mikroepruvete
sam maknula sa stalka te sam u svaku dodala po 200 pL prethodno pripremljene otopine
DNase I Master Mix. Svaku mikroepruvetu sam njezno protresla prstima i smjestila na 15
minuta u termoblok zagrijan na 37 °C. Nakon inkubacije, uz mijesanje pri 350 rpm,
mikroepruvete sam izvadila iz termobloka i kratko centrifugirala. Zatim sam u svaku
mikroepruvetu dodala 150 pL puferske otopine Rebinding Buffer iz paketa i 400 pL 96%
etanola. Otopinu sam ponovno promijeSala deset sekundi na vibracijskoj mijesalici, kratko
centrifugirala te mikroepruvete stavila na magnetni stalak na dvije minute. Bez micanja
mikroepruveta sa stalka, prikupila sam i bacila supernatant. Zatim sam mikroepruvete maknula
sa stalka i u svaku dodala 700 pL otopine za ispiranje iz paketa (Wash Solution 1). Ponovila
sam prethodne korake s mijeSanjem, centrifugiranjem i bacanjem supernatanta. Mikroepruvete
sam maknula sa stalka te nastavila postupak ispiranja dodavanjem po 700 pL sljedeée otopine
za ispiranje (Wash Solution 2) u svaku mikroepruvetu. Ponovila sam prethodne korake s
mijesanjem, centrifugiranjem i bacanjem supernatanta. Jo§ jednom sam dodala 700 puL otopine
za ispiranje (Wash Solution 2) te ponovila sve prethodne korake. Nakon tog zadnjeg ispiranja,
uzorke sam inkubirala pet minuta na sobnoj temperaturi kako bih omogucila evaporaciju
zaostalog etanola iz otopine za ispiranje. Nakon pet minuta, uzorke sam maknula sa stalka i u
svaki dodala 70 uL sterilne vode bez nukleaza. Otopinu sam ponovno promijesala deset sekundi
na vibracijskoj mijesalici, kratko centrifugirala te stavila mikroepruvete na magnetni stalak na
dvije minute. Bez micanja mikroepruveta sa stalka, prikupila sam i prebacila supernatant koji
je sadrzavao izoliranu RNA u nove, sterilne mikroepruvete. Koncentraciju i ¢isto¢u izolirane
RNA izmjerila sam spektrofotometrijski koriste¢i uredaj NanoDrop™ 1000 (Thermo Fischer

Scientific).
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Reverzna transkripcija ukupne RNA

Izoliranu RNA prevela sam u komplementarnu DNA (cDNA) metodom reverzne transkripcije.
Budu¢i da je za reakciju reverzne transkripcije u mikroepruvetu potrebno dodati 1 pg ukupne
RNA, za svaki uzorak izra¢unala sam koliki volumen izolirane RNA moram dodati u smjesu za

reverznu transkripciju s obzirom na izmjerenu koncentraciju RNA.

U skladu s prethodnim izracunom, u mikroepruvete od 200 puL dodala sam odgovarajuci
volumen izolirane RNA, te dopunila sterilnom vodom bez nukleaza do volumena od 13 pL.
Svakom uzorku dodala sam 1,5 pL. smjese koja se sastojala od 0,5 puL pocetnica (Oligo(dT):s,
Thermo Fischer Scientific) i 1 uL 10 mmol L' mjeSavine nukleotida (ANTP, Sigma). Smjesu
sam promijesala pomocu mikropipete te inkubirala pet minuta u uredaju za PCR (GeneAmp®
PCR System 2700, Thermo Fischer Scientific) pri temperaturi od 65 °C. Nakon inkubacije,
temperaturu na uredaju namjestila sam na 4 °C kako bih svakom uzorku dodala smjesu koja se
sastojala od 4 pL pufera 5x Reaction Buffer, 0,5 pL otopine RiboLock RNase Inhibitor i 1 pL
enzima RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (Thermo Fischer Scientific). Sve otopine su
tijekom pokusa drzane na ledu. Uzorke i novu smjesu ponovno sam promijesala pomocu
mikroepruvete te kratko centrifugirala. Uzorke sam vratila u uredaj za PCR te ih inkubirala 45
minuta pri temperaturi od 42 °C, a zatim 15 minuta pri temperaturi od 70 °C. Po zavrSetku
reakcije, sve uzorke razrijedila sam u sterilnoj vodi bez nukleaza s obzirom na masu koristene
RNA (1 pg), kako bi kona¢na koncentracija cDNA bila 10 ng pL-!. Uzorke sam do daljnjih

analiza pohranila na 4 °C.

Provjera cisto¢e cDNA

Kako bih provjerila ¢istocu dobivene cDNA, odnosno kontaminaciju uzoraka genomskom
DNA, umnozila sam fragment gena ACT3 (engl. actin 3) lanCanom reakcijom polimeraze
(metoda PCR). S obzirom na to da cDNA nastaje reverznom transkripcijom molekule RNA,
ona sadrzi samo egzone, odnosno kodirajuce regije. Nasuprot tome, genomska DNA potjece od
genoma, te sadrzi i egzone i introne (nekodirajuce regije). Zbog toga se umnoZzeni fragmenti

koji potjecu od cDNA razlikuju veli¢inom od onih koji potjecu od genomske DNA.

U mikroepruvetu od 200 pL dodala sam 2 uL. cDNA i1 23 pL smjese koja se sastojala od 12,5 pL
otopine 2x Emerald Amp MAX PCR Master Mix (Takara Bio), 0,5 uL 10 pmol L' nizvodne
(5'-CTGGCATCATACTTTCTACAATG-3") i 0,5 uL 10 pmol L' uzvodne pocetnice (5'-
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CACCACTGAGCACAATGTTAC-3") za gen ACT3 te 9,5 pL redestilirane H>O. Za pozitivau
kontrolu koristila sam 2 pL. genomske DNA, a za negativnhu kontrolu 2 pL redestilirane H2O.
Sve otopine drzane su na ledu. Dobivenu smjesu promijesala sam pomocu mikropipete, kratko
centrifugirala te ju stavila u uredaj za PCR na umnazanje (Tablica 4). Oc¢ekivana veli¢ina
fragmenta gena 4AC73 dobivenog umnazanjem genomske DNA iznosi 733 parova baza (bp), a

fragmenta dobivenog umnazanjem cDNA 650 bp.

Kako bih analizirala umnozene fragmente, uzorke sam prvo razdvojila agaroznom gel-
elektroforezom koriste¢i uredaj RunOne™ Electrophoresis Unit (Embi Tec). Pripremila sam
2% (w/v) agarozni gel (Sigma) u puferu 1x TAE (engl. Tris-acetate-EDTA) koji se sastojao od
1 mmol L' EDTA u 40 mmol L! Tris-acetata, pH vrijednosti 8,0 (Sigma). U jaZice sam nanijela
3 pL biljega molekulskih masa (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Thermo Fischer Scientific) te po
5 uL pojedinog uzorka, pozitivne ili negativne kontrole. Prvih pet minuta, tijekom kojih su
uzorci ulazili u gel, elektroforezu sam provela pri naponu od 25 V. Nakon pet minuta, napon
sam povisila na 100 V. Elektroforeza je u tim uvjetima trajala otprilike 30 minuta. Po zavrSetku
elektroforeze, viSak pufera sam ocijedila te sam gel stavila na inkubaciju u otopinu etidij-
bromida koncentracije 10 ng L'!. Inkubacija je trajala 15 minuta pri temperaturi od 4 °C. Nakon

inkubacije, gel sam izlozila UV svjetlosti dvije sekunde i fotografirala (Kodak EDAS 290).

Tablica 4. Program umnazanja fragmenta gena ACT3.

Vrijeme Temperatura Broj ciklusa Proces
3 minute 98 °C 1 ciklus denaturacija DNA
10 sekundi 98 °C
30 sekundi 56 °C 35 ciklusa vezanje pocetnica
1 minuta 72 °C
sinteza
7 minuta 72 °C 1 ciklus komplementarnih
lanaca
0 4°C pohrana do daljnjih analiza

Kvantifikacija ekspresije gena metodom qPCR

Za kvantifikaciju ekspresije gena BPM -6 te transgena BPM[-GFP koristila sam metodu qPCR
(engl. quantitative PCR) koju sam provela koriste¢i uredaj za PCR u stvarnom vremenu

(Magnetic Induction Cycler (Mic) PCR Machine, Bio Molecular Systems). Kao endogenu
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kontrolu koristila sam gene OGIO (engl. 2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-dependent
oxygenase superfamily protein) 1 PUX7 (engl. plant UBX domain-containing protein 7) koje su
Skiljaica i sur. (2022) predlozili kao najbolje endogene kontrole za klijance uroénjaka prilikom
istrazivanja toplinskog stresa. Prije pocetka reakcije umnazanja, za svaki uzorak pripremila sam
reakcijsku smjesu volumena 13 pL. Smjesa se sastojala se od 7,5 uL otopine 2x GoTaq® qPCR
MasterMix (Promega), 4,9 uL redestilirane H>O, 0,3 pL 10 umol L' nizvodne i 0,3 pL
10 umol L! uzvodne pocetnice za odgovaraju¢i gen (Tablica 5). Sve otopine su tijekom
postupka drzane na ledu. U mikroepruvete sa smjesom (13 pL) dodala sam 2 pL pojedinog
kalupa cDNA, medusobno ih promijesala i stavila u uredaj za PCR (Tablica 6). Svaki uzorak
pripremila sam u dvije tehnicke replike. Za negativnu kontrolu, umjesto uzorka, dodala sam 2

uL redestilirane H>O.

Tablica 5. Pocetnice koriStene za umnazanje gena od interesa kvantitativnom reakcijom PCR
u stvarnom vremenu. Efikasnosti po€etnica izraCunate su u racunalnom programu uredaja za
PCR u stvarnom vremenu (Mic qPCR Analysis Software, Biomolecular Systems).

Naziv Pristupni Sekvenca 5' — 3' Efikasnost Literaturni
gena broj (nizvodno/uzvodno) pocetnica navod
CCCGGTTGCACTGAATGGGA / Skiljaica i
BPMI At5g19000  ACGATTCATTGTACTTGCTAGATCCGATT 090 sur. 2020
TCTATCCGGGTAATAAGATCGAAGA / Skiljaica i
BPM2  At3g06190 CCTTGGAAACCCTAATTGTGTC 0,86 sur. 2020
AGTGATAGACGACATCGAACCT / Skiljaica i
BPM3  At2g39760 CAAGGTCATAGAGGTCAGCA 0,86 sur. 2020
GAAGTTACTGACATGGAGCCT / Skiljaica i
BPM4 At3g03740 CACTGACTCGCACATTAGAC 0,84 sur. 2020
CGTTTGCCTTAAGTTTACTGCC / o
AAGGGTCAGGCAGCGAACCA / Lechner i
BPM6  At3g43700 CCGCTTCCCTTTCATTCGGTACA 0,94 sur. 2011
BPMI- AGTGGAAGACGAGTGAAGC / o
GFP / CTGAACTTGTGGCCGTTTAC 075 A.Skiljaica
ATCCAAGAGCAGTTCAAGCAAG / Skiljaica i
OGIO  At5g51880 GAGAGCCATACCTTCCACTG 0,82 sur. 2022
GTTTCTCAGACTATCAAAGCCA / Skiljaica i

PUX7  Atlgl4570 0,76

ATCAATTACAAGCACCACGG sur. 2022

Po zavrSetku reakcije umnaZanja, provjerila sam specifi¢nost nastalih produkata pomocu
krivulja taljenja. Krivulje su dobivene zagrijavanjem od 50 °C do 95 °C s brzinom porasta

temperature od 0,5 °C po sekundi.
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Tablica 6. Protokol umnazanja fragmenata pojedinih gena primjenom metode qPCR.

Vrijeme Temperatura Broj ciklusa Proces
5 minuta 95 °C 1 ciklus denaturacija DNA
5 sekundi 95 °C vezanje pocetnica i
40 cikl sinteza
ciklusa .
10 sekundi 60 °C komplementarnih
lanaca
0 4°C pohrana do daljnjih analiza

Obrada podataka dobivenih metodom qPCR

Vrijednosti za C; i efikasnost pocetnica (Tablica 5), potrebne za kvantifikaciju ekspresije gena,
izraCunate su u ra¢unalnom programu uredaja za PCR u stvarnom vremenu (Mic qPCR Analysis
Software, Biomolecular Systems). C; oznacava tocku, odnosno ciklus u kojem je moguce
odvojiti 1 detektirati fluorescentni signal od tzv. pozadinskog signala na krivulji. Vrijednost C;
obrnuto je proporcionalna koli¢ini umnoZenog fragmenta DNA. Efikasnost pocetnica
predstavlja uspjeSnost vezanja pojedinog para pocetnica na kalup DNA te sintezu dviju
molekula DNA od jedne molekule u svakom ciklusu reakcije (Vandesompele i sur. 2002, Pfaftl
2004). Za kvantifikaciju ekspresije gena od interesa izraCunala sam vrijednost AC; koriStenjem

sljedec¢ih formula:

A= (1 + srednja vrijednost efikasnosti pocetnica za gen od interesa) ¢t gena od interesa
B = (1 + srednja vrijednost efikasnosti pogetnica za endogenu kontrolu ) ¢t endogene kontrole I
C = (1 + srednja vrijednost efikasnosti pocetnica za endogenu kontrolu II) ¢t endogene kontrole IT

D = geometrijska sredina vrijednosti B1i C

ACt—D
A

Geni od interesa bili su nativni geni BPM1-6 i transgen BPM1-GFP, a endogene kontrole I 1 II
geni OGIO 1 PUX7. S obzirom na to da sam svaki uzorak pripremila u dvije tehnicke replike,
prosjecnu vrijednost C; dobila sam racunanjem geometrijske sredine dviju tehnickih replika za

pojedini uzorak.

Nadalje, zanimala me relativna promjena ekspresije odabranih gena (AAC;). Zbog toga sam
ekspresiju izmjerenih nativnih gena BPMI-6 u kontrolnim i tretiranim klijancima istrazivanih
linija normalizirala u odnosu na ekspresiju tih gena u kontrolnim klijancima divljeg tipa.

Ekspresiju transgena BPM-GFP normalizirala sam u odnosu na ekspresiju nativnhog gena
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BPM]1 u liniji oeBPM]I. Dobivene vrijednosti izrazila sam kao srednju vrijednost tri bioloske
replike. Jedna bioloska replika predstavljala je otprilike 20 mg svjeze mase klijanaca pojedine

linije i skupine.

3.4. Obrada i statisticka analiza podataka

Pokus s biljkama uzgojenim na zemljanom supstratu provela sam jednom, dok sam pokus s
biljkama uzgojenim in vitro provela tri puta. Broj bioloskih replika razlikovao se s obzirom na

mjerene parametre te je broj replika naznacen u opisu metode pojedinog parametra.

Cilj morfoloske karakterizacije biljaka od stadija klijanaca do stadija sjemenki bio je pracenje
dugorocnog ucinka toplinskog stresa te promijenjene ekspresije gena BPM i DMS3 na rast i
razvoj biljaka uro€njaka. Prilikom obrade rezultate uzela sam u obzir da su biljke pracene
gotovo svakodnevno tijekom dva tjedna, da je prac¢eno pet linija biljaka s razli¢itim genskim
pozadinama (wt, oeBPM 1, amiR-bpm, 0eDMS3, dms3-1) te da su biljke bile izlozene povisenoj
temperaturi u razli¢itim razvojnim stadijima (dva i/ili osam listova u rozeti). Imajuc¢i na umu
cilj istrazivanja, bilo je potrebno primijeniti odgovarajucéi statisticki model koji ¢e otkriti koje
su varijable (genska pozadina, razvojni stadij u kojem su biljke izloZene poviSenoj temperaturi,
dan pracenja) imale najveci utjecaj na mjerene morfoloske parametre (povrsina i opseg rozete,
povrsina i opseg konveksne ljuske). Stoga sam za istrazivanje ucinka spomenutih varijabli
koristila tzv. stablo odlucivanja (engl. decision tree). Ukratko, osnovna ideja primjene metode
stablo odlucivanja je stvaranje dijagrama koji ¢e razdvojiti ulazne podatke u razli¢ite grupe
(¢vorove, engl. node) na temelju statisticki znacajne razlike izmedu tih grupa. U svakom ¢voru
stabla, provode se novi statisticki testovi kako bi se utvrdilo je li razlika izmedu daljnjih
podskupova podataka statisticki znacajna ili je rezultat slucajnosti, a podaci se dijele na
podskupove sve dok postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupa. Svaki model stabla
potrebno je provjeriti, odnosno izracunati tocnost klasifikacije (engl. accuracy score). To¢nost
klasifikacije predstavlja omjer broja to¢no klasificiranih podataka prema ukupnom broju
koriStenih podataka. Za validaciju modela koristi se nasumi¢no odvojeni dio ulaznih podataka
(do 20% ukupnih podataka). Ocekivano, §to je tonost veca, model je precizniji i bolje predvida
raspodjelu podataka u grupe. Analizu stabla odluivanja provela sam u programu R 4.0.2
koriStenjem paketa ,party i sintakse ctree(Tretmani ~ Povrsina rozete + Opseg rozete +

Povrsina konveksne ljuske + Opseg konveksne ljuske).
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U okviru ovog istrazivanja, model stabla generiran je za divlji tip te linije s promijenjenom
ekspresijom gena BPM (0eBPMI, amiR-bpm), odnosno gena DMS3 (0eDMS3, dms3-1). Za
svaku liniju generiran je po jedan model za svaki dan pra¢enja morfoloskih parametara,
odnosno ukupno je po liniji generirano sedam modela. S obzirom da su biljke tretirane u dva
razlicita stadija, za svaku liniju prikazana su dva modela najvece to¢nosti klasificiranja. Odabir
prvog modela odnosio se na dane pracenja biljaka nakon izlaganja prvom tretmanu i do
izlaganja drugom tretmanu (od 14. do 19. dana), a odabir drugog modela odnosio se na dane
nakon prvog tretmana do kraja pokusa (od 14. do 23. dana). Time je za svaku liniju omoguéen
odabir modela koji najbolje uspijeva razlikovati promjene u morfoloSkim parametrima s
obzirom na razvojni stadij u kojem su biljke izlozene povisenoj temperaturi i dan pracenja.
Takoder, ovaj oblik analize omogu¢io mi je ustanoviti koji dani pradenja su pokazali
najizrazenije ucinke tretmana te koji od parametara su bili najpodlozniji promjenama uslijed

tretmana.

Nakon analize provedene pomocu stabla odlucivanja, gdje sam identificirala morfoloske
parametre koji su omogucili ucinkovito razdvajanje razli¢itih skupina u odredenim danima
pracenja, usporedila sam podatke dobivene za biljke divljeg tipa s onima za linije s
promijenjenom ekspresijom gena BPM (oeBPM1, amiR-bpm), odnosno gena DMS3 (oeDMS3,
dms3-1). Pri tome sam u obzir uzela i kontrolne biljke i biljke izloZene poviSenoj temperaturi.
Za svaki parametar testirala sam distribuciju podataka koriStenjem Shapiro-Wilkovog W testa,
te jednakost varijanci koriStenjem Levenovog testa. Za p > 0,05 smatrala sam da su podaci
normalno distribuirani, a varijanca jednaka. Buduéi da podaci nisu pokazali odstupanje od
normalne distribucije, te da je varijanca bila jednaka, statistiCku analizu nastavila sam
koriStenjem parametrijskih testova. S obzirom na broj usporedivanih skupina, koristila sam
Studentov #-test za nezavisne uzorke (usporedba dviju skupina) ili jednosmjernu analizu
varijance (usporedba vise od dviju skupina). Ukoliko je jednosmjerna analiza varijance
pokazala da postoje znacajne razlike izmedu usporedivanih grupa, provela sam analizu post hoc
kako bih utvrdila izmedu kojih skupina postoji znacajna razlika. Za analizu post hoc odabrala

sam test Tukey HSD. Sve razlike smatrala sam znac¢ajnim pri p < 0,05.

Za razliku od morfoloSkih parametara, preostali parametri mjereni su u manjem broju
vremenskih tocaka. Zbog toga sam za analizu tih parametara odabrala dvosmjernu analizu
varijjance ¢ime sam istrazila u€inak toplinskog tretmana i genske pozadine na odredeni
parametar u pojedinoj vremenskoj tocki. Prije provodenja dvosmjerne analize, testirala sam

distribuciju (Shapiro-Wilkov W test) 1 varijancu (Levenov test) podataka jer su preduvjeti za
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provodenje ovog testa normalna distribucija podataka i jednakost varijanci. Za otkrivanje
razlika izmedu genskih pozadina, odnosno razlika izmedu kontrolnih i tretman-skupina,
odvojeno sam analizirala u¢inak pozadine i tretmana. S obzirom na broj usporedivanih skupina,
koristila sam Studentov #-test za nezavisne uzorke, odnosno jednosmjernu analizu varijance i
test Tukey HSD. Sve razlike smatrala sam znacajnim pri p <0,05. Za statisticku analizu
promjene relativne ekspresije gena koristila sam Studentov #-test za zavisne uzorke jer sam
ekspresiju gena analizirala u istom tkivu koje je prikupljeno prije izlaganja klijanaca povisenoj
temperaturi, odmah nakon izlaganja te nakon 24-satnog oporavka. Takoder, razlike sam
smatrala znacajnim pri p < 0,05. Statisticku analizu podataka provela sam pomoc¢u programa
R 4.0.2 1 Microsoft Excel 365 uz dodatak paketa ,,Real Statistics Resource Pack™ te sam
konacne rezultate prikazala kao srednje vrijednosti aritmeticke sredine, a odstupanje od srednje

vrijednosti izrazila sam kao standardnu pogresku.

Kako bih vizualizirala sli¢nosti i razlike izmedu linija uzgajanih in vitro, provela sam analizu
glavnih komponenti (PCA, engl. principal component analysis). Analizirala sam izmjerene
fizioloske 1 biokemijske parametre. Za analizu nisam uzela u obzir podatke dobivene western
analizom 1 metodom qPCR zbog manjeg broja replika u odnosu na fizioloske 1 biokemijske
parametre. Prije analize PCA, radi normalizacije podataka, provela sam dvosmjernu analizu
varijance (de Haan i sur. 2006). Model je pokazao znacajnu razliku (p < 0,05) izmedu klijanaca
prikupljenih u prvoj i drugoj vremenskoj tocki. Stoga sam analizu PCA provela odvojeno za te
dvije vremenske tocke. Broj znacajnih komponenti PCA prikazala sam pomocu tzv. grafikona
loma (engl. scree plot) koji se sastoji od grafa s dvije osi: os x (horizontalna) prikazuje redni
broj glavne komponente, dok os y (vertikalna) prikazuje varijancu (ili varijabilnost) objasnjenu
tom komponentom. Glavni cilj grafikona loma je identificirati "lomnu tocku" na grafu, tj. tocku
gdje varijanca pocinje opadati znatno brze. Broj komponenti koje treba zadrzati za analizu
obi¢no se odabire na temelju ove lomne tocke. Naposljetku, prije vizualizacije modela PCA,
provela sam analizu doprinosa mjerenih parametara komponentama PCA kako bih iz analize
eventualno iskljucila parametre koji ne doprinose znac¢ajno objaSnjenju varijance. Za mjerenje
doprinosa izraunala sam vrijednost cos2 (engl. square cosine) koja mjeri koliko parametar
doprinosi odredenoj komponenti u PCA, a koja se interpretira kao "kosinus kuta" izmedu
parametra i komponente. Sto je cos2 blize 1, to znaéi da je parametar dobro uskladen s tom
komponentom, dok nize vrijednosti ukazuju na manji doprinos. Analizu PCA provela sam u

programu R 4.0.2 koriStenjem paketa ,,corrplot“ i ,.factoextra®.
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4. REZULTATI

4.1. Fenotipizacija biljaka od stadija klijanaca do stadija sjemenki

Dugoro¢ni ucinak toplinskog stresa i genske pozadine na rast i razvoj biljaka s promijenjenom
ekspresijom gena BPM, odnosno gena DMS3, pratila sam i analizirala uzgojem biljaka na
zemljanom supstratu. Tom prilikom sam ucinke toplinskog tretmana pratila izlaganjem biljaka
povisenoj temperaturi u stadiju s dva lista (TS2L), stadiju s osam listova (TS8L), odnosno
izlaganjem biljaka u oba stadija — s dva 1 osam listova (TS2L+8L). Analiza Cetiri morfoloska
parametra koja opisuju rast rozete — povrSina i opseg rozete te povrSina i opseg konveksne
ljuske (Prilog 1-4), pokazala je da je toplinski tretman inhibirao rast rozete u ve€ine istrazivanih
linija, neovisno o razvojnom stadiju. Smanjeni rast nakon izlaganja poviSenoj temperaturi
zabiljezila sam u biljaka linija oeBPM1, amiR-bpm, 0eDMS3 te biljaka divljeg tipa. U biljaka
linije dms3-1, koje su poviSenoj temperaturi bile izloZene u stadiju s dva lista (TS2L), odnosno
u oba stadija (TS2L+8L), takoder sam uocila inhibiciju rasta. Medutim, biljke koje su bile
tretirane u stadiju s osam listova (TS8L) pokazale su vise vrijednosti morfoloskih parametara u
odnosu na kontrolne biljke. Analizom genskih pozadina utvrdila sam da su linije oeBPM1 1
dms3-1 imale generalno niZe vrijednosti navedenih morfoloskih parametara u usporedbi s

linijjom amiR-bpm, odnosno linijjom oeDMS3 i divljim tipom.

4.1.1. Morfoloski parametri

Na morfoloske parametre koji su dobiveni pracenjem biljaka pet razli¢itih genskih pozadina
(0eBPM1, amiR-bpm, 0eDMS3, dms3-1, divlji tip) nakon izlaganja poviSenoj temperaturi u
razli¢itim stadijima razvoja (dva i/ili osam listova u rozeti) primijenila sam statisti¢ki model
stablo odlucivanja. Na taj sam nacin odabrala koji dani pracenja su pokazali najizraZenije
uzrokovane tretmanima (Prilog 1-4). Detaljno objasnjenje navedenog postupka nalazi se u
poglavlju 3.4. Obrada i statisticka analiza podataka. S obzirom na to da su biljke bile izlozene
tretmanima u dva razli€ita razvojna stadija, za divlji tip te svaku od linija s promijenjenom
ekspresijom gena BPM (oeBPMI, amiR-bpm), odnosno gena DMS3 (oeDMS3, dms3-1)
prikazala sam dva statisticka modela. Prvi model odnosio se na dane pracenja od trenutka

izlaganja biljaka prvom tretmanu pa do izlaganja drugom tretmanu, odnosno od 14. do 19. dana
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pokusa. Drugi model obuhvatio je razdoblje od prvog tretmana do kraja pokusa (od 14. do 23.

dana).

Divlji tip

Usporedba tocnosti klasifikacije modela generiranih za divlji tip izdvojila je 16. 1 21. dan
prac¢enja kao modele s najve¢om tocnosti — 64,28% odnosno 57,89% (Prilog 5). Dakle, modeli
za 16.121. dan odabrani su jer su razlike izmedu kontrolnih i tretiranih biljaka bile najizrazenije
upravo ta dva dana u usporedbi sa svim danima pracenja (od 14. do 23. dana). Model za 16. dan
pokazao je odvajanje biljaka tretiranih u stadiju s dva lista (TS2L) od kontrolnih biljaka (K) na
temelju opsega rozete (Slika 12a), pri cemu se vecina tretiranih biljaka tri dana nakon tretmana
izdvojila u grupu koja ima opseg rozete manji ili jednak 93,39 mm, dok je vec¢ina kontrolnih
biljaka bila u grupi koja ima opseg rozete veci od 93,39 mm. Dakle, izlaganje biljaka divljeg
tipa u ranijem stadiju (TS2L) uzrokovalo je smanjenje njihova opsega rozete u usporedbi s
kontrolnim biljkama. Model za 21. dan uspjes$no je grupirao biljke tretirane u stadiju s dva lista
(TS2L) i kontrolne biljke (K) prema opsegu rozete (Slika 12b). Za kontrolne biljke bio je
karakteristi¢an opseg rozete veci od 241,46 mm, dok je za biljke tretirane u stadiju s dva lista
devet dana nakon oporavka bio znacajan opseg rozete manji ili jednak 241,46 mm?2. Model se
nije pokazao to¢nim prilikom grupiranja biljaka tretiranih u stadiju s osam listova (TS8L) i
biljaka tretiranih u oba stadija (TS2L+8L). Iz tih rezultata proizlazi da je opseg rozete biljaka
iz skupine TS2L bio manji u usporedbi s kontrolnim biljkama i devet dana nakon tretmana. S
druge strane, model nije precizno mogao razluciti razlike izmedu skupina TS2L i TS2L+8L,
kao ni izmedu skupina K i TS8L. Ovi rezultati sugeriraju da tretman u ranijem stadiju (TS2L)
uzrokuje dugorocne promjene u opsegu rozete biljaka divljeg tipa, dok tretman u kasnijem

stadiju (TS8L) nema izrazeniji u¢inak na opseg rozete.
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a — 16. dan prac¢enja b — 21. dan praéenja

Opseg rozete
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N =61
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Slika 12. Stabla odlu¢ivanja za morfologke parametre u biljaka divljeg tipa praéene (a) 19. dana, odnosno (b) 21. dana. Cvorovi prikazuju varijablu
na temelju koje je doslo do najbolje raspodjele podataka (opseg rozete) te ukupan broj bioloskih replika (N). [zmedu ¢vorova, prikazane su grani¢ne
vrijednosti varijable na temelju koje je napravljena podjela podataka. Stupcasti grafikoni predstavljaju broj bioloskih replika grupiranih u odredenu
skupinu — K (kontrolna skupina), TS2L (skupina izlozena toplinskom tretmanu u razvojnom stadiju s dva prava lista), TS8L (skupina izloZena

toplinskom tretmanu u razvojnom stadiju s osam pravih listova) i TS2L+8L (skupina izloZena toplinskom tretmanu u dva razvojna stadija — s dva
1 osam pravih listova).

Broj replika
Broj replika

64



Linije s promijenjenom ekspresijom gena BPM

Usporedba to¢nosti klasifikacije modela generiranih za liniju oeBPM1 izdvojila je modele za
19. 1 21. dan pracenja kao modele s najve¢om tocnos¢u — 82,35% odnosno 58,33% (Prilog 5).
Model za 19. dan pokazao je dobro odvajanje biljaka tretiranih u stadiju s dva lista (TS2L) od
kontrolnih biljaka (K) na temelju povrSine konveksne ljuske (Slika 13a). Vecina tretiranih
biljaka Sest dana nakon izlaganja toplinskom stresu izdvojila se u grupu koja ima povrSinu
konveksne ljuske manju ili jednaku 292,04 mm?, dok je veéina kontrolnih biljaka bila u grupi
koja ima povrsinu konveksne ljuske ve¢u od 292,04 mm?. Iz toga proizlazi da je tretman biljaka
linije oeBPM1 u stadiju s dva lista (TS2L) uzrokovao smanjenje povrsine konveksne ljuske
tretiranih biljaka u usporedbi s kontrolnim biljkama. Model za 21. dan uspjesno je grupirao
dvije skupine tretiranih biljaka (TS2L, TS2L+8L) i kontrolne biljke (K) prema povrsini rozete
1 povrsini konveksne ljuske (Slika 13b). Tretirane biljke (TS2L, TS2L+8L) imale su povrsinu
rozete manju ili jednaku 395,39 mm?, dok je za kontrolne biljke bila znacajna povrsina rozete
veéa od 395,39 mm?. Unutar tretiranih biljaka, one tretirane u oba stadija (TS2L+8L)
razlikovale su se od biljaka tretiranih samo u stadiju s dva lista (TS2L) na temelju povrSine
konveksne ljuske. Specifi¢no, vecina biljaka iz skupine TS2L+8L imala je povrsinu ljuske vecu
od 423,4 mm?, za razliku od biljaka iz skupine TS2L. Model nije uspjesno grupirao biljke
tretirane samo u stadiju s osam listova (TS8L). Dakle, toplinski tretman biljaka u ranom stadiju
(TS2L) te tretman biljaka u oba stadija (TS2L+8L) rezultirali su inhibicijom rasta linije

oeBPM], §to se odrazilo kroz smanjenje povrsine rozete i konveksne ljuske.

Za razliku od linije oeBPM]1, usporedba to¢nosti klasifikacije modela generiranih za liniju
amiR-bpm pokazala je da su modeli generirani za 16. i 22. dan pracenja imali najvecu to¢nost
— 70% odnosno 31,57% (Prilog 5). Model za 16. dan pokazao je odvajanje biljaka na temelju
opsega rozete pri ¢emu su biljke tretirane u stadiju s dva lista tri dana nakon tretmana (TS2L)
imale opseg rozete manji ili jednak 108,87 mm, a kontrolne (K) opseg ve¢i od 108,87 mm
(Slika 14a). Drugim rije¢ima, izlaganje biljaka u stadiju s dva lista (TS2L) poviSenoj
temperaturi dovelo je do smanjenja opsega rozete biljaka linije amiR-bpm. Model za 22. dan
grupirao je skupine linije amiR-bpm na temelju povrsine rozete (Slika 14b), pri cemu su sve
tretirane biljke (TS2L, TS8L, TS2L+8L) imale povrSinu rozete manju ili jednaku 688,11 mm?,
a vec¢ina kontrolnih biljaka (K) povrsinu veéu od 688,11 mm?. Iz toga proizlazi da je toplinski

tretman, neovisno o razvojnom stadiju, uzrokovao inkibiciju rasta rozete linije amiR-bpm.
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Broj replika
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Slika 13. Stabla odlucivanja za morfoloske parametre u linije s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM1) prac¢ene (a) 19. dana, odnosno
(b) 21. dana. Cvorovi prikazuju varijable na temelju kojih je doslo do najbolje raspodjele podataka (povrsina rozete, povr§ina konveksne ljuske) te
ukupan broj bioloskih replika (N). Izmedu ¢vorova, prikazane su grani¢ne vrijednosti varijable na temelju kojih je napravljena podjela podataka.
Stupcasti grafikoni predstavljaju broj bioloskih replika grupiranih u odredenu skupinu — K (kontrolna skupina), TS2L (skupina izlozena toplinskom
tretmanu u razvojnom stadiju s dva prava lista), TS8L (skupina izloZena toplinskom tretmanu u razvojnom stadiju s osam pravih listova) i TS2L+8L

(skupina izloZena toplinskom tretmanu u dva razvojna stadija — s dva i osam pravih listova).
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Slika 14. Stabla odluc¢ivanja za morfoloske parametre u linije sa smanjenom ekspresijom gena BPM1, 4, 5 i 6 (amiR-bpm) pracene (a) 16. dana,
odnosno (b) 22. dana. Cvorovi prikazuju varijable na temelju kojih je doslo do najbolje raspodjele podataka (opseg i povriina rozete) te ukupan
broj bioloskih replika (N). Izmedu ¢vorova, prikazane su grani¢ne vrijednosti varijable na temelju kojih je napravljena podjela podataka. Stupcasti
grafikoni predstavljaju broj bioloskih replika grupiranih u odredenu skupinu — K (kontrolna skupina), TS2L (skupina izloZena toplinskom tretmanu
u razvojnom stadiju s dva prava lista), TSSL (skupina izloZena toplinskom tretmanu u razvojnom stadiju s osam pravih listova) i TS2L+8L (skupina
izlozena toplinskom tretmanu u dva razvojna stadija — s dva i osam pravih listova).
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Pomocu stabla odlucivanja, identificirala sam morfoloSke parametre koji su omogudili
razdvajanje razliitih skupina linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM (oeBPMI,
amiR-bpm) u odredenim danima prac¢enja. U daljnjoj analizi medusobno sam usporedila
odgovor na toplinski stres izmedu linija oeBPM1 i amiR-bpm te divljeg tipa. Usporedba se
temeljila na morfoloSkim parametrima i danima pracenja izdvojenim prema modelima stabla
za linije 0oeBPM1 1 amiR-bpm. Rezultati su, u tekstu koji slijedi, radi lakSeg pracenja i

interpretacije prikazani kronoloskim redoslijedom, prema danima pracéenja.

Budu¢i da se 16. dana pracenja opseg rozete izdvojio kao dobar pokazatelj razlika izmedu
kontrolnih (K) i tretiranih biljaka (TS2L) sa smanjenom ekspresijom gena BPMI, 4,516
(amiR-bpm), napravila sam usporedbu podataka za obje linije s promijenjenom ekspresijom
gena BPM (oeBPM1, amiR-bpm) s onima divljeg tipa. Pokazalo se da tre¢i dan nakon tretmana
biljke linije amiR-bpm imaju znacajno manji opseg rozete u odnosu na kontrolne biljke
(Slika 15). Takoder, usporedba kontrolnih i tretiranih biljaka linije oeBPM1 te biljaka divljeg
tipa pokazala je da izlaganje poviSenoj temperaturi dovodi do smanjenja opsega rozete.
Usporedba kontrolnih biljaka razli¢itih genskih pozadina pokazala je da biljke linije amiR-bpm
imaju znacajno veci opseg rozete 16. dana u odnosu na biljke linije oeBPM1 1 divljeg tipa, dok

su biljke linije oeBPM1 imale znacajno manji opseg rozete u odnosu na divlji tip.

PovrSina konveksne ljuske 19. dana pracenja pokazala se takoder kao dobar morfoloski
pokazatelj tretmana poviSenom temperaturom u stadiju s dva lista. Tretirane biljke (TS2L) obje
linije (oeBPM1, amiR-bpm) te divljeg tipa imale su znac¢ajno manju povrsinu konveksne ljuske
Sest dana nakon tretmana u odnosu na pripadajuce kontrolne biljke (K) (Slika 16). S obzirom
na razli¢itu gensku pozadinu, povrSinu konveksne ljuske kontrolnih biljaka linija oeBPM1 i
amiR-bpm te divljeg tipa usporedila sam medusobno. Ustanovila sam da biljke linije amiR-bpm
i divljeg tipa imaju znacajno vecu povrsinu konveksne ljuske u odnosu na biljke linije oeBPM1.
Medutim, izmedu kontrolnih biljaka linije amiR-bpm 1 divljeg tipa nisam utvrdila znacajnu

razliku u povrs$ini konveksne ljuske.
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Slika 15. Opseg rozete biljaka uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) divljeg tipa (wt), linije s
prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]) te linije sa smanjenom ekspresijom gena
BPM1, 4, 5 1 6 (amiR-bpm) izloZenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razvojnom stadiju
s dva prava lista (TS2L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C.
Rezultati su prikazani za 16. dan pracenja, $to je za biljke TS2L bilo tri dana nakon tretmana,
te su izrazeni kao srednja vrijednost najmanje deset bioloskih replika + standardna pogreska.
Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K 1 TS2L) unutar pojedine linije (wt, oeBPM1 ili
amiR-bpm) analiziran je Studentovim t-testom; znacajne razlike (p <0,05) obiljeZzene su
zvjezdicom (*). Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L)
biljaka razli¢itih linija (wt, oeBPM1 i amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom
varijance i1 post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su razliitim
velikim slovima.
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Slika 16. Povrsina konveksne ljuske biljaka urocnjaka (4rabidopsis thaliana) divljeg tipa (wt),
linije s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]I) te linije sa smanjenom ekspresijom
gena BPM1, 4, 5 1 6 (amiR-bpm) izlozenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razvojnom
stadiju s dva prava lista (TS2L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom pokusa na
24 °C. Rezultati su prikazani za 19. dan pracenja, §to je za biljke TS2L bilo Sest dana nakon
tretmana, te su izrazeni kao srednja vrijednost najmanje deset bioloskih replika + standardna
pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K i TS2L) unutar pojedine linije (wt, oeBPM1
ili amiR-bpm) analiziran je Studentovim #-testom; znacajne razlike (p <0,05) obiljezene su
zvjezdicom (*). Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L)
biljaka razli¢itih linija (wt, oeBPM1 i amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom
varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su razliitim
velikim slovima.
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Osim 19. dana, povrSina konveksne ljuske istaknula se kao koristan pokazatelj u¢inka tretmana
1 21. dana prilikom prac¢enja oporavka biljaka nakon tretmana u stadiju s dva lista (TS2L) te
ucinka tretmana na biljke u stadiju s osam listova (TS8L), odnosno u oba stadija (TS2L+8L).
Rezultati su pokazali da je povrSina konveksne ljuske kod biljaka koje su se oporavljale nakon
tretmana u stadiju s dva lista (TS2L) i dalje manja u odnosu na kontrolne biljke (K), neovisno
o istrazivanoj liniji (Slika 17). S druge strane, biljke koje su bile izloZene toplinskom tretmanu
u stadiju s osam listova (TS8L) ili u oba razvojna stadija (TS2L+8L), pokazale su razliciti
odgovor na tretman, a koji je ovisio o njihovoj genskoj pozadini. Kod biljaka divljeg tipa
tretiranih u oba razvojna stadija (TS2L+8L) zabiljezeno je znacajno smanjenje povrSine
konveksne ljuske jedan dan nakon ponovljenog tretmana, dok istovremeno biljke tretirane samo
u stadiju s osam listova (TS8L) nisu pokazale znacajne razlike u odnosu na kontrolne biljke
(K). Biljke linije oeBPM1 tretirane u stadiju s osam listova (TS8L) nisu se znacajno razlikovale
od kontrolnih biljaka (K). Takoder, znacajna razlika nije uocena niti usporedbom kontrolnih
biljaka i biljaka iz skupine TS2L+8L, iako se povrSina konveksne ljuske u tretiranih biljaka
smanjila za 25%. Zanimljivo, sve tretirane skupine linije amiR-bpm (TS2L, TS8L, TS2L+8L)
pokazale su znacajno manju povrsinu konveksne ljuske u usporedbi s kontrolnim biljkama (K).
Kao i 19. dana pracenja, usporedba kontrolnih biljaka pokazala je da biljke linije amiR-bpm te
divljeg tipa imaju znacajno vecu povrSinu konveksne ljuske 21. dana u odnosu na liniju
oeBPMI. 1zmedu kontrolnih biljaka linije amiR-bpm te divljeg tipa nije zabiljeZena znacajna

razlika.
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Slika 17. Povrsina konveksne ljuske biljaka urocnjaka (4rabidopsis thaliana) divljeg tipa (wt),
linije s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]I) te linije sa smanjenom ekspresijom
gena BPM1, 4, 51 6 (amiR-bpm) izlozenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razli¢itim
razvojnim stadijima: s dva prava lista (TS2L), osam pravih listova (TS8L) ili u oba stadija — s
dva te osam pravih listova (TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom
pokusa na 24 °C. Rezultati su prikazani za 21. dan pracenja, Sto je za biljke TS2L bilo osam
dana nakon tretmana, a za biljke T8L 1 TS2L+8L jedan dan nakon tretmana. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrijednosti najmanje deset bioloskih replika + standardna pogreska.
Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K, TS2L, TS8L i TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt,
oeBPM]I ili amiR-bpm) analiziran je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom
Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su razli¢itim malim slovima. Medusobna
usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka
razlicitih linija (wt, oeBPM1 i amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom varijance i
post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p <0,05) obiljeZzene su razliitim velikim
slovima.

Uz povrsinu konveksne ljuske, 21. dana pra¢enja primije¢ene su i znacajne razlike u povrsini
rozete izmedu tretiranih 1 kontrolnih biljaka linija oeBPMI 1 amiR-bpm te divljeg tipa
(Slika 18). Biljke divljeg tipa pokazale su najvecu osjetljivost nakon tretmana u oba razvojna
stadija (TS2L+8L) u odnosu na kontrolne biljke (K). Istovremeno, biljke tretirane u stadiju s
dva lista (TS2L) ili u stadiju s osam listova (TS8L) nisu pokazale znacajne razlike u povrsini
rozete u usporedbi s kontrolnim biljkama (K), odnosno s biljkama tretiranim u oba stadija
(TS2L+8L). Priblizno sli¢an obrazac zabiljezen je i kod linije amiR-bpm. Naime, biljke tretirane
u stadiju s osam listova (TS8L) te biljke tretirane u oba razvojna stadija (TS2L+8L) imale su
zna¢ajno manju povrsinu rozete u odnosu na kontrolne biljke (K). Medutim, iako se povrSina
rozete biljaka tretiranih u ranijem stadiju (TS2L) smanjila za 20% u odnosu na kontrolne biljke,
nije zabiljezena znacCajna razlika u odnosu na kontrolne biljke i1 biljke iz skupina TS8L i
TS2L+8L. Sve tretirane skupine linije oeBPM 1, neovisno o razvojnom stadiju u kojem su biljke
izlozene povisenoj temperaturi (TS2L, TS8L, TS2L+8L), pokazale su znac¢ajno manju povrsine
rozete u odnosu na kontrolne biljke (K). Usporedba kontrolnih biljaka pokazala je da biljke
linije amiR-bpm te divljeg tipa imaju znacajno vecu povrsSinu rozete 21. dana u odnosu na liniju
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oeBPM1 (Slika 18). Izmedu kontrolnih biljaka linije amiR-bpm te divljeg tipa nije zabiljezena

znacajna razlika.
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Slika 18. Povrsina rozete biljaka urocnjaka (Arabidopsis thaliana) divljeg tipa (wt), linije s
prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]) te linije sa smanjenom ekspresijom gena
BPM1, 4,516 (amiR-bpm) izlozenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razliCitim
razvojnim stadijima: s dva prava lista (TS2L), osam pravih listova (TS8L) ili u oba stadija — s
dva te osam pravih listova (TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom
pokusa na 24 °C. Rezultati su prikazani za 21. dan pracenja, Sto je za biljke TS2L bilo osam
dana nakon tretmana, a za biljke T8L i TS2L+8L jedan dan nakon tretmana. Rezultati su
izrazeni kao srednje vrijednosti najmanje deset bioloskih replika + standardna pogreska.
Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K, TS2L, TS8L i TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt,
oeBPM]I ili amiR-bpm) analiziran je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom
Tukey HSD; znacajne razlike (p <0,05) obiljezene su razli¢itim malim slovima. Medusobna
usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka
razlicitih linija (wt, oeBPM1 i amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom varijance i
post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p <0,05) obiljeZzene su razli¢itim velikim
slovima.

Povrsina rozete biljaka pokazala se kao dobar pokazatelj u€inka toplinskog tretmana i 22. dana
prac¢enja (Slika 19). Neovisno o razvojnom stadiju u kojem su biljke izlozene poviSenoj
temperaturi, sve tretirane skupine (TS2L, TS8L, TS2L+8L) linije amiR-bpm 1 divljeg tipa
pokazale su znacajno manju povrsine rozete u odnosu na kontrolne biljke (K). Sli¢an obrazac
zabiljezen je i kod linije oeBPM 1. Naime, sve tretirane biljke pokazale su znacajno smanjenje
povrsine rozete u odnosu na kontrolne biljke. Medutim, biljke tretirane u ranij em stadiju (TS2L)
se biljke tretirane u oba stadija (TS2L+8L) nisu znacajno razlikovale od prethodno spomenutih
skupina. Usporedba kontrolnih biljaka pokazala je da biljke linije amiR-bpm te divljeg tipa
imaju znacajno vecu povrsinu rozete 22. dana u odnosu na liniju ceBPM1 (Slika 19). Izmedu

kontrolnih biljaka linije amiR-bpm te divljeg tipa nije zabiljeZena znacajna razlika.
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Slika 19. Povrsina rozete biljaka urocnjaka (Arabidopsis thaliana) divljeg tipa (wt), linije s
prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]) te linije sa smanjenom ekspresijom gena
BPM1, 4,516 (amiR-bpm) izlozenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razliCitim
razvojnim stadijima: s dva prava lista (TS2L), osam pravih listova (TS8L) ili u oba stadija —s
dva te osam pravih listova (TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom
pokusa na 24 °C. Rezultati su prikazani za 22. dan pracenja, $to je za biljke TS2L bilo devet
dana nakon tretmana, a za biljke T8L i TS2L+8L dva dana nakon tretmana. Rezultati su izrazeni
kao srednje vrijednosti najmanje deset bioloskih replika + standardna pogreska. Odgovor
kontrolnih i tretiranih biljka (K, TS2L, TS8L 1 TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt, oeBPM1
ili amiR-bpm) analiziran je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD;
znacajne razlike (p <0,05) obiljezene su razli¢itim malim slovima. Medusobna usporedba
odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka razlicitih linija
(wt, oeBPM1 1 amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom
Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su razli¢itim velikim slovima.

Linije s promijenjenom ekspresijom gena DMS3

Usporedba to¢nosti klasifikacije modela generiranih za liniju 0eDMS3 izdvojila je 19.122. dan
pracenja kao modele s najvec¢om to¢nosti — 60% odnosno 54,54% (Prilog 5). Model za 19. dan
pokazao je odvajanje biljaka tretiranih u stadiju s dva lista (TS2L) od kontrolnih biljaka (K) na
temelju povrsine konveksne ljuske (Slika 20a), pri ¢emu se vecina tretiranih biljaka Sest dana
nakon tretmana izdvojila u grupu koja ima povrSinu konveksne ljuske manju ili jednaku
380,92 mm?, dok je vecina kontrolnih biljaka bila u grupi koja ima povrsinu konveksne ljuske
veéu od 380,92 mm?. Dakle, tretman biljaka linije oeDMS3 u stadiju s dva lista (TS2L) u prvim
danima nakon stresa uzrokovao je smanjenje povrsine konveksne ljuske. Model za 22. dan
uspjesno je grupirao biljke tretirane u stadiju s dva lista (TS2L) i kontrolne biljke (K) prema
povrsini konveksne ljuske (Slika 20b). Za kontrolne biljke bila je karakteristi¢na povrSina
konveksne ljuske iznad 821,35 mm?, dok je za biljke tretirane u stadiju s dva lista devet dana

nakon oporavka bila zna¢ajna povrSina manja ili jednaka 821,35 mm?. Model se nije pokazao
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tocnim prilikom grupiranja biljaka tretiranih u stadiju s osam listova (TS8L) i biljaka tretiranih
u oba stadija (TS2L+8L). Iz toga proizlazi da je povrSina konveksne ljuske biljaka iz skupine
TS2L bila manja u usporedbi s kontrolnim biljkama i devet dana nakon tretmana. S druge strane,
model nije precizno mogao razluciti razlike izmedu skupina TS2L i TS2L+8L, kao ni izmedu
skupina K i TS8L. Dakle, tretman u ranijem stadiju (TS2L) uzrokuje dugoro¢ne promjene u
povrsini konveksne ljuske linije 0eDMS3, dok tretman u kasnijem stadiju (TS8L) nema

izrazeniji u¢inak na povrsinu konveksne ljuske.

U odnosu na liniju 0eDMS3, usporedba tocnosti klasifikacije modela generiranih za liniju
dms3-1 pokazala je da su modeli generirani za 14. i1 21. dan pracenja imali najvecu to¢nost —
64,28% odnosno 40% (Prilog 5). Model za 14. dan pokazao je razdvajanje biljaka tretiranih u
stadiju s dva lista (TS2L) od kontrolnih biljaka (K) na temelju opsega konveksne ljuske
(Slika 21a). Ve¢ina tretiranih biljaka imala je jedan dan nakon tretmana opseg konveksne ljuske
manji ili jednak 29,32 mm, dok je vecina kontrolnih biljaka imala opseg ljuske veéi od
29,32 mm. Drugim rijeima, izlaganje biljaka u stadiju s dva lista (TS2L) dovelo je do
smanjenja opsega konveksne ljuske biljaka linije dms3-1. Model za 21. dan grupirao je biljke
linije dms3-1 u dvije skupine na temelju opsega rozete (Slika 21b), pri cemu su kontrolne biljke
te biljke tretirane u ranijem stadiju (TS2L), odnosno biljke tretirane u oba razvojna stadija
(TS2L+8L) imale opseg rozete manji ili jednak 252,62 mm. S druge strane, za biljke tretirane
u stadiju s osam listova (TS8L) karakteristi¢an je bio opseg ve¢i od 252,62 mm. Iz toga proizlazi
da je toplinski tretman djelovao poticajno na rast biljaka iz skupine koje su bile tretirane u
kasnijem razvojnom stadiju (TS8L) u odnosnu na kontrolnu skupinu te skupine TS2L i

TS2L+8L.
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Slika 20. Stabla odlucivanja za morfoloske parametre u linije s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (oeDMS3) pracene (a) 19. dana, odnosno
(b) 22. dana. Cvorovi prikazuju varijablu na temelju koje je doslo do najbolje raspodjele podataka (povrsina konveksne ljuske) te ukupan broj
bioloskih replika (N). Izmedu ¢vorova, prikazane su grani¢ne vrijednosti varijable na temelju kojih je napravljena podjela podataka. Stupcasti
grafikoni predstavljaju broj bioloskih replika grupiranih u odredenu skupinu — K (kontrolna skupina), TS2L (skupina izloZena toplinskom tretmanu
u razvojnom stadiju s dva prava lista), TS8L (skupina izloZena toplinskom tretmanu u razvojnom stadiju s osam pravih listova) i TS2L+8L (skupina
izlozena toplinskom tretmanu u dva razvojna stadija — s dva i osam pravih listova).
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Slika 21. Stabla odlucivanja za morfoloske parametre u linije s mutiranim genom DMS3 (dms3-1) praéene (a) 14. dana, odnosno (b) 21. dana.
Cvorovi prikazuju varijable na temelju kojih je doslo do najbolje raspodjele podataka (opseg konveksne ljuske, opseg rozete) te ukupan broj
bioloskih replika (N). Izmedu ¢vorova, prikazane su grani¢ne vrijednosti varijable na temelju kojih je napravljena podjela podataka. Stupcasti
grafikoni predstavljaju broj bioloskih replika grupiranih u odredenu skupinu — K (kontrolna skupina), TS2L (skupina izloZena toplinskom tretmanu
u razvojnom stadiju s dva prava lista), TS8L (skupina izloZena toplinskom tretmanu u razvojnom stadiju s osam pravih listova) i TS2L+8L (skupina
izlozena toplinskom tretmanu u dva razvojna stadija — s dva i osam pravih listova).
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U daljnjoj analizi medusobno sam usporedila odgovor na toplinski stres izmedu linija s
promijenjenom ekspresijom gena DMS3 (0oeDMS3 1 dms3-1) te divljeg tipa. Usporedba se
temeljila na morfoloSkim parametrima i danima pracenja izdvojenim prema modelima stabla

za linije 0eDMS3 1 dms3-1, a rezultati su prikazani kronoloski.

Opseg konveksne ljuske izmjeren 14. dana pracenja istaknuo se kao dobar morfoloski
pokazatelj za procjenu uc¢inka toplinskog tretmana u stadiju s dva lista (TS2L) kod biljaka linije
dms3-1. Naime, tretirane biljke linije dms3-1 imale su jedan dan nakon tretmana znac¢ajno manji
opseg konveksne ljuske u odnosu na kontrolne biljke (Slika 22). Medutim, usporedbom
kontrolnih i tretiranih biljaka linije 0eDMS3, odnosno biljaka divljeg tipa nije dokazana
znacajna razlika u opsegu konveksne ljuske izmedu tih grupa biljaka. Takoder, usporedba
genskih pozadina, odnosno kontrolnih biljaka istrazivanih linija pokazala je da ne postoji
znacajna razlika u opsegu konveksne ljuske 14. dana izmedu linija 0eDMS3 1 dms3-1 te divljeg

tipa (Slika 22).
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Slika 22. Opseg konveksne ljuske biljaka uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) divljeg tipa (wt),
linije s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (0eDMS3) te linije s mutiranim genom DMS3
(dms3-1) izlozenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razvojnom stadiju s dva prava lista
(TS2L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su
prikazani za 14. dan pracenja, Sto je za biljke TS2L bilo jedan dan nakon tretmana, te su izrazeni
kao srednja vrijednost najmanje deset bioloSkih replika + standardna pogreska. Odgovor
kontrolnih i tretiranih biljka (K i TS2L) unutar pojedine linije (wt, 0eDMS3 ili dms3-1)
analiziran je Studentovim z-testom; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su zvjezdicom (*).
Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L) biljaka razli¢itih
linija (wt, 0eDMS3 1 dms3-1) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom
Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljeZene su razli¢itim velikim slovima.

PovrSina konveksne ljuske 19. dana pradenja pokazala se takoder kao dobar morfoloski
pokazatelj tretmana poviSenom temperaturom u stadiju s dva lista (TS2L) (Slika 23). Neovisno

o genskoj pozadini, tretirane biljke su Sest dana nakon tretmana pokazale znac¢ajno manju
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povrsinu konveksne ljuske u odnosu na kontrolne biljke. Usporedba kontrolnih biljaka linija
0eDMS3 i dms3-1 te divljeg tipa pokazala je da biljke linije dms3-1 imaju znacajno manju
povrsinu u odnosu na druge dvije skupine. Istovremeno, nije zabiljezena znacajna razlika u

povrsini konveksne ljuske izmedu biljaka linije 0eDMS3 i divljeg tipa.
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Slika 23. PovrSina konveksne ljuske biljaka urocnjaka (4rabidopsis thaliana) divljeg tipa (wt),
linije s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (0eDMS3) te linije s mutiranim genom DMS3
(dms3-1) izlozenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razvojnom stadiju s dva prava lista
(TS2L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su
prikazani za 19. dan pracenja, §to je za biljke TS2L bilo Sest dana nakon tretmana, te su izrazeni
kao srednja vrijednost najmanje deset bioloSkih replika + standardna pogreska. Odgovor
kontrolnih i tretiranih biljka (K i TS2L) unutar pojedine linije (wt, 0eDMS3 ili dms3-1)
analiziran je Studentovim z-testom; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su zvjezdicom (*).
Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L) biljaka razli¢itih
linija (wt, 0eDMS3 1 dms3-1) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom
Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezZene su razli¢itim velikim slovima.

Od analiziranih parametara, opseg rozete izdvojio se kao dobar pokazatelj ucinka toplinskog
tretmana 21. dana pracenja, odnosno dana kada pratimo oporavak biljaka nakon tretmana
provedenog u stadiju s dva lista (TS2L) te u¢inak tretmana na biljke tretirane u stadiju s osam
listova (TS8L) odnosno u oba razvojna stadija (TS2L+8L) (Slika 24). Biljke linije oeDMS3 i
divljeg tipa iz skupine tretirane u stadiju s dva lista (TS2L) te skupine tretirane u oba razvojna
stadija (TS2L+8L) imale su znacajno manji opseg rozete u odnosu na kontrolne biljke (K), a
kod divljeg tipa i u odnosu na biljke tretirane u stadiju s osam listova (TS8L). Biljke linije
dms3-1 tretirane u stadiju s osam listova (TS8L) izdvojile su se od drugih skupina, ali i linija.
Konkretno, samo su biljke linije dms3-1 (TS8L) pokazale pozitivan odgovor na povisenu
temperaturu kroz znac¢ajno povecéanje opsega rozete u usporedbi s drugim skupinama (K, TS2L,

TS2L+8L). Usporedba kontrolnih biljaka pokazala je kako su biljke linije dms3-1 imale manji
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opseg rozete u odnosu na biljke linije 0eDMS3 1 divljeg tipa (Slika 24). Istovremeno, nije

zabiljezena znacajna razlika u opsegu rozete izmedu biljaka linije 0eDMS3 1 divljeg tipa.

EK OTS2L @TS8L mTS2L+8L

A A

350 - A A 2 A A A
300 | A g be & A B A2
© 250 Fl | ¢ b P B
5 1 b b b
S £ 200 -
2E 150 |
g 100 -
O
50 -
O a
wit oeDMS3 dms3-1

Slika 24. Opseg rozete biljaka uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) divljeg tipa (wt), linije s
prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (oeDMS3) te linije s mutiranim genom DMS3 (dms3-1)
izlozenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razli¢itim razvojnim stadijima: s dva prava
lista (TS2L), osam pravih listova (TS8L) ili u oba stadija — s dva te osam pravih listova
(TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su
prikazani za 21. dan pracenja, $to je za biljke TS2L bilo osam dana nakon tretmana, a za biljke
T8L 1 TS2L+8L jedan dan nakon tretmana. Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti
najmanje deset bioloskih replika + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka
(K, TS2L, TS8L i TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt, 0eDMS3 ili dms3-1) analiziran je
jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05)
obiljezene su razli¢itim malim slovima. Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K),
odnosno tretiranih (TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka razli¢itih linija (wt, 0eDMS3 i dms3-1)
provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike
(p <0,05) obiljezene su razli¢itim velikim slovima.

Za pracenje ucinka tretmana na rast biljaka 22. dana, povrSina konveksne ljuske pokazala se
toplinski tretman, sve tretirane skupine (TS2L, TS8L, TS2L+8L) divljeg tipa imale su znacajno
manju povrsinu ljuske u odnosu na kontrolne biljke (K). Analiza je pokazala da biljke linije
0eDMS3 tretirane u stadiju s dva lista (TS2L) te biljke tretirane u oba stadija (TS2L+8L) imaju
znacajno manju povrsinu ljuske u odnosu na kontrolne biljke (K). Istovremeno, biljke tretirane
u stadiju s osam listova (TS8L) nisu se razlikovale od kontrolnih biljaka (K) i druge dvije
tretirane skupine (TS2L, TS2L+8L). Zanimljivo, kod linije dms3-1 nije utvrdena statisticki
znacajna razlika izmedu kontrolnih i tretiranih biljaka. Unato¢ tome $to nije zabiljezena
statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolne biljke, treba napomenuti da se povrSina
konveksne ljuske skupina TS2L i TS2L+8L smanjila za 27%, odnosno 21%. Usporedba genskih

pozadina pokazala je da je i 22. dana pracenja linija dms3- 1 imala najmanju povrsinu konveksne
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ljuske u usporedbi s linijom 0eDMS3 i divljim tipom (Slika 25). U usporedbi s divljim tipom,

manja povrsina zabiljeZena je 1 kod linije 0eDMS3.
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Slika 25. Povrsina konveksne ljuske biljaka urocnjaka (4Arabidopsis thaliana) divljeg tipa (wt),
linije s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (0eDMS3) te linije s mutiranim genom DMS3
(dms3-1) izlozenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razli¢itim razvojnim stadijima: s
dva prava lista (TS2L), osam pravih listova (TS8L) ili u oba stadija — s dva te osam pravih
listova (TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C.
Rezultati su prikazani za 22. dan pracenja, $to je za biljke TS2L bilo devet dana nakon tretmana,
a za biljke T8L 1 TS2L+8L dva dana nakon tretmana. Rezultati su izrazeni kao srednje
vrijednosti najmanje deset bioloskih replika + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i
tretiranih biljka (K, TS2L, TS8L i TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt, 0eDMS3 ili dms3-1)
analiziran je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike
(p < 0,05) obiljezene su razli¢itim malim slovima. Medusobna usporedba odgovora kontrolnih
(K), odnosno tretiranih (TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka razli¢itih linija (wt, 0eDMS3 i
dms3-1) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD;
znacajne razlike (p < 0,05) obiljeZene su razli¢itim velikim slovima.

4.1.2. Fluorescencija klorofila a

Za razliku od morfoloskih parametara, fluorescencija klorofila a biljaka uzgajanih od stadija
klijanaca do stadija sjemenki mjerena je u Cetiri vremenske tocke te je ukljucivala analizu
vrijednosti jednog parametra — maksimalnog kvantnog prinosa fotosustava Il (Fyv/Fm). Zbog
toga sam za analizu ucinka toplinskog tretmana i genske pozadine na parametar F./Fr, odabrala
dvosmjernu analizu varijance kako bih utvrdila koja od dviju navedenih varijabli znacajno
doprinosi utvrdenim razlikama u vrijednostima F,/Fy,. Zasebna analiza varijance provedena je

za svaku vremensku toc¢ku (Tablica 7).
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Tablica 7. Sazetak dvosmjerne analize varijance koji prikazuje ucinke genske pozadine (G),
toplinskog tretmana (TS) te njihove interakcije (GxTS) na maksimalni kvantni prinos
fotosustava Il (Fv/Fm) u urocnjaka (4rabidopsis thaliana) s promijenjenom ekspresijom gena
BPM, odnosno gena DMS3. Parametar F./Fn izmjeren je u Cetiri razlicita dana pracenja biljaka.
Prikazane su F-vrijednosti, a rezultati na koje se odnosi p > 0,05 nisu bili znacajni ("), p < 0,05
odnosi se na znacajne razlike (*), p < 0,01 na vrlo zna¢ajne (**) te p < 0,001 na iznimno znacajne

(***).

Linije BPM Linije DMS3
Dan G TS GxTS G TS GxTS
13. 4,60" 3,87 0,04" 6,86 1,33™ 0,91
15. 0,61 0,02" 0,14" 7,14™ 2,08" 0,76"
20. 1,17 556" 1,53™ 2,99 4,52 1,14
22. 0,29™ 1,04 0,26 2,43" 1,51 0,87

Prva vremenska tocka, odnosno 13. dan pracenja, odnosi se na mjerenje fluorescencije
klorofila @ odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi biljaka u stadiju s dva lista (TS2L).
Analiza dvosmjerne varijance pokazala je da je 13. dana na omjer Fv/Fm u linijama s
promijenjenom ekspresijom gena BPM znacajno utjecala genska pozadina (Tablica 7). Daljnja
analiza pokazala je da tretirane biljke linija oeBPMI i amiR-bpm imaju znafajno nize
vrijednosti parametra F\/Fn, u odnosu na divlji tip (Slika 26a). Analiza druge vremenske tocke,
a koja se odnosi na mjerenje fluorescencije klorofilaa dva dana nakon izlaganja biljaka
toplinskom stresu (15. dan pracenja), nije pokazala znacajne promjene u parametru Fy/Fn s

obzirom na gensku pozadinu, odnosno toplinski tretman (Slika 26b).

Treca vremenska tocka, odnosno 20. dan pracenja, odnosi se na mjerenje fluorescencije
klorofila a odmah nakon izlaganja biljaka u stadiju osam listova (TS8L) poviSenoj temperaturi,
odnosno biljaka koje su toplinskom tretmanu bile izlozene u oba razvojna stadija (TS2L+8L).
Takoder, fluorescencija je mjerena u biljaka koje su bile izloZene toplinskom tretmanu prije
sedam dana (TS2L). Odgovor na poviSenu temperaturu razlikovao se s obzirom na gensku
pozadinu (Tablica 7). Linija oeBPMI imala je znacajno nize vrijednosti parametra Fy/Fm u
biljaka koje su toplinskom tretmanu bile izloZene u oba razvojna stadija (TS2L+8L) te u biljaka
koje su bile izlozene toplinskom tretmanu prije sedam dana (TS2L) (Slika 27a). S druge strane,
linija amiR-bpm pokazala je znacajno smanjenje vrijednosti parametra F/Fi, nakon izlaganja
biljaka u stadiju osam listova (TS8L). Kod divljeg tipa nisu uofene znacajne promjene u

vrijednostima. Dva dana nakon izlaganja povisenoj temperaturi (22. dan pracenja), nije bilo

81



znacajnih promjena u parametru F./Fn s obzirom na gensku pozadinu, odnosno toplinski

tretman (Slika 27b).
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Slika 26. Maksimalni kvantni prinos fotosustava II (F\/Fn) izmjeren (a) odmah i (b) dva dana
nakon izlaganja biljaka urocnjaka (4rabidopsis thaliana) u razvojnom stadiju s dva prava lista
(TS2L) temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati. Kontrolne skupine (K) rasle su tijekom pokusa
na 24 °C. Fluorescencija je izmjerena u biljaka divljeg tipa (wt), linije s prekomjernom
ekspresijom gena BPM1 (0oeBPM]) te linije sa smanjenom ekspresijom gena BPM1, 4,516
(amiR-bpm). Rezultati su izraZzeni kao srednja vrijednost najmanje deset bioloSkih replika +
standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K i TS2L) unutar pojedine linije
(wt, oeBPM1 ili amiR-bpm) analiziran je Studentovim ¢-testom te nisu zabiljeZzene znacajne
razlike (p < 0,05). Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L)
biljaka razli¢itih linija (wt, oeBPM1 i amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom
varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su razliitim
velikim slovima.
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Slika 27. Maksimalni kvantni prinos fotosustava II (F./Fr) izmjeren (a) odmah i (b) dva dana
nakon izlaganja biljaka uro¢njaka (4Arabidopsis thaliana) u razvojnom stadiju s osam pravih
listova (TS8L), odnosno u oba razvojna stadija (TS2L+8L) temperaturi od 40 °C tijekom Sest
sati. Fluorescencija je izmjerena i u biljaka koje su toplinskom tretmanu bile izlozene
toplinskom tretmanu prije sedam dana (TS2L). Kontrolne skupine (K) rasle su tijekom pokusa
na 24 °C. Istrazivane su biljke divljeg tipa (wt), linije s prekomjernom ekspresijom gena BPM1
(0eBPM]I) te linije sa smanjenom ekspresijom gena BPM1, 4, 51 6 (amiR-bpm). Rezultati su
izrazeni kao srednja vrijednost najmanje deset bioloSkih replika + standardna pogreska.
Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K, TS2L, TS8L i TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt,
oeBPM1 ili amiR-bpm) analiziran je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom
Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su razli¢itim malim slovima. Medusobna
usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka
razlicitih linija (wt, oeBPM1 i amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom varijance i
post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p <0,05) obiljeZzene su razli¢itim velikim
slovima.

Na parametar F,/Fn, analiziran 13. dana prac¢enja u linijama s promijenjenom ekspresijom gena
DMS3, znacajno je utjecala genska pozadina (Tablica 7). Naime, i kontrolne (K) i tretirane
(TS2L) biljke linije dms3-1 imale su znacajno nize vrijednosti parametra F./F, u odnosu na
biljke divljeg tipa i linije 0eDMS3 (Slika 28a). Pri tome su se kontrolne biljke linije dms3-1
znacajno razlikovale od biljaka linije 0oeDMS3, a tretirane biljke od biljaka divljeg tipa.
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Identican trend uocen je i nakon dva dana, odnosno 15. dana pracenja (Slika 28b). Takoder, u
toj vremenskoj tocki zabiljeZeno je znacajno smanjenje vrijednosti parametra Fy/Fn, u tretiranih

biljaka (TS2L) linije 0eDMS3 u odnosu na kontrolne biljke (K).
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Slika 28. Maksimalni kvantni prinos fotosustava II (F\/Fn) izmjeren (a) odmah i (b) dva dana
nakon izlaganja biljaka urocnjaka (4rabidopsis thaliana) u razvojnom stadiju s dva prava lista
(TS2L) temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati. Kontrolne skupine (K) rasle su tijekom pokusa
na 24 °C. Fluorescencija je izmjerena u biljaka divljeg tipa (wt), linije s prekomjernom
ekspresijom gena DMS3 (0oeDMS3) te linije s mutiranim genom DMS3 (dms3-1). Rezultati su
izrazeni kao srednja vrijednost najmanje deset bioloSkih replika + standardna pogreska.
Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K 1 TS2L) unutar pojedine linije (wt, 0e DMS3 ili dms3-1)
analiziran je Studentovim t-testom; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su zvjezdicom (*).
Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L) biljaka razli¢itih
linija (wt, 0eDMS3 1 dms3-1) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom
Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su razli¢itim velikim slovima.

U tre¢oj vremenskoj tocki, odnosno 20. dana pradenja, promjene su uocene zbog ucinka
toplinskog tretmana (Tablica 7). Pri tome je linija 0oeDMS3 imala znafajno nize vrijednosti
parametra F./Fn u biljaka koje su toplinskom tretmanu bile izlozene u oba razvojna stadija
(TS2L+8L) te u biljaka koje su bile izloZene toplinskom tretmanu prije sedam dana (TS2L)
(Slika 29a). Istovremeno, u biljaka divljeg tipa i linije dms3-1 nisu uocene znacajne razlike.
Dva dana nakon izlaganja poviSenoj temperaturi (22. dana pracenja), nije bilo znacajnih

promjena u parametru Fv/Fn s obzirom na gensku pozadinu, odnosno toplinski tretman

(Slika 29b).
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Slika 29. Maksimalni kvantni prinos fotosustava II (F./Fn) izmjeren (a) odmah i (b) dva dana
nakon izlaganja biljaka uro¢njaka (4Arabidopsis thaliana) u razvojnom stadiju s osam pravih
listova (TS8L), odnosno u oba razvojna stadija (TS2L+8L) temperaturi od 40 °C tijekom Sest
sati. Fluorescencija je izmjerena i u biljaka koje su bile izlozene toplinskom tretmanu prije
sedam dana (TS2L). Kontrolne skupine (K) rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Istrazivane su
biljke divljeg tipa (wt), linije s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (0eDMS3) te linije s
mutiranim genom DMS3 (dms3-1). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost najmanje deset
bioloskih replika + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K, TS2L, TS8L
i TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt, 0eDMS3 ili dms3-1) analiziran je jednosmjernom
analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su
razli¢itim malim slovima. Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih
(TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka razli¢itih linija (wt, 0eDMS3 i dms3-1) provedena je
jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05)
obiljezene su razli¢itim velikim slovima.

4.1.3. Biomasa biljaka

Na biomasu biljaka s promijenjenom ekspresijom gena BPM, izmjerenu kao suha masa 29. dana
pokusa, utjecali su toplinski tretman (F = 7,18, p <0,001) i genska pozadina biljke (F = 5,09,
p <0,01) prema rezultatima dvosmjerne analize varijance. U liniji oeBPM1 i divljem tipu nisu
zabiljezene znacajne promjene u biomasi tretiranih biljaka (TS2L, TS8L, TS2L+8L) u odnosu

na kontrolne biljke (K) (Slika 30). Medutim, iako nije dokazan statisticki znacajan ucinak
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toplinskog tretmana, zabiljezila sam manju biomasu tretiranih biljaka linije oeBPM1 i divljeg
tipa. Najvec¢i u€inak na biomasu linije oeBPM1 zabiljeZen je nakon tretmana u stadiju s dva
lista (TS2L), pri cemu je biomasa bila 42% manja u odnosu na kontrolne vrijednosti. Tretman
u stadiju s osam listova (TS8L) i tretman u oba stadija (TS2L+8L) uzrokovali su pad biomase
za 24%, odnosno 28%. Kod divljeg tipa je najveci ucinak zabiljeZzen nakon tretmana u stadiju
s osam listova (TS8L) te je zabiljezeno smanjenje biomase za 41% u odnosu na kontrolu.
Skupine TS2L i TS2L+8L imale su 24%, odnosno 26% manju biomasu u odnosu na kontrolne
biljke. U biljaka linije amiR-bpm zabiljezen je statisticki znacajan ucinak tretmana. Biljke iz
skupina TS8L 1 TS2L+8L imale su znac¢ajno manju biomasu u odnosu na kontrolne biljke. S
druge strane, iako je u biljaka iz skupine TS2L biomasa bila manja za 29% u usporedbi s
kontrolom, promjena nije bila znacajno razli¢ita od kontrolnih biljaka te biljaka iz skupina
TS8L 1 TS2L+8L. Usporedba biomase kontrolnih biljaka s promijenjenom ekspresijom gena
BPM i divljeg tipa nije pokazala znaajne razlike.
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Slika 30. Biomasa biljaka, prikazana kao suha masa, urocnjaka (4rabidopsis thaliana) divljeg
tipa (wt), linijje s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]I) te linije sa smanjenom
ekspresijom gena BPM1, 4, 5 1 6 (amiR-bpm) izloZenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati
u razli¢itim razvojnim stadijima: s dva prava lista (TS2L), osam pravih listova (TS8L) ili u oba
stadija — s dva te osam pravih listova (TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su
tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost najmanje tri bioloSke
replike + standardna pogreSka. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K, TS2L, TS8L i
TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt, oeBPM1 ili amiR-bpm) analiziran je jednosmjernom
analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su
razli¢itim malim slovima. Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih
(TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka razlicitih linija (wt, oeBPM1 i amiR-bpm) provedena je
jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05)
obiljezene su razli¢itim velikim slovima.
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Na biomasu biljaka u linija s promijenjenom ekspresijom gena DMS3 znacajno su utjecali
toplinski tretman (F = 3,28, p <0,05) 1 genska pozadina (F = 9,34, p <0,001). Biomasa biljaka
linije 0eDMS3 bila je znacajno manja nakon tretmana u stadiju s dva lista (TS2L) u odnosu na
kontrolne biljke (Slika 31). Biljke tretirane u stadiju s osam listova (TS8L) te biljke tretirane u
oba stadija (TS2L+8L) nisu se znacajno razlikovale od kontrolnih biljaka, unato¢ zabiljezenom
smanjenju biomase od 28%, odnosno 36%. U liniji dms3-1 nisu uocene statisticki znacajne
promjene u biomasi izmedu kontrolnih i tretiranih biljaka, neovisno o razvojnom stadiju u
kojem je primijenjena povisena temperatura (TS2L, TS8L, TS2L+8L). Medutim, u biljaka iz
skupine TS2L biomasa se smanjila za 34% u odnosnu na kontrolne vrijednosti, dok se u biljaka
iz skupine TS8L biomasa povecala za 42%. Usporedba biomase biljaka prikupljenih od
kontrolnih linija s promijenjenom ekspresijom gena DMS3 i divljeg tipa pokazala je da linija
dms3-1 ima znac¢ajno manju biomasu u odnosu na biljke divljeg tipa (Slika 31). Linija oeDMS3

nije se znacajno razlikovala od linije dms3-1 1 divljeg tipa.
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Slika 31. Biomasa biljaka, prikazana kao suha masa, urocnjaka (4rabidopsis thaliana) divljeg
tipa (wt), linije s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (oeDMS3) te linije s mutiranim genom
DMS3 (dms3-1) izlozenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razliitim razvojnim
stadijima: s dva prava lista (TS2L), osam pravih listova (TS8L) ili u oba stadija —s dva te osam
pravih listova (TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C.
Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost najmanje tri bioloske replike + standardna pogreska.
Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K, TS2L, TS8L i TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt,
0eDMS3 ili dms3-1) analiziran je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey
HSD; znacajne razlike (p <0,05) obiljezene su razli¢itim malim slovima. Medusobna
usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka
razlicitih linija (wt, 0eDMS3 1 dms3-1) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post
hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljeZene su razli¢itim velikim slovima.
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4.1.4. Biomasa i klijavost sjemenki

Na biomasu sjemenki u linijama s promijenjenom ekspresijom gena BPM utjecali su toplinski
tretman (F = 5,63, p <0,01) i genska pozadina (F = 7,63, p <0,01). U usporedbi s kontrolom
(K), znacajno manja biomasa sjemenki izmjerena je u divljem tipu kod biljaka iz skupine TS2L
koje su toplinskom stresu bile izlozene u razvojnom stadiju s dva lista (Slika 32). U usporedbi
s kontrolom (K), nisu zabiljezene znacajne promjene u biomasi sjemenki kod biljaka koje su
bile tretirane u razvojnom stadiju s osam listova (TS8L) te onih koje su bile tretirane u oba
stadija — s dva i osam listova (TS2L+8L). S druge strane, sjemenke prikupljene od kontrolnih
biljaka (K) linije oeBPM1 nisu se znacajno razlikovale od tretiranih skupina. Medutim, biomasa
sjemenki prikupljenih od biljaka koje su bile tretirane u stadiju s dva lista (TS2L) te onih koje
su bile tretirane u oba stadija (TS2L+8L) bila je znacajno manja u odnosu na sjemenke
prikupljene od biljaka tretiranih u stadiju s osam listova (TS8L). Kod linije amiR-bpm,
sjemenke prikupljene od kontrolnih biljaka (K) te biljaka tretiranih u stadiju s osam listova
(TS8L) nisu se znacajno razlikovale od preostale dvije tretirane skupine (TS2L, TS2L+8L). Ali
je biomasa sjemenki prikupljenih od biljaka koje su bile tretirane u stadiju s dva lista (TS2L)
bila znac¢ajno manja u odnosu na sjemenke prikupljene od biljaka tretiranih u oba stadija
(TS2L+8L). Usporedba biomase sjemenki prikupljenih od kontrolnih biljaka s promijenjenom
ekspresijom gena BPM i divljeg tipa nije pokazala znacajne razlike (Slika 32).

Na biomasu sjemenki u linija s promijenjenom ekspresijom gena DMS3 znaajno je utjecao
toplinski tretman (F = 4,04, p < 0,05). Zna¢ajno manja biomasa sjemenki izmjerena je u divljem
tipu kod biljaka koje su toplinskom stresu bile izloZzene u razvojnom stadiju s dva lista (TS2L)
(Slika 33). Medutim, nisu zabiljezene znacajne razlike u biomasi sjemenki prikupljenih od
kontrolnih (K) i tretiranih biljaka linija 0eDMS3 i dms3-1, neovisno o stadiju kad je poviSena
temperatura primijenjena (TS2L, TS8L, TS2L+8L). Takoder, usporedba biomase sjemenki
prikupljenih od kontrolnih biljaka s promijenjenom ekspresijom gena DMS3 i divljeg tipa nije

pokazala znacajne razlike (Slika 33).
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Slika 32. Biomasa sjemenki uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) prikupljenih od biljaka divljeg
tipa (wt), linijje s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]I) te linije sa smanjenom
ekspresijom gena BPMI, 4,516 (amiR-bpm) koje su bile izlozene temperaturi od 40 °C
tijekom Sest sati u razli¢itim razvojnim stadijima: s dva prava lista (TS2L), osam pravih listova
(TS8L) ili u oba stadija — s dva te osam pravih listova (TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake
linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost tri bioloSke
replike + standardna pogreSka. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K, TS2L, TS8L i
TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt, oeBPM1 ili amiR-bpm) analiziran je jednosmjernom
analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su
razli¢itim malim slovima. Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih
(TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka razlicitih linija (wt, oeBPM1 i amiR-bpm) provedena je
jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05)
obiljezene su razli¢itim velikim slovima.
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Slika 33. Biomasa sjemenki uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) prikupljenih od biljaka divljeg
tipa (wt), linije s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (oeDMS3) te linije s mutiranim genom
DMS3 (dms3-1) koje su bile izloZzene temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razli¢itim
razvojnim stadijima: s dva prava lista (TS2L), osam pravih listova (TS8L) ili u oba stadija —s
dva te osam pravih listova (TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom
pokusa na 24 °C. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost tri bioloSke replike + standardna
pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K, TS2L, TS8L i TS2L+8L) unutar pojedine
linijje (wt, 0eDMS3 ili dms3-1) analiziran je jednosmjernom analizom varijance i post hoc
testom Tukey HSD; znacajne razlike (p <0,05) obiljezene su razli¢itim malim slovima.
Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L, TS8L ili TS2L+8L)
biljaka razlic¢itih linija (wt, 0eDMS3 i dms3-1) provedena je jednosmjernom analizom varijance
1 post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p <0,05) obiljeZene su razli¢itim velikim
slovima.
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S obzirom na to da je klijavost sjemenki pracena tijekom pet dana (Prilog 6), dvosmjernu
analizu varijance provela sam za svaki pojedini dan kako bih utvrdila kako genska pozadina i
toplinski tretman utjecu na klijanje. Na temelju rezultata dvosmjerne analize varijance
(Tablica 8) izdvojila sam dane u kojima je dokazan znacajan u¢inak pozadine 1/ili tretmana kako
bih medusobno usporedila i graficki prikazala klijavost linija s promijenjenom ekspresijom

gena BPM, odnosno DMS3 i divljeg tipa.

Tablica 8. Sazetak dvosmjerne analize varijance koji prikazuje ucinke genske pozadine (G),
toplinskog tretmana (TS) te njihove interakcije (GxTS) na klijanje sjemenki urocnjaka
(Arabidopsis thaliana) s promijenjenom ekspresijom gena BPM, odnosno gena DMS3. Klijanje
je praceno tijekom pet dana. Prikazane su F-vrijednosti, a rezultati na koje se odnosi p > 0,05
nisu bili znacajni (™), p < 0,05 odnosi se na znac¢ajne razlike (*), p < 0,01 na vrlo znacajne (™)
te p < 0,001 na iznimno znacajne ().

Linije BPM Linije DMS3
Dan G TS GxTS G TS GxTS
1. 45,94 1,26™ 0,67 8,56" 1,36™ 3,44
2 16,66 2,71 1,83™ 3,28 1,04 0,79"
3 7,50 1,85™ 1,50™ 2,56" 1,65™ 1,317
4. 7,83 1,05™ 1,87™ 2,05 1,36™ 1,79"
5 9,35 1,18™ 2,22m 1,71 1,16™ 1,53™

Razlike u klijavosti sjemenki linijja s promijenjenom ekspresijom gena BPM bile su
najistaknutije tijekom prvog i drugog dana klijanja. Prvog dana klijanja razlike u klijavosti
uocene su zahvaljujuéi analizi razli¢itih genskih pozadina (Tablica 8). U skladu s time, prvog
dana klijanja nije zamije¢ena znacajna razlika u klijavosti izmedu kontrolnih (K) i tretiranih
skupina (TS2L, TS8L, TS2L+8L), neovisno o genskoj pozadini (Slika 34a). No, sjemenke
prikupljene od kontrolnih biljaka linije amiR-bpm imale su nizu klijavost u odnosu na kontrolne
sjemenke linije oeBPM 1. Drugog dana klijanja uocena je znacajna razlika u klijavosti sjemenki
linije amiR-bpm s obzirom na toplinski tretman i gensku pozadinu (Tablica §). Sjemenke
prikupljene od biljaka tretiranih u stadiju s osam listova (TS8L) imale su nizu klijavost u
usporedbi sa sjemenkama prikupljenim od biljaka tretiranih u oba razvojna stadija (TS2L+8L)
(Slika 34b). Takoder, usporedba genskih pozadina pokazala je da kontrolne sjemenke linije
amiR-bpm imaju nizu klijavost u odnosu na liniju oeBPM 1. Tijekom iduca tri dana sjemenke
linije amiR-bpm prikupljene od biljaka tretiranih u stadiju s osam listova (TS8L) imale su nizu

klijavost u odnosu na odgovarajuce sjemenke linije oeBPM1 i divljeg tipa (Prilog 6).
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Slika 34. Klijavost sjemenki uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) (a) prvog i (b) drugog dana.
Sjemenke su prikupljene od biljaka divljeg tipa (wt), linije s prekomjernom ekspresijom gena
BPM1 (0eBPMI) te linije sa smanjenom ekspresijom gena BPMI, 4,516 (amiR-bpm),
izlozenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest sati u razli¢itim razvojnim stadijima: s dva prava
lista (TS2L), osam pravih listova (TS8L) ili u oba stadija — s dva te osam pravih listova
(TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su
izrazeni kao srednja vrijednost tri bioloske replike + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih
i tretiranih biljka (K, TS2L, TS8L i TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt, oeBPMI ili
amiR-bpm) analiziran je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD;
znacajne razlike (p <0,05) obiljezene su razli¢itim malim slovima. Medusobna usporedba
odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka razli¢itih linija
(wt, oeBPM1 1 amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom
Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljeZene su razli¢itim velikim slovima.

Linije s promijenjenom ekspresijom gena DMS3 pokazale su znacajne razlike u klijavosti samo
prvog dana klijanja (Slika 35). Sjemenke linije dms3-1 prikupljene od tretiranih biljaka u oba
razvojna stadija (TS2L+8L) imale su nizu klijavost od sjemenki biljaka tretiranih u stadiju s
dva lista (TS2L). Kontrolne sjemenke (K) i sjemenke prikupljene od biljaka tretiranih u stadiju
s osam listova (TS8L) nisu se znacajno razlikovale od skupina TS2L i TS2L+8L. Izmedu
sjemenki razli¢itih skupina linije 0eDMS3 i divljeg tipa nije uofena znacajna razlika.
Usporedbom kontrolnih sjemenki linija s promijenjenom ekspresijom gena DMS3 i divljeg tipa,

nisu uocene znacajne razlike.
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Slika 35. Klijavost sjemenki uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) prvog dana. Sjemenke su
prikupljene od biljaka divljeg tipa (wt), linije s prekomjernom ekspresijom gena DMS3
(0eDMS3) te linije s mutiranim genom DMS3 (dms3-1), izlozenih temperaturi od 40 °C tijekom
Sest sati u razli¢itim razvojnim stadijima: s dva prava lista (TS2L), osam pravih listova (TS8L)
ili u oba stadija — s dva te osam pravih listova (TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake linije
rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost tri bioloSke
replike + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K, TS2L, TSS8L i
TS2L+8L) unutar pojedine linije (wt, 0eDMS3 ili dms3-1) analiziran je jednosmjernom
analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su
razli¢itim malim slovima. Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih
(TS2L, TS8L ili TS2L+8L) biljaka razli¢itih linija (wt, 0eDMS3 i dms3-1) provedena je
jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05)
obiljezene su razli¢itim velikim slovima.
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4.2. Fizioloske, biokemijske i molekularne promjene u stadiju klijanaca

Ucinak toplinskog tretmana i genske pozadine na fizioloske, biokemijske i molekularne
parametre detaljno je istrazen u klijancima linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM
(0eBPM1, amiR-bpm) i gena DMS3 (0eDMS3, dms3-1) te divljem tipu. Ukoliko nije naglaseno
drugacije, uc¢inak je analiziran u dvije vremenske tocke — odmah nakon izlaganja povisenoj
temperaturi (prva vremenska tocka) te nakon 24-satnog oporavka (druga vremenska tocka). U

obje tocke, uz tretirane klijance, analizirani su i oni uzgajani u kontrolnim uvjetima.

4.2.1. Fluorescencija klorofila a

Procjena ucinka toplinskog tretmana i genske pozadine na fotosintetsku u¢inkovitost klijanaca
urocnjaka s promijenjenom ekspresijom gena BPM i DMS3 provedena je koriStenjem JIP-testa.
U ovom sam se radu fokusirala na analizu najvaznijih 1 najceS¢e koriStenih parametara

dobivenih JIP-testom: Fy/Fn, Plass, ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC, DIo/RC 1 RC/CS..

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je da je na maksimalni kvantni prinos PSII (Fv/Fn),
izmjeren odmah nakon toplinskog tretmana (prva vremenska toc¢ka) u linijama s promijenjenom
ekspresijom gena BPM, utjecao toplinski tretman (F=23,6, p<0,0001). Naime, nakon
izlaganja poviSenoj temperaturi znacajno nize vrijednosti parametra Fy/Fm izmjerene su u
tretiranim klijjancima (TS) linija oeBPMI1 1 amiR-bpm (Slika 36a), dok promjene u
vrijednostima F/Fn nisu zabiljezene u klijancima divljeg tipa. Nije bilo znacajnih razlika u
vrijednostima Fy/Fr, izmedu linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM, neovisno jesu li
klijanci bili kontrolni (K-TS) ili tretirani (TS), Sto znaci da genska pozadina klijanaca nije
utjecala na taj parametar. Nakon 24-satnog oporavka (druga vremenska tocka) nije zabiljezen
znacajan ucinak toplinskog tretmana, genske pozadine te njihove interakcije na vrijednosti

Fy/Fm u linijjama s promijenjenom ekspresijom gena BPM.

Toplinski tretman (F = 22,83, p <0,0001) i genska pozadina biljke (F = 7,14, p<0,01) znacajno
su utjecali na indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plass), izmjeren u prvoj vremenskoj tocki.
Znacajno nize vrijednosti Plaps izmjerene su u tretiranim klijancima (TS) linije oeBPM1 i
klijancima divljeg tipa nakon izlaganja toplinskom tretmanu (Slika 36b), dok u klijancima linije
amiR-bpm promjene nisu zabiljezene. Usporedba genskih pozadina pokazala je znacajno vise

vrijednosti Plags u tretiranim klijancima (TS) linije amiR-bpm u odnosu na liniju oeBPM1 i
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divlji tip. Medutim, znacajne razlike u vrijednostima Plags izmedu kontrolnih klijanaca (K-TS)

istrazivanih linija nisu zabiljeZene.

a OK-TS oTS mK-OPO mOPO
T A A A A
os] A AAA A YA A v A A
b + — —|
g 0,6
w
w04 -
0,2 -
0 u
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b EK-TS OTS mK-OPO EOPO
2,8 -
2,4 -
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<C
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0,4 -
0 n
oeBPM1 amiR-bpm

Slika 36. (a) Maksimalni kvantni prinos fotosustava Il (F,/Fm) i (b) indeks fotosintetske
ucinkovitosti (Plas) u klijancima uroCnjaka (Arabidopsis thaliana) s prekomjernom
ekspresijom gena BPMI (oeBPMI), sa smanjenom ekspresijom gena BPMI, 4,516
(amiR-bpm) 1 klijancima divljeg tipa (wt). Klijanci su prikupljeni u dvije vremenske tocke,
odmah nakon izlaganja temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati (TS), i nakon oporavka na 24 °C
u trajanju 24 h (OPO). Kontrolne skupine (K-TS i K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa
na 24 °C. Rezultati su izraZzeni kao srednja vrijednost pet bioloskih replika + standardna
pogreska. Odgovor kontrolnih 1 tretiranih biljka (K-TS i TS, odnosno K-OPO i OPO) unutar
pojedine linije (wt, oeBPM1 ili amiR-bpm) analiziran je Studentovim #-testom; znacajne razlike
(p <0,05) izmedu K-TS i TS obiljezene su zvjezdicom (*). Izmedu K-OPO i OPO nisu
zabiljezene znacajne razlike. Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K-TS ili K-OPO),
odnosno tretiranih (TS ili OPO) biljaka razli¢itih linija (wt, oeBPM1 i amiR-bpm) provedena je
jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05)
obiljezene su razli¢itim velikim slovima.

U drugoj vremenskoj tocki, dvosmjernom analizom varijance pokazao se znaCajnim samo
ucinak genske pozadine (F =38,76, p<0,01). Usporedbom kontrolnih (K-OPO) i tretiranih
klijanaca (OPO) nisu uo¢ene znacajne promjene, neovisno o liniji. Usporedba genskih pozadina

pokazala je znacajno vise vrijednosti Plags u tretiranim klijancima (OPO) linije oeBPM1 u
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odnosu na divlji tip (Slika 36b). Linija amiR-bpm nije se znacajno razlikovala od linije oeBPM1
i divljeg tipa. Takoder, znacajne razlike u vrijednostima Plags nisu zabiljeZene izmedu

kontrolnih klijanaca (K-OPO) razli¢itih linija.

Kako bih utvrdila uzrok promjena fotosintetske ucinkovitosti, analizirala sam Cetiri glavna
parametra koji se odnose na tok energije u fotosintetskom aparatu, a sadrzani su u parametru
Plass — apsorpciju svjetlosti (fotona) po aktivnom RC (ABS/RC), protok uhvacenih fotona po
aktivnom RC (TRo/RC), prijenos elektrona po aktivnom RC (ETo/RC) te rasipanje energije po
aktivnom RC (DIo/RC).

U prvoj vremenskoj tocki na znacajne promjene ABS/RC utjecali su tretman (F=35,98,
p <0,05), genska pozadina (F = 4,93, p <0,05), kao i njihova interakcija (F = 4,26, p < 0,05).
Znacajno povecanje vrijednosti ABS/RC zabiljezeno je kod tretiranih klijanaca (TS) linije
oeBPM1 (Tablica 9). Naprotiv, znacajne promjene nisu uocene u tretiranim klijancima (TS)
linije amiR-bpm 1 klijancima divljeg tipa odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi.
Usporedba genskih pozadina pokazala je da kontrolni klijanci (K-TS) linija oeBPMI1 i
amiR-bpm imaju znacajno nize vrijednosti ABS/RC u odnosu na divlji tip. Razlika nije uoc¢ena
izmedu tretiranih klijanaca (TS) linija oeBPM1 i amiR-bpm te divljeg tipa. Na vrijednosti
parametara TRo/RC 1 ETo/RC izmjerene u prvoj vremenskoj toCki utjecala je interakcija
tretmana i genske pozadine (TRo/RC — F =6,74, p <0,01, ETo/RC — F=12,21, p<0,001).
Vrijednosti oba parametra znacajno su se snizile u tretiranim klijancima (TS) divljeg tipa nakon
izlaganja poviSenoj temperaturi (Tablica 9). Medutim, znac¢ajne promjene nisu uocene izmedu
kontrolnih (K-TS) i tretiranih klijanaca (TS) linija oeBPM1 i amiR-bpm. Usporedba genskih
pozadina pokazala je da kontrolni klijanci (K-TS) linija oeBPM1 1 amiR-bpm imaju znacajno
nize vrijednosti TRo/RC 1 ETo/RC u odnosu na divlji tip. Izmedu tretiranih klijanaca (TS) linija
oeBPMI1 i amiR-bpm te divljeg tipa nisu uocene znacajne razlike. Na parametar DIo/RC
znacajno su utjecali tretman (F=15,87, p<0,001) i genska pozadina (F =5,42, p <0,05).
Znacajno povecanje vrijednosti DIo/RC zabiljeZzeno je u tretiranim klijancima (TS) linije
oeBPM1 1 amiR-bpm u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolama (Tablica 9). Znacajne razlike
nisu zabiljezene usporedbom kontrolnih (K-TS) i tretiranih klijanaca (TS) divljeg tipa. Vezano
uz usporedbu genskih pozadina, kontrolni klijanci (K-TS) linija oeBPM1 i amiR-bpm imali su
zna¢ajno nize vrijednosti DIo/RC u odnosu na divlji tip. Medutim, usporedbom tretiranih

klijanaca (TS) nisu zabiljezene znacajnije promjene izmedu istrazivanih linija.

Nakon 24-satnog oporavka, na parametar ABS/RC znacajno je utjecala genska pozadina

(F=17,14, p<0,01). Nisu zabiljezene znacajne razlike izmedu kontrolnih (K-OPO) i tretiranih
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klijanaca (OPO), neovisno o liniji (Tablica 9). Usporedbom kontrolnih klijanaca (K-OPO) linija
oeBPM1 i amiR-bpm te divljeg tipa takoder nisu zabiljeZene znafajne promjene. Medutim,
tretirani klijanci (OPO) linije oeBPM1 imali su znacajno niZu vrijednost ABS/RC u odnosu na
klijance divljeg tipa. Tretirani klijanci (OPO) linije amiR-bpm nisu se znacajno razlikovali od
klijanaca oeBPM]I 1 divljeg tipa. Dvosmjerna analiza varijance pokazala je da ne postoji
znaajan ucinak tretmana, genske pozadine i njihove interakcije na parametre TRo/RC i
ETo/RC, neovisno o istrazivanoj liniji. S druge strane, na vrijednosti DIo/RC znacajno je
utjecala genska pozadina (F = 8,80, p < 0,01). Sukladno tome, nisu zabiljezene znacajne razlike
izmedu kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca (OPO), neovisno o liniji (Tablica 9).
Usporedbom kontrolnih klijanaca (K-OPO) linija oeBPM1 i amiR-bpm te divljeg tipa takoder
nisu zabiljeZene znacajne promjene u vrijednostima DIo/RC. Ali, usporedba tretiranih klijanaca
(OPO) pokazala je znacajno nize vrijednosti DIo/RC u klijancima linija oeBPM1 i amiR-bpm u

odnosu na divlji tip.

Analiza gustoce aktivnih RC po osvijetljenoj povrsini lista (RC/CS,) nije pokazala znacajan
ucinak toplinskog tretmana, genske pozadine niti njihove interakcije na linije s promijenjenom
ekspresijom gena BPM u prvoj vremenskoj tocki (Tablica 9). Medutim, nakon 24-satnog
oporavka zabiljezen je znaCajan uc¢inak genske pozadine (F = 3,91, p <0,05). Slijedom toga,
znacajne promjene nisu uocene usporedbom kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca (OPO),
neovisno o liniji. Usporedba genskih pozadina pokazala je da kontrolni klijanci (K-OPO) linija
0eBPM1 i amiR-bpm imaju znacajno viSe vrijednosti RC/CS, u odnosu na divlji tip. Izmedu

tretiranih klijanaca (OPO) nisu uocene znacajne razlike.
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Tablica 9. Apsorpcija svjetlosti (ABS/RC), protok uhvaéenih fotona (TR./RC), prijenos elektrona (ETo/RC) i rasipanje energije po reakcijskom
centru (DI,/RC), te gustoca aktivnih reakcijskih centara po osvijetljenoj povrsini lista (RC/CS,) u klijancima uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) s
prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]I), sa smanjenom ekspresijom gena BPM1, 4,51 6 (amiR-bpm) 1 klijancima divljeg tipa (wt).
Klijanci su prikupljeni u dvije vremenske tocke, odmah nakon izlaganja temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati (TS), i nakon oporavka na 24 °C u
trajanju 24 sata (OPO). Kontrolne skupine (K-TS i K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su izraZeni kao srednja
vrijednost pet bioloskih replika + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K-TS i TS, odnosno K-OPO i OPO) unutar pojedine
linije (wt, oeBPM1 ili amiR-bpm) analiziran je Studentovim z-testom; znacajne razlike (p < 0,05) izmedu K-TS i TS obiljezene su zvjezdicom (*).
Izmedu K-OPO i OPO nisu zabiljezene znacajne razlike. Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K-TS ili K-OPO), odnosno tretiranih (TS ili
OPO) biljaka razli¢itih linija (wt, 0oeBPM1 1 amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne
razlike (p < 0,05) obiljezene su razli¢itim velikim slovima.

LINIJA SKUPINA ABS/RC TRo/RC ETo/RC DIo/RC RC/CS,
K-TS 3,02+0,03 A 2,32+0,02 A 1,47+£0,02 A 0,70+ 0,02 A 5288,47 + 150,67 A
TS 3,00+0,14 A 2,17+£0,06 A* 1,28 +£ 0,04 A* 0,83 +0,09 A 5088,06 + 373,57 A
™ K-OPO 2,94+0,10 A 2,18+ 0,06 A 1,29 £ 0,06 A 0,76 £ 0,05 A 4177,21 £229,02 B
OPO 2,91 +0,08 A 2,20+ 0,05 A 1,30+ 0,08 A 0,71+ 0,03 A 4692,58 +£320,20 A
K-TS 2,69+ 0,09 B 2,08+ 0,07 B 1,26 + 0,05 B 0,62+0,02 B 4867,89 £ 173,40 A
TS 3,11+ 0,08 A* 2,25+0,04 A 1,37+ 0,04 A 0,86 + 0,05 A* 5068,62 + 194,80 A
oeBrPMl K-OPO 2,70 £ 0,08 A 2,06+ 0,05 A 1,28 £ 0,04 A 0,65+ 0,04 A 492431 £ 191,84 A
OPO 2,62+0,03B 2,04 +0,03 A 1,29+ 0,02 A 0,58+0,01 B 5142,25 + 115,58 A
K-TS 2,73+0,04 B 2,14+ 0,02 B 1,30+ 0,02 B 0,59+0,02B 4857,66 £ 179,73 A
. TS 2,80+ 0,03 A 2,14+ 0,02 A 1,33+0,01 A 0,66 + 0,02 A* 4984,62 + 67,48 A
amift-bpm K-OPO 2,74+0,01 A 2,09+0,03 A 1,28 £ 0,04 A 0,64 +0,02 A 4710,71 £ 127,24 A
OPO 2,70+ 0,08 AB 2,09+0,07 A 1,29 £ 0,05 A 0,61 +£0,03B 4515,83 £261,46 A

97



U linjjama s promijenjenom ekspresijom gena DMS3, toplinski tretman znacajno je utjecao
(F=13,69, p<0,01) na vrijednosti F\/Fr, izmjerene u prvoj vremenskoj tocki. Znacajno nize
vrijednosti Fy/Fm izmjerene su u tretiranim klijancima (TS) linija 0eDMS3 1 dms3-1 nakon
izlaganja toplinskom stresu (Slika 37a). Promjene u vrijednostima F,/Fn nakon izlaganja
poviSenoj temperaturi nisu zabiljeZene u tretiranim klijancima (TS) divljeg tipa. Genska
pozadina klijanaca nije prouzroc€ila znacajne promjene u vrijednostima Fy/Fn izmedu linija s
promijenjenom ekspresijom gena DMS3, neovisno jesu li u pitanju bili kontrolni (K-TS) ili
tretirani klijanci (TS). Nakon 24-satnog oporavka zabiljezen je znafajan ucinak toplinskog
tretmana (F = 3,34, p<0,05) i genske pozadine (F = 3,72, p <0,05). Vise vrijednosti Fy/Fn,
uocene su u tretiranim klijancima (OPO) divljeg tipa u odnosu na kontrolne klijance (K-OPO).
U linijama 0eDMS3 i dms3-1 nije zabiljezena znacajna razlika izmedu kontrolnih (K-OPO) i
tretiranih klijanaca (OPO). Usporedba genskih pozadina pokazala je da kontrolni klijanci (K-
OPO) divljeg tipa imaju nize vrijednosti Fyv/Fm u odnosu na klijance linija 0eDMS3 1 dms3-1.

Medutim, razlika nije uocena izmedu tretiranih klijanaca (OPO).

Na parametar Plags izmjeren u prvoj vremenskoj tocki takoder je znacajno utjecao toplinski
tretman (F =10,94, p<0,01). Znacajno nize vrijednosti Plaps izmjerene su u tretiranim
klijancima (TS) linije dms3-1 nakon izlaganja toplinskom stresu u odnosu na kontrolne klijance
(K-TS) (Slika 37b). Naprotiv, u tretiranim klijancima (TS) linije 0eDMS3 nisu zabiljezene
znacajne promjene. lako promjene nisu bile znacajne niti u tretiranim klijancima (TS) divljeg
tipa, treba istaknuti da se vrijednost Plags smanjila za 25% u usporedbi s odgovaraju¢om
kontrolom (K-TS). Genska pozadina klijanaca nije prouzrocila znacajne promjene u
vrijednostima Plags izmedu linija s promijenjenom ekspresijom gena DMS3, neovisno jesu li u
pitanju bili kontrolni (K-TS) ili tretirani klijanci (TS). U drugoj vremenskoj tocki, dvosmjerna
analiza varijance pokazala je znac¢ajnim ucinak tretmana (F = 3,91, p < 0,05) i1 genske pozadine
(F=4,23, p<0,05). Znacajno nize vrijednosti Plaps izmjerene su u tretiranim klijancima
(OPO) linije dms3-1, ali ne i u tretiranim klijancima (OPO) linije 0eDMS3 1 divljeg tipa.
Usporedba genskih pozadina pokazala je znaCajno vise vrijednosti Plags u kontrolnim
klijancima (K-OPO) linija 0eDMS3 1 dms3-1 u odnosu na divlji tip. Znacajne promjene u

vrijednostima Plags nisu zabiljeZene izmedu tretiranih klijanaca (OPO).
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Slika 37. (a) Maksimalni kvantni prinos fotosustava Il (F,/Fm) i (b) indeks fotosintetske
ucinkovitosti (Plas) u klijancima uroCnjaka (Arabidopsis thaliana) s prekomjernom
ekspresijom gena DMS3 (oeDMS3), s mutiranim genom DMS3 (dms3-1) 1 klijancima divljeg
tipa (wt). Klijanci su prikupljeni u dvije vremenske tocke, odmah nakon izlaganja temperaturi
od 37 °C tijekom Sest sati (TS), i nakon oporavka na 24 °C u trajanju 24 sata (OPO). Kontrolne
skupine (K-TS i K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su izrazeni
kao srednja vrijednost pet bioloskih replika + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i
tretiranih biljka (K-TS i1 TS, odnosno K-OPO i OPO) unutar pojedine linije (wt, 0eDMS3 ili
dms3-1) analiziran je Studentovim ¢-testom; znacajne razlike (p <0,05) izmedu K-TS i TS
obiljezene su zvjezdicom (*), a izmedu K-OPO i OPO ljestvama (#). Medusobna usporedba
odgovora kontrolnih (K-TS ili K-OPO), odnosno tretiranih (TS ili OPO) biljaka razlicitih linija
(wt, 0eDMS3 1 dms3-1) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom
Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljeZene su razli¢itim velikim slovima.

U prvoj vremenskoj tocki, samo je genska pozadina imala u¢inak na promjene u parametrima
ABS/RC (F =10,34, p <0,0001), TRo/RC (F = 14,1, p <0,0001) i ETo/RC (F = 5,71, p <0,01).
Slijedom toga, nisu zabiljezene znacajne razlike u vrijednostima ABS/RC, TR¢/RC i ETo/RC
izmedu kontrolnih (K-TS) i tretiranih klijanaca (TS), neovisno o liniji (Tablica 10). Takoder,
usporedba genskih pozadina pokazala je da ne postoji znacajna razlika u vrijednostima
ABS/RC, TRo/RC 1 ET¢/RC izmedu kontrolnih klijanaca (K-TS) linija 0eDMS3 1 dms3-1 te
divljeg tipa. Naprotiv, tretirani klijanci (TS) linije 0eDMS3 1 dms3-1 imali su nize vrijednosti

ABS/RC i TR¢/RC u odnosu na tretirane klijance (TS) divljeg tipa. Takoder, tretirani klijanci
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(TS) linije dms3-1 imali su nize vrijednosti ETo/RC u odnosu na divlji tip. Linija oeDMS3 nije
pokazala znacajne razlike u vrijednostima ETo/RC u odnosu na liniju dms3-1 i divlji tip. S druge
strane, na parametar DIo/RC znaajno je utjecao tretman (F=7,09, p <0,05). Znacajno
povecanje vrijednosti DIo/RC zabiljezeno je u tretiranim klijancima (TS) linije dms3-1 u
usporedbi s odgovaraju¢om kontrolom (K-TS) (Tablica 10). Znacajne promjene nisu
zabiljezene usporedbom kontrolnih (K-TS) i tretiranih klijanaca (TS) linije oeDMS3, odnosno
divljeg tipa. Genska pozadina klijanaca nije prouzrocila znacajne promjene u vrijednostima
DI¢/RC izmedu linija s promijenjenom ekspresijom gena DMS3, neovisno jesu li u pitanju bili

kontrolni (K-TS) ili tretirani klijanci (TS).

Nakon 24-satnog oporavka, sva Cetiri parametra bila su pod utjecajem tretmana (ABS/RC —
F=18,99, p<0,0001; TR/RC — F=30,18, p<0,0001; ETo/RC — F=45,38, p=<0,0001;
DIo/RC — F=7,29, p<0,05) i genske pozadine (ABS/RC — F =8,92, p <0,001; TRo/RC —
F=11,96, p<0,001; ET¢/RC — F =6,89, p<0,01; DI¢/RC — F =11,05, p <0,001). Snizenje
vrijednosti ABS/RC zabiljeZeno je u tretiranih klijanaca (OPO) linije dms3-1 1 divljeg tipa u
usporedbi s odgovaraju¢om kontrolom (K-OPO) (Tablica 10). Medutim, nisu uo¢ene znacajne
promjene usporedbom kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca (OPO) linije oeDMS3.
Znacajno snizenje vrijednosti TRo/RC 1 ETo/RC zabiljezeno je u svih tretiranih klijanaca
(OPO), neovisno o liniji. Naprotiv, parametar DIo/RC znacajno je porastao samo u tretiranim
klijancima (OPO) divljeg tipa, dok izmedu kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca (OPO)
linije oeDM3, odnosno dms3-1, nisu uocene znacajne razlike. Usporedba genskih pozadina
pokazala je da kontrolni klijanci (K-OPO) linije 0eDMS3 imaju nize vrijednosti ABS/RC,
TRo/RC 1 ETo/RC u odnosu na klijance divljeg tipa. Linija dms3-1 nije se znacajno razlikovala
u spomenutim parametrima od linije 0eDMS3 1 divljeg tipa. Takoder, tretirani klijanci (OPO)
linije 0eDMS3, ali i linije dms3-1 imali su nize vrijednosti ABS/RC i TRo/RC u usporedbi s
tretiranim klijancima (OPO) divljeg tipa. U tretiranim klijancima (OPO) linije dms3-1
zabiljezene su znacajno nize vrijednosti ETo/RC u usporedbi s divlji tipom. S druge strane,
tretirani klijanci (OPO) linije oeDMS3 nisu pokazali znacajne promjene u vrijednostima
ETo/RC u odnosu na liniju dms3-1 i divlji tip. Analiza parametra DIo/RC pokazala je kako
kontrolni klijanci (K-OPO) linija 0eDMS3 1 dms3-1 imaju nize vrijednosti DIo/RC u odnosu na
klijance divljeg tipa. Naprotiv, izmedu tretiranih klijanaca (OPO) istrazivanih linija nije

zabiljezena znacajna razlika.

Na parametar RC/CS, izmjeren u prvoj vremenskoj tocki znacajan je bio ucinak interakcije

tretmana i1 genske pozadine (F = 3,66, p < 0,05). Tretirani klijanci (TS) linije oeDMS3 imali su
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viSe vrijednosti RC/CS, u odnosu na kontrolne klijance (K-TS) (Tablica 10). Istovremeno,
tretirani  klijanci (TS) linije dms3-1 imali su nize vrijednosti RC/CS, u usporedbi s
odgovaraju¢om kontrolom (K-TS). [zmedu kontrolnih (K-TS) i tretiranih klijanaca (TS) divljeg
tipa nije uoCena znacajna razlika. Usporedba genskih pozadina pokazala je da tretirani klijanci
(TS) linije 0eDMS3 imaju znacajno vise vrijednosti RC/CS, u odnosu na liniju dms3-1 i divlji
tip. Nadalje, tretirani klijanci (TS) linije dms3-1 imali su nize vrijednosti RC/CS, i u odnosu na
klijance divljeg tipa. Razlika nije uocena usporedbom kontrolnih klijanaca (K-TS). U drugoj
vremenskoj tocki nije zabiljeZen znacajan ucinak tretmana, genske pozadine i njihove

interakcije na parametar RC/CS,.
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Tablica 10. Apsorpcija svjetlosti (ABS/RC), protok uhvacéenih fotona (TR./RC), prijenos elektrona (ET,/RC) i rasipanje energije po reakcijskom
centru (DI,/RC), te gustoca aktivnih reakcijskih centara po osvijetljenoj povrsini lista (RC/CS,) u klijancima uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) s
prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (0eDMS3), s mutiranim genom DMS3 (dms3-1) i klijancima divljeg tipa (wt). Klijanci su prikupljeni u
dvije vremenske toc¢ke, odmah nakon izlaganja temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati (TS), i nakon oporavka na 24 °C u trajanju 24 sata (OPO).
Kontrolne skupine (K-TS i K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost pet bioloskih replika
+ standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K-TS i TS, odnosno K-OPO i OPO) unutar pojedine linije (wt, oeDMS3 ili dms3-1)
analiziran je Studentovim #-testom; znacajne razlike (p < 0,05) izmedu K-TS 1 TS obiljezene su zvjezdicom (*), a izmedu K-OPO i1 OPO ljestvama
(#). Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K-TS ili K-OPO), odnosno tretiranih (TS ili OPO) biljaka razli¢itih linija (wt, 0eDMS3 i dms3-1)
provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljeZene su razli¢itim velikim slovima.

LINIJA SKUPINA ABS/RC TRo/RC ETo/RC DIo/RC RC/CS,

K-TS 2,99+0,11 A 2,24+ 0,05 A 1,35+ 0,04 A 0,75+0,07 A 4938,84 £ 435,37 A

TS 3,05+0,03 A 2,26 0,03 A 1,29 £ 0,02 A 0,78+ 0,02 A 5236,01 + 162,22 B

™ K-OPO 3,17+0,04 A 2,34+0,03 A 1,38+ 0,02 A 0,83 +0,02 A 6083,87 + 321,77 A
OPO 2,87 +£0,06 A# 2,18+ 0,03 A# 1,21 £ 0,05 A# 0,68 0,04 A# 5189,43 +£294,70 A

K-TS 2,70+ 0,05 A 2,10+ 0,05 A 1,24+ 0,03 A 0,60 +0,01 A 5200,10 £ 226,99 A

TS 2,78+ 0,08 B 2,00+0,04 B 1,21 £ 0,03 AB 0,69+ 0,04 A 5941,18 £ 90,15 A*

0eDMS3 K-OPO 2,81+0,08 B 2,16+ 0,04 B 1,28 £0,03 B 0,65+0,04 B 5779,56 + 160,14 A
OPO 2,62+ 0,06 B 2,01 + 0,05 B# 1,15+ 0,04 AB# 0,61 +0,02 A 5175,03 £ 232,66 A

K-TS 2,70+ 0,03 A 2,09+0,02 A 1,22+ 0,06 A 0,60 +0,01 A 5405,92 £ 51,98 A
TS 2,76 £ 0,06 B 2,01+0,04 B 1,11+0,07B 0,75+ 0,04 A* 4774,03 £216,14 C*

dms3-1 K-OPO 291+0,12 AB 2,20+ 0,05 AB 1,29+ 0,03 AB 0,64 +0,02 B 5292,16 +419,71 A
OPO 2,60 + 0,04 B# 1,97 +£ 0,02 B# 1,05+ 0,03 B# 0,62+0,03 A 4681,93 £214,48 A
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4.2.2. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata

Na sadrzaj klorofila a (Chl a) izmjeren u prvoj vremenskoj tocki u linijjama s promijenjenom
ekspresijom gena BPM utjecala je interakcija toplinskog tretmana i genske pozadine (F = 4,41,
p <0,05). Znacajno nizi sadrzaj Chl a izmjeren je u tretiranim klijancima (TS) linije oeBPM1
nakon izlaganja toplinskom stresu (Tablica 11). Promjene u sadrzaju Chl a nisu zabiljezene u
tretiranim klijancima (TS) linije amiR-bpm i tretiranim klijancima (TS) divljeg tipa nakon
toplinskog tretmana. Usporedba genskih pozadina pokazala je znacajno visi sadrzaj Chla u
kontrolnim klijancima (K-TS) linije oeBPM1 u odnosu na liniju amiR-bpm. Divlji tip nije se
znacajno razlikovao u odnosu na linije oeBPM1 i amiR-bpm. Takoder, nije zapaZena razlika
izmedu tretiranih klijanaca (TS) istrazivanih linija. Dvosmjerna analiza varijance pokazala je
kako nema znac¢ajnog ucinka tretmana, genske pozadine i njihove interakcije na sadrzaj Chl a

nakon 24 sata oporavka.

Sadrzaj klorofila b (Chl b) nije se promijenio pod utjecajem toplinskog tretmana, genske

pozadine i njihove interakcije niti u jednoj od analiziranih vremenskih toc¢aka (Tablica 11).

Dvosmjerna analiza varijance pokazala je znaCajan ucinak interakcije tretmana i genske
pozadine (F = 4,38, p < 0,05) na sadrzaj ukupnih karotenoida (Cars) u prvoj vremenskoj tocki.
ZabiljeZen je znacajni pad sadrzaja Cars u tretiranim klijancima (TS) linije oeBPM1 i divljeg
tipa u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu (K-TS) (Tablica 11). Promjena u sadrzaju Cars nije
zabiljezena u tretiranim klijancima (TS) linije amiR-bpm nakon izlaganja povisenoj
temperaturi. Usporedba genskih pozadina pokazala je kako kontrolni klijanci (K-TS) linije
oeBPM1 imaju znacajno visi sadrzaj Cars u odnosu na liniju amiR-bpm. Divlji tip nije se
razlikovao od spomenutih linija. Takoder, nije uocena znaajna razlika izmedu tretiranih
klijanaca (TS) istrazivanih linija. Nakon 24-satnog oporavka nije zabiljezen znacajni utjecaj

tretmana, genske pozadine i njihove interakcije na sadrzaj Cars.

U prvoj vremenskoj tocki, parametar Chl a/Chl b pokazao je ovisnost o interakciji tretmana i
genske pozadine (F = 4,95, p <0,05). U tretiranim klijancima (TS) linije amiR-bpm uocena je
viSa vrijednost Chl a/Chl » u odnosu na kontrolne klijance (K-TS) (Tablica 11). Naprotiv,
znacajne razlike nisu uocene u liniji oeBPM1 1 divljem tipu. Usporedba genskih pozadina
pokazala je suprotan trend vrijednosti parametra Chl a/Chl b izmedu kontrolnih (K-TS) i
tretiranih klijanaca (TS). Naime, u kontrolnim uvjetima, linijja amiR-bpm imala je nizu
vrijednost Chl a/Chl b u odnosu na divlji tip. S druge strane, tretirani klijanci (TS) linije

amiR-bpm imali su viSe vrijednosti Chl a/Chl b u odnosu na divlji tip. U oba slucaja, klijanci
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linije oeBPM1 nisu se razlikovali od linije amiR-bpm 1 divljeg tipa. U drugoj vremenskoj tocki,
tj. nakon oporavka, na vrijednosti Chl a/Chl b znacajno je utjecao samo toplinski tretman
(F=2,33, p<0,05). U tretiranim klijancima (OPO) linija oeBPM1 i amiR-bpm uocene su nize
vrijednosti Chl a/Chl b u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu (K-OPO) (Tablica 11). Promjene
nisu uoc¢ene usporedbom kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca (OPO) divljeg tipa. Takoder,
promjene nisu uocene niti usporedbom genskih pozadina, neovisno radi li se o kontrolnim (K-

OPO) ili tretiranim klijancima (OPO).

Sadrzaj Chl a i Cars izmjeren u prvoj vremenskoj tocki u linijama s promijenjenom ekspresijom
gena DMS3 nije se promijenio pod utjecajem toplinskog tretmana, genske pozadine i njihove
interakcije niti u jednoj od analiziranih vremenskih to¢aka (Tablica 12). Nasuprot tome, sadrzaj
Chl b izmjeren u prvoj vremenskoj tocki pokazao je ovisnost o toplinskim tretmanu (F = 3,23,
p <0,05). Znacajno visi sadrzaj Chl b izmjeren je u tretiranim klijancima (TS) linije 0oeDMS3
u usporedbi s kontrolom (K-TS) (Tablica 12). Razlika nije uocena izmedu kontrolnih (K-TS) i
tretiranih klijanaca (TS) linije dms3-1, odnosno divljeg tipa. Promjene nisu uocene niti
usporedbom genskih pozadina, neovisno radi li se o kontrolnim (K-TS) ili tretiranim klijancima
(TS). Takoder, nakon 24-satnog oporavka nije zabiljeZzen znacajan utjecaj tretmana, genske

pozadine i njihove interakcije na sadrzaj Chl b.

U prvoj vremenskoj tocki, na parametar Chl a/Chl b znacajno su utjecali toplinski tretman
(F=5,78, p<0,05) i genska pozadina (F=4,82, p<0,05). Znacajno nize vrijednosti
Chl a/Chl b zabiljezene su u tretiranim klijancima (TS) linije 0eDMS3 u odnosu na kontrolu
(K-TS) (Tablica 12). U usporedbi s odgovaraju¢im kontrolama, izlaganje poviSenoj temperaturi
nije prouzroc¢ilo promjene u vrijednostima Chl a/Chl b u tretiranim klijancima (TS) linije
dms3-1 1 divljeg tipa. Medutim, tretirani klijanci (TS) linije dms3-/ imali su znacajno nize
vrijednosti Chl a/Chl b u odnosu na klijance divljeg tipa. Tretirani klijanci (TS) linije 0oeDMS3
nisu se razlikovali od spomenutih linija. Takoder, nije uocena razlika izmedu kontrolnih
klijanaca (K-TS) istrazivanih linija. Nakon 24-satnog oporavka nije zabiljeZzen znacaj utjecaj

tretmana, genske pozadine i njihove interakcije na parametar Chl a/Chl b.
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Tablica 11. Sadrzaj klorofila a (Chl a), klorofila b (Chl b) i ukupnih karotenoida (Cars) te omjer klorofila a i b (Chl a/Chl b) u klijancima uro¢njaka
(Arabidopsis thaliana) s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]I), sa smanjenom ekspresijom gena BPMI, 4,516 (amiR-bpm) 1
klijancima divljeg tipa (wt). Klijanci su prikupljeni u dvije vremenske tocke, odmah nakon izlaganja temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati (TS), 1
nakon 24-satnog oporavka na 24 °C (OPO). Kontrolne skupine (K-TS i K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su izrazeni
kao srednja vrijednost pet bioloskih replika + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K-TS i TS, odnosno K-OPO i OPO)
unutar pojedine linije (wt, oeBPM1 ili amiR-bpm) analiziran je Studentovim ¢-testom; znacajne razlike (p < 0,05) izmedu K-TS i TS obiljeZene su
zvjezdicom (*), a izmedu K-OPO i OPO ljestvama (#). Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K-TS ili K-OPO), odnosno tretiranih (TS ili
OPO) biljaka razli¢itih linija (wt, 0oeBPM1 1 amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne
razlike (p < 0,05) obiljezene su razli¢itim velikim slovima.

Chl a

Chl b

Cars

LINIJA  SKUPINA a 0 " Chl a/Chl b
(nggh) (ngg) (ngg)
K-TS 356,45 + 20,80 AB 84,41 +3.52 A 105,07 + 3,40 AB 421+0,13 A
TS 313,18 + 17,68 A 76,86+ 1,93 A 86,84 + 4,42 A* 3,82+0,16 B
wt
K-OPO 305,22 £32,29 A 82,03+ 11,51 A 88,08+9.17 A 3,84+027 A
OPO 333,02+ 16,18 A 92,31+1,09 A 95,27 £ 4,06 A 3,82+£0,19 A
K-TS 405,41 +21,87 A 99,92 + 6,58 A 116,08 + 4,64 A 4,08+0,16 AB
TS 331,89 + 12,99 A* 84,97 +3.68 A 100,77 £ 3,97 A* 3,92+0,11 AB
oeBPM1
K-OPO 357,97 24,00 A 8937 +5,99 A 104,69 + 6,77 A 4,01 £0,05 A
OPO 376,84 £ 25,17 A 98,78 £ 7,28 A 108,63 +5,95 A 3,82 £ 0,05 A#
K-TS 314,12 +22,23 B 82,97 +4,53 A 90,84 + 5,94 B 3,78+0,15B
TS 368,84 + 34,23 A 86,87 = 6,98 A 10422 +9.82 A 423 +0,11 A*
amiR-bpm
K-OPO 326,65 +9,45 A 83,57+6,10 A 97,56 £ 0,62 A 425+0,07 A
OPO 328,29 £ 2587 A 83,95+ 6,50 A 97,00 + 8,25 A 3,92 £ 0,10 A#
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Tablica 12. Sadrzaj klorofila a (Chl a), klorofila b (Chl b) i ukupnih karotenoida (Cars) te omjer klorofila a i b (Chl a/Chl b) u klijancima uro¢njaka
(Arabidopsis thaliana) s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (0eDMS3), s mutiranim genom DMS3 (dms3-1) i klijancima divljeg tipa (wt).
Klijanci su prikupljeni u dvije vremenske tocke, odmah nakon izlaganja temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati (TS), i nakon 24-satnog oporavka
na 24 °C (OPO). Kontrolne skupine (K-TS i K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost pet
bioloskih replika + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K-TS i TS, odnosno K-OPO i OPO) unutar pojedine linije (wt,
0eDMS3 ili dms3-1) analiziran je Studentovim #-testom; znacajne razlike (p < 0,05) izmedu K-TS i TS obiljezene su zvjezdicom (*). [zmedu
K-OPO 1 OPO nisu zabiljezene znacajne razlike. Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K-TS ili K-OPO), odnosno tretiranih (TS ili OPO)
biljaka razli¢itih linija (wt, 0eDMS3 i1 dms3-1) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike
(p <0,05) obiljezene su razli¢itim velikim slovima.

Chl a Chl b Cars

LINIJA  SKUPINA a 0 " Chl a/Chl b
(nggh) (ngg) (ngg)
K-TS 214,60+ 528 A 57,96 2,58 A 63,40 = 1,83 A 3,72+£0,09 A
TS 216,70 £ 8,51 A 58,95+3.54 A 66,39 £2,63 A 3,70+ 0,11 A
wt
K-OPO 22714+ 12,54 A 66,42 £330 A 67,04 +£321 A 3,42+0,07 A
OPO 230,69 + 14,21 A 64,34+£253 A 71,56 £4,95 A 3,58 +0,12 A
K-TS 214,13 +£2,41 A 5739+ 0,51 A 61,16+£0,11 A 3,71+£0,03 A
TS 22783+ 623 A 64,58 £ 1,37 A* 66,39 £2,02 A 3,53 +0,07 AB*
oeDMS3
K-OPO 20026 £9,12 A 56,47 + 1,97 A 60,15+3,04 A 3,54+ 0,08 A
OPO 208,14 +491 A 5963+ 1,75 A 63,23+ 1,59 A 3,50+ 0,07 A
K-TS 237,73 + 13,55 A 65,97 £2,98 A 66,30 = 1,86 A 3,60+ 0,07 A
. TS 204,04 + 18,69 A 61,18+£3,92 A 59,79+ 4,13 A 3,31+0,10B
ms3-1
K-OPO 21981+ 11,32 A 63,55+3,43 A 62,61 +£2.47 A 3,46 £ 0,08 A
OPO 218,10 +£3,41 A 63,86 £221 A 63,16+£0,97 A 3,43+0,09 A
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4.2.3. Sadrzaj vodikovog peroksida

Na sadrzaj H,O» izmjeren u prvoj vremenskoj tocki u linijama s promijenjenom ekspresijom
gena BPM utjecali su toplinski tretman (F=10,64, p<0,01) i genska pozadina biljke
(F=17,20, p<0,0001), kao i njihova interakcija (F = 6,37, p <0,01). Znacajno nizi sadrzaj
H>O> izmjeren je u klijancima (TS) linije amiR-bpm i klijancima (TS) divljeg tipa nakon
izlaganja toplinskom stresu (Slika 38a), dok u klijancima (TS) linije oeBPM1 nisu uocene
znacajne promjene u sadrzaju H>O». Usporedba genskih pozadina pokazala je znacajno visi
sadrzaj H202 u kontrolnim klijancima (K-TS) linije amiR-bpm u odnosu na liniju oeBPM1 i
divlji tip. S druge strane, u tretiranim klijancima (TS) nisu zabiljezene znacajne razlike s
obzirom na gensku pozadinu. Prema dvosmjernoj analizi varijance, na sadrzaj H>O2 izmjeren u
drugoj vremenskoj tocki, odnosno nakon oporavka, znacajno je utjecala samo genska pozadina
(F=5,74, p<0,01). Dakle, nakon 24 sata nisu zabiljezene znacajne promjene u sadrzaju H>O»
izmedu kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca (OPO), neovisno o liniji (Slika 38a).
Medutim, iako razlika nije bila statisti¢ki znacajna, u tretiranim klijancima (OPO) divljeg tipa
sadrzaj H,O> bio je nizi za 20% u odnosu na kontrolne klijance (K-OPO). Prema analizi
varijance, nije zabiljeZena znacajna razlika u kontrolnim klijancima (K-OPO) s obzirom na
gensku pozadinu. No, u tretiranim klijancima (OPO) linije amiR-bpm zabiljezen je znacajno
visi sadrzaj H2O2 u usporedbi s klijancima divljeg tipa. Tretirani klijanci (OPO) linije oeBPM1

nisu pokazali znacajnu razliku u sadrzaju H2O» u usporedbi s linijom amiR-bpm i divljim tipom.

Sadrzaj H>Oz izmjeren u prvoj vremenskoj tocki u linijjama s promijenjenom ekspresijom gena
DMS3 pokazao je ovisnost o toplinskim tretmanu (F = 2,51, p <0,05). Znacajno nizi sadrzaj
H>O> izmjeren je u tretiranim klijancima (TS) divljeg tipa u usporedbi s kontrolnim klijancima
(K-TS). Nasuprot tome, tretirani klijanci (TS) linija 0eDMS3 1 dms3-1 nisu pokazali razliku u
odnosu na odgovarajuu kontrolu (K-TS) (Slika 38b). Genska pozadina klijanaca nije
prouzrocila znacajne promjene u sadrzaju H>O> izmedu linija s promijenjenom ekspresijom
gena DMS3, neovisno o tome jesu li klijanci bili kontrolni (K-TS) ili tretirani (TS). I u drugoj
vremenskoj tocki zna€ajan je bio samo ucinak toplinskog tretmana (F =13,52, p<0,001).
Znacajno nizi sadrzaj H>O: zabiljeZen je u tretiranim klijancima (OPO) linije 0eDMS3 u odnosu
na kontrolne klijance (K-OPO) (Slika 38b). Znacajne promjene u sadrzaju H>O> nisu
zabiljezene u klijancima linije dms3-1 kao ni u klijancima divljeg tipa. Iako nisu zabiljezene
znacajne razlike, primijeceno je da su tretirani klijanci linije dms3-1 imali 26% nizi sadrzaj

H>0O», dok su tretirani klijanci divljeg tipa pokazali 20% nizi sadrzaj H2O> u usporedbi s
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odgovaraju¢im kontrolama. Kao i u prvoj vremenskoj tocki, genska pozadina klijanaca nije

prouzrocila znacajne promjene u sadrzaju H>O; izmedu istrazivanih linija.
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Slika 38. Sadrzaj vodikovog peroksida (H20z) u klijancima uro¢njaka (Arabidopsis thaliana)
izlozenih temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati. Istrazivane su (a) linije s promijenjenom
ekspresijom gena BPM — linija s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]) i linija sa
smanjenom ekspresijom gena BPMI, 4,516 (amiR-bpm), te (b) linije s promijenjenom
ekspresijom gena DMS3 — linija s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (0oeDMS3) i linija s
mutiranim genom DMS3 (dms3-1). Linije su usporedivane s divljim tipom (wt). Klijanci su
prikupljeni u dvije vremenske tocke, prva — odmah nakon toplinskog tretmana (TS), a druga —
nakon 24-satnog oporavka na 24 °C (OPO). Kontrolne skupine (K-TS i K-OPO) svake linije
rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost pet bioloskih
replika + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K-TS i TS, odnosno K-
OPO i OPO) unutar pojedine linije (wt, oeBPM1, amiR-bpm, 0oeDMS3 ili dms3-1) analiziran je
Studentovim z-testom; znacajne razlike (p < 0,05) izmedu K-TS i TS obiljezene su zvjezdicom
(*), a izmedu K-OPO i1 OPO ljestvama (#). Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K-TS
ili K-OPO), odnosno tretiranih (TS ili OPO) biljaka razlic¢itih linija (wt, oeBPM1 i amiR-bpm,
odnosno wt, 0eDMS3 i dms3-1) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc
testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su razli¢itim velikim slovima.
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4.2.4. Stupanj lipidne peroksidacije

U prvoj vremenskoj tocki u linijjama s promijenjenom ekspresijom gena BPM, stupanj lipidne
peroksidacije, izrazen kao koli¢ina malondialdehida (MDA), pokazao je znacajnu ovisnost o
ucinku genske pozadine (F=28,79, p<0,01). Prema tome, u prvoj vremenskoj tocki nisu
zabiljezene znacajne promjene u koli¢ini MDA izmedu kontrolnih (K-TS) i tretiranih klijanaca
(TS), neovisno o liniji (Slika 39a). Medutim, iako promjena nije bila statisticki znacajna,
tretirani klijanci linije amiR-bpm (TS) imali su 36% manju koli¢inu MDA u odnosu na
kontrolne klijance (K-TS). Analizom genskih pozadina u kontrolnim klijancima (K-TS) linije
amiR-bpm zabiljeZena je znacajno visa koli¢ina MDA u usporedbi s linijom oeBPM1 i divljim
tipom. Usporedba tretiranih klijanaca (TS) linijja oeBPM1, amiR-bpm i divljeg tipa nije
pokazala znacajne razlike. Na koli¢inu MDA izmjerenu u drugoj vremenskoj tocki u linijama s
promijenjenom ekspresijom gena BPM utjecali su toplinski tretman (F=12,36, p<0,01) i
genska pozadina (F = 41,49, p <0,0001). Znac¢ajno niza koli¢ina MDA izmjerena je u tretiranim
klijancima (OPO) divljeg tipa u odnosu na kontrolne klijance (K-OPO) (Slika 39a). Promjene
u koli¢ini MDA nakon izlaganja poviSenoj temperaturi nisu zabiljeZzene u klijancima (OPO)
linija 0eBPM1 1 amiR-bpm. Usporedba genskih pozadina pokazala je znacajno viSu koli¢inu
MDA u kontrolnim (K-OPO) i tretiranim klijancima (OPO) linije amiR-bpm u odnosu na liniju
oeBPM1 1 divlji tip.

Koli¢ina MDA izmjerena u prvoj vremenskoj tocki u linijama s promijenjenom ekspresijom
gena DMS3 pokazala je ovisnost o toplinskom tretmanu (F = 24,26, p <0,0001), genskoj
pozadini (F=13,32, p<0,001) te njihovoj interakciji (F=6,98, p<0,01). Znacajno niza
koli¢ina MDA izmjerena je u tretiranim klijancima (TS) linija 0eDMS3 i dms3-1, dok tretirani
klijanci (TS) divljeg tipa nisu pokazali razliku u odnosu na odgovarajucu kontrolu (K-TS)
(Slika 39b). Usporedba uc¢inka genskih pozadina pokazala je znacajno visu koli¢inu MDA u
kontrolnim klijancima (K-TS) linija 0eDMS3 1 dms3-1 u odnosu na divlji tip. Tretirani klijanci
(TS) nisu pokazali znacajnu razliku u koli¢ini MDA s obzirom na gensku pozadinu. Nakon 24-
satnog oporavka nije zabiljezen znacajan ucinak toplinskog tretmana, genske pozadine te
njihove interakcije na koli¢inu MDA u linijjama s promijenjenom ekspresijom gena DMS3
(Slika 39b). Iako razlika nije bila statisticki znacajna, tretirani klijanci (OPO) divljeg tipa imali

su 24 sata nakon tretmana 34% manju kolicinu MDA u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu.
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Slika 39. Stupanj lipidne peroksidacije u klijancima uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) izloZenih
temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati. Istrazivane su (a) linije s promijenjenom ekspresijom
gena BPM — linija s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]I) i linija sa smanjenom
ekspresijom gena BPM1, 4, 51 6 (amiR-bpm), te (b) linije s promijenjenom ekspresijom gena
DMS3 — linija s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (0oeDMS3) i linija s mutiranim genom
DMS3 (dms3-1). Linije su usporedivane s divljim tipom (wt). Klijanci su prikupljeni u dvije
vremenske tocke, prva — odmah nakon toplinskog tretmana (TS), a druga — nakon 24-satnog
oporavka na 24 °C (OPO). Kontrolne skupine (K-TS i K-OPO) svake linije rasle su tijekom
pokusa na 24 °C. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost pet bioloskih replika + standardna
pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K-TS i TS, odnosno K-OPO i OPO) unutar
pojedine linije (wWt, oeBPM1, amiR-bpm, 0eDMS3 ili dms3-1) analiziran je Studentovim
t-testom; znacajne razlike (p < 0,05) izmedu K-TS i TS obiljeZene su zvjezdicom (*), a izmedu
K-OPO i OPO ljestvama (#). Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K-TS ili K-OPO),
odnosno tretiranih (TS ili OPO) biljaka razlicitih linija (wt, oeBPM1 1 amiR-bpm, odnosno wt,
0eDMS3 i dms3-1) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey
HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljeZene su razli¢itim velikim slovima.
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4.2.5. Sadrzaj prolina

Na sadrzaj prolina izmjeren u prvoj vremenskoj tocki u linijama s promijenjenom ekspresijom
gena BPM utjecali su toplinski tretman (F=16,49, p<0,001) i genska pozadina biljke
(F=60,90, p<0,0001). Znacajno nizi sadrzaj prolina izmjeren je u klijancima (TS) linije
oeBPM]1 1 klijancima (TS) divljeg tipa nakon izlaganja toplinskom tretmanu (Slika 40a).
Promjene u sadrzaju prolina nisu zabiljezene u klijancima (TS) linije amiR-bpm nakon izlaganja
poviSenoj temperaturi. Usporedba genskih pozadina pokazala je znacajno visi sadrzaj prolina u
kontrolnim (K-TS) i tretiranim klijancima (TS) linije amiR-bpm u odnosu na liniju oeBPM1 i
divlji tip. U drugoj vremenskoj tocki znac¢ajnim se pokazao uc¢inak genske pozadine (F = 94,03,
p <0,0001). Stoga nisu zabiljezene znacajne promjene u sadrzaju prolina usporedbom
kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca (OPO), neovisno o liniji (Slika 40a). lako porast nije
bio znacajan, u tretiranim klijancima (OPO) linije oeBPM1 sadrzaj prolina porastao je za 31%.
Usporedba genskih pozadina pokazala je znacajno visi sadrzaj prolina u kontrolnim (K-OPO) i
tretiranim klijancima (OPO) linije amiR-bpm u usporedbi s linijom oeBPM] i divljim tipom.
Kontrolni klijanci (K-OPO) linije oeBPM1 imali su znacajno nizi sadrzaj prolina u odnosu na
divlji tip.

Sadrzaj prolina izmjeren u prvoj vremenskoj tocki u linijama s promijenjenom ekspresijom
gena DMS3 pokazao je ovisnost o toplinskom tretmanu (F =231,11, p<0,0001), genskoj
pozadini (F = 17,84, p < 0,0001) te njihovoj interakciji (F = 14,88, p < 0,0001). Znacajno nizi
sadrzaj prolina izmjeren je u tretiranim klijancima (TS) linija 0eDMS3 1 dms3-1 te u klijancima
(TS) divljeg tipa u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolama (K-TS) (Slika 40b). Usporedba
genskih pozadina pokazala je znacajno nizi sadrzaj prolina u kontrolnim klijancima (K-TS)
linije 0eDMS3 u odnosu na liniju dms3-1 1 divlji tip. Tretirani klijanci (TS) nisu pokazali
znacajnu razliku u sadrzaju prolina s obzirom na gensku pozadinu. I u drugoj vremenskoj tocki
znacajan je bio ucinak toplinskog tretmana (F = 7,81, p <0,05), genske pozadine (F = 14,24,
p <0,001) 1 njihove interakcije (F = 3,52, p < 0,05). Znacajno visi sadrzaj prolina zabiljeZen je
u tretiranim klijancima (OPO) linije dms3-1 (Slika 40b). U usporedbi s odgovaraju¢im
kontrolama (K-OPO), izlaganje poviSenoj temperaturi nije prouzroc¢ilo promjene u sadrzaju
prolina u klijancima (OPO) linije 0eDMS3 1 divljeg tipa. Medutim, klijanci (K-OPO) linija
0eDMS3 1 dms3-1 u kontrolnim uvjetima imali su znacajno nizi sadrzaj prolina u odnosu na
klijance (K-OPO) divljeg tipa. Takoder, tretirani klijanci (OPO) linije 0eDMS3 pokazali su

znacajno nizi sadrzaj prolina u odnosu na liniju dms3-1 1 divlji tip.
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Slika 40. Sadrzaj prolina u klijancima uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) izlozenih temperaturi
od 37 °C tijekom Sest sati. Istrazivane su (a) linije s promijenjenom ekspresijom gena BPM —
linija s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]) i linija sa smanjenom ekspresijom
gena BPM1, 4, 5 1 6 (amiR-bpm), te (b) linije s promijenjenom ekspresijom gena DMS3 — linija
s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (0eDMS3) i linija s mutiranim genom DMS3
(dms3-1). Linije su usporedivane s divljim tipom (wt). Klijanci su prikupljeni u dvije vremenske
tocke, prva — odmah nakon toplinskog tretmana (TS), a druga — nakon 24-satnog oporavka na
24 °C (OPO). Kontrolne skupine (K-TS i K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C.
Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost pet bioloskih replika + standardna pogreska.
Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K-TS i TS, odnosno K-OPO i OPO) unutar pojedine
linije (wt, oeBPM1, amiR-bpm, 0eDMS3 ili dms3-1) analiziran je Studentovim ¢-testom;
znacajne razlike (p <0,05) izmedu K-TS i TS obiljezene su zvjezdicom (*), a izmedu K-OPO
1 OPO ljestvama (#). Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K-TS ili K-OPO), odnosno
tretiranih (TS ili OPO) biljaka razli¢itih linija (wt, oeBPM1 i amiR-bpm, odnosno wt, oeDMS3
i dms3-1) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD;
znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su razli¢itim velikim slovima.
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4.2.6. Aktivnost antioksidacijskih enzima

Na aktivnost G-POD izmjerenu u prvoj vremenskoj tocki u linijjama s promijenjenom
ekspresijom gena BPM utjecao je toplinski tretman (F = 5,83, p <0,05). Pri tome je znacajno
povecanje aktivnosti G-POD zabiljezeno kod tretiranih klijanaca (TS) linije amiR-bpm
(Slika 41a). Naprotiv, znacajne promjene nisu uocene u klijancima (TS) linije oeBPM1I i
klijancima (TS) divljeg tipa odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi. Medutim, iako nije
bila statisticki znacajna, u tretiranih klijanaca divljeg tipa aktivnost G-POD porasla je za 24%
u odnosu na kontrolu. Usporedba genskih pozadina pokazala je da ne postoji razlika u aktivnosti
G-POD unutar kontrolnih (K-TS) ili tretiranih klijanaca (TS), neovisno o istrazivanoj liniji. Na
aktivnost APX izmjerenu u prvoj vremenskoj tocki takoder je utjecao samo tretman (F = 4,54,
p <0,05), dok su na aktivnost CAT utjecali tretman (F = 10,0, p<0,01) i genska pozadina
(F=17,32, p<0,01). Aktivnost oba enzima znacajno je porasla u klijancima (TS) divljeg tipa
nakon izlaganja povisenoj temperaturi (Slika 41b, ¢). Medutim, znacajne promjene nisu uocene
izmedu kontrolnih (K-TS) i tretiranih klijanaca (TS) linija oeBPM1 1 amiR-bpm, iako je
aktivnost enzima CAT u liniji amiR-bpm porasla za 20%. Vezano uz usporedbu genskih
pozadina, analiza aktivnosti APX nije pokazala znaajne razlike usporedbom kontrolnih (K-
TS) ili tretiranih klijanaca (TS) istrazivanih linija. S druge strane, u kontrolnim klijancima (K-
TS) linije amiR-bpm izmjerena je znacajno niza aktivnost CAT u usporedbi s klijancima linije
oeBPM]1, dok se kontrolni klijanci (K-TS) divljeg tipa nisu razlikovali od klijanaca linija
0oeBPM1 i amiR-bpm. Zanimljivo, tretirani klijanci (TS) linije amiR-bpm imali su znac¢ajno nizu
aktivnost CAT u odnosu na klijance divljeg tipa. Aktivnost CAT izmjerena u liniji oeBPM1 nije
se razlikovala od aktivnosti izmjerene u liniji amiR-bpm 1 divljem tipu. Na aktivnost enzima
SOD znacajno je utjecala genska pozadina (F = 22,81, p < 0,0001). Sukladno tome, nisu uocene
znacajne razlike usporedbom kontrolnih (K-TS) 1 tretiranih klijanaca (TS), neovisno o
istrazivanoj liniji (Slika 41d). Medutim, iako promjena nije bila znacajna, aktivnost enzima
SOD porasla je 20% u tretiranim klijancima divljeg tipa u odnosu na kontrolnu vrijednost.
Usporedba genskih pozadina pokazala je da kontrolni klijanci (K-TS) linija oeBPMI1 i
amiR-bpm imaju znacajno nizu aktivnost SOD u odnosu na klijance divljeg tipa. Kod tretiranih
klijanaca (TS), znacajno niza aktivnost zabiljezena je kod klijanaca linije amiR-bpm u odnosu

na divlji tip. Linija oeBPM1 nije bila zna¢ajno razli¢ita u odnosu na liniju amiR-bpm i divlji tip.

Nakon 24-satnog oporavka, na aktivnost G-POD 1 SOD znacajno je utjecala samo genska

pozadina (G-POD — F = 3,53, p <0,05; SOD — F = 5,41, p <0,05). Nisu zabiljeZene znacajne
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razlike u aktivnosti spomenutih enzima izmedu kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca
(OPO), neovisno o liniji, iako su tretirani klijanci divljeg tipa imali 34% viSu aktivnost u
usporedbi s kontrolnim klijancima (Slika 41a, d). Usporedbom kontrolnih klijanaca (K-OPO)
linija 0eBPM1 1 amiR-bpm te divljeg tipa takoder nisu zabiljezene znacajne promjene u
aktivnosti G-POD i SOD. Medutim, tretirani klijanci (OPO) linije oeBPM1 imali su znacajno
nizu aktivnost oba enzima u odnosu na klijance divljeg tipa. Takoder, aktivnost G-POD u
tretiranim klijancima (OPO) linije oeBPM1 bila je niza u odnosu na liniju amiR-bpm, dok se
aktivnost SOD u tretiranim klijancima (OPO) linije amiR-bpm nije razlikovala od klijanaca
oeBPM] i divljeg tipa. Aktivnosti APX i CAT znacajno je ovisila o genskoj pozadini (APX —
F=10,78, p<0,001; CAT — F=15,52, p<0,05) te interakciji tretmana i pozadine (APX —
F=391, p<0,05; CAT — F =4,72, p <0,05). Aktivnost oba enzima bila je znacajno veca u
tretiranim klijancima (OPO) divljeg tipa u usporedbi s kontrolnim klijancima (K-OPO)
(Slika 41b, ¢). Medutim, znacajne promjene nisu uocene izmedu kontrolnih (K-OPO) i
tretiranih klijanaca (OPO) linija 0oeBPMI1 1 amiR-bpm. Takoder, usporedbom kontrolnih
klijanaca (K-OPO) linija oeBPM1 i amiR-bpm te divljeg tipa takoder nisu zabiljeZene znacajne
promjene u aktivnosti APX i CAT. Tretirani klijanci (OPO) linija oeBPM1 i amiR-bpm imali su

znacajno nizu aktivnost oba enzima u odnosu na klijance divljeg tipa.
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Slika 41. Aktivnost (a) gvajakol peroksidaze (G-POD), (b) askorbat peroksidaze (APX), (¢) katalaze (CAT) i (d) superoksid dismutaze (SOD) u
klijancima uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM1), sa smanjenom ekspresijom gena BPM1, 4,516
(amiR-bpm) 1 klijancima divljeg tipa (wt). Klijanci su prikupljeni u dvije vremenske to¢ke, odmah nakon izlaganja temperaturi od 37 °C tijekom
Sest sati (TS), 1 nakon 24-satnog oporavka na 24 °C (OPO). Kontrolne skupine (K-TS i K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C.
Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost pet bioloskih replika + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K-TS i TS, odnosno
K-OPO i OPO) unutar pojedine linije (wt, oeBPM1, ili amiR-bpm) analiziran je Studentovim #-testom; znacajne razlike (p < 0,05) izmedu K-TS i
TS obiljezene su zvjezdicom (*), a izmedu K-OPO i1 OPO ljestvama (#). Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K-TS ili K-OPO), odnosno
tretiranih (TS ili OPO) biljaka razli€itih linija (wt, oeBPM1 1 amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey
HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljeZene su razli¢itim velikim slovima.
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U linijama s promijenjenom ekspresijom gena DMS3 analiza aktivnosti G-POD pokazala je
ovisnost o toplinskom tretmanu (F = 5,20, p <0,05), genskoj pozadini (F = 15,05, p <0,0001)
injihovoj interakciji (F = 14,46, p < 0,0001). S druge strane, na aktivnost enzima SOD znac¢ajno
je utjecala samo interakcija tretmana i genske pozadine (F = 5,49, p <0,05). Aktivnost oba
enzima znacajno je porasla u tretiranim klijancima (TS) linije 0eDMS3 u usporedbi s
kontrolnim klijancima (K-TS) (Slika 42a, d). Naprotiv, znacajne promjene u aktivnosti
spomenutih enzima nisu uo¢ene u klijancima (TS) linije dms3-1 i klijancima (TS) divljeg tipa
odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi. No, u tretiranim klijancima (TS) linije dms3-1
aktivnost enzima G-POD pala je za 49%. Istovremeno, u tretiranim klijancima divljeg tipa
aktivnost je porasla za 20%. Usporedba genskih pozadina pokazala je znac¢ajno nizu aktivnost
G-POD u kontrolnim klijancima (K-TS) linije 0eDMS3 u odnosu na klijance divljeg tipa.
Kontrolni klijanci (K-TS) linije dms3-1 nisu pokazali znacajne razlike u odnosu na klijance
linije 0eDMS3 1 divlji tip. S druge strane, tretirani klijanci (TS) linije dms3-1 imali su znac¢ajno
nizu aktivnost G-POD u odnosu na klijance linije 0oeDMS3 i divlji tip. Analiza aktivnosti enzima
SOD na razini genskih pozadina pokazala je viSu aktivnost enzima u kontrolnim klijancima (K-
TS) linije dms3-1 u odnosu na liniju 0eDMS3, dok se ona u klijancima divljeg tipa nije znac¢ajno
razlikovala u odnosu na spomenute linije. Takoder, usporedba aktivnosti SOD u tretiranih
klijanaca (TS) istrazivanih linija nije pokazala znacajne razlike. Na aktivnost APX izmjerenu u
prvoj vremenskoj tocki takoder je utjecao samo tretman (F=11,95, p<0,01), dok su na
aktivnost CAT utjecali tretman (F = 28,95, p < 0,0001) i genska pozadina (F = 9,83, p <0,001).
Aktivnost oba enzima znacajno je porasla u klijancima (TS) divljeg tipa nakon izlaganja
poviSenoj temperaturi (Slika 42b, c). Takoder, znacajno veca aktivnost APX zabiljeZena je i u
tretiranim klijancima (TS) linije 0eDMS3, dok je aktivnost CAT bila znacajno veca u tretiranim
klijancima (TS) linije dms3-1. Tako promjena nije bila statisticki znacajna, aktivnost CAT
porasla je 28% u tretiranim klijancima (TS) linije 0oeDMS3 u usporedbi s kontrolnim klijancima.
Vezano uz usporedbu genskih pozadina, analiza aktivnosti APX nije pokazala znacajne razlike
izmedu kontrolnih (K-TS) ili tretiranih klijanaca (TS) istrazivanih linija. Takoder, kontrolni
klijanci (K-TS) istrazivanih linija nisu pokazali znac¢ajnu razliku u aktivnosti CAT. Medutim,
tretirani klijanci (TS) linije dms3-1 imali su znacajno vecu aktivnost APX u odnosu na tretirane

klijance (TS) linije 0eDMS3 1 divlji tip.

Nakon 24-satnog oporavka, na aktivnost G-POD znacajno je utjecala samo genska pozadina
(F=5,11, p<0,05). U skladu s time, nisu zabiljeZene znacajne razlike u aktivnosti G-POD
izmedu kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca (OPO), neovisno o liniji (Slika 42a). Unato¢
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tome, aktivnost enzima G-POD pala je 26% u tretiranim klijancima (OPO) linije dms3-1 u
odnosnu na kontrolne vrijednosti. Usporedba genskih pozadina pokazala je znacajno vecu
aktivnost G-POD u kontrolnim (K-OPO) i tretiranim klijancima (OPO) linije dms3-1. Kontrolni
klijanci (K-OPO) linije dms3-1 pokazali su vecu aktivnost u odnosu na klijance linije oeDMS3.
Kod divljeg tipa nisu uo€ene razlike u odnosu na linije 0eDMS3 i dms3-1. S druge strane,
tretirani klijanci (OPO) linije dms3-1 znacajno su se razlikovali od klijanaca divljeg tipa, dok
se tretirani klijanci (OPO) linije 0eDMS3 nisu znacajno razlikovali od linije dms3-1 i divljeg
tipa. Aktivnost APX pokazala je znafajnu ovisnost o tretmanu (F = 9,45, p <0,01), genskoj
pozadini (F = 5,06, p <0,05) i njihovoj medusobnoj interakciji (F = 6,41, p < 0,01). Naprotiv,
na aktivnost CAT znacajno je utjecao samo tretman (F = 6,70, p < 0,05). Aktivnost oba enzima
znacajno je porasla u tretiranim klijancima (OPO) divljeg tipa (Slika 42b, c), dok u linijama
0eDMS3 1 dms3-1 nisu uocene znacajne razlike u aktivnosti APX i CAT izmedu kontrolnih (K-
OPO) i tretiranih klijanaca (OPO). lako razlika nije bila statisticki znacajna, aktivnost CAT
porasla je 29% u tretiranim klijancima (OPO) linije dms3-1 u odnosu na kontrolne klijance.
Vezano uz analizu genskih pozadina, uocena je znacajno visa aktivnost APX u kontrolnim
klijancima (K-OPO) linija 0eDMS3 i dms3-1 u odnosu na klijance divljeg tipa. Naprotiv,
usporedbom tretiranih klijanaca (OPO) istrazivanih linija nisu uofene znacajne razlike.
Takoder, nisu uoCene znacajne promjene u aktivnosti CAT izmedu razli¢itih genskih pozadina,
neovisno jesu li usporedivani kontrolni (K-OPO) ili tretirani klijanci (OPO). Aktivnost enzima
SOD znacajno je ovisila o tretmanu (F = 8,90, p < 0,01) i genskoj pozadini (F = 6,04, p < 0,01).
U tretiranim klijancima (OPO) linije 0eDMS3 zabiljezena je znacajno niza aktivnost SOD u
usporedbi s kontrolnim klijancima (K-OPO) (Slika 42d), dok u linije dms3-1, odnosno u divljeg
tipa nisu uocene znacajne razlike izmedu kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca (OPO).
Takoder, usporedba genskih pozadina nije pokazala znaajne razlike izmedu kontrolnih
klijanaca (K-OPO) istrazivanih linija. Naprotiv, tretirani klijanci (OPO) linije dms3-1 imali su
znacajno vecu aktivnost SOD u odnosu na klijance linije 0oeDMS3. Tretirani klijanci (OPO)

divljeg tipa nisu se po aktivnosti SOD razlikovali od spomenutih linija.
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Slika 42. Aktivnost (a) gvajakol peroksidaze (G-POD), (b) askorbat peroksidaze (APX), (¢) katalaze (CAT) i (d) superoksid dismutaze (SOD) u
klijancima uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (0eDMS3), s mutiranim genom DMS3 (dms3-1) i klijancima
divljeg tipa (wt). Klijanci su prikupljeni u dvije vremenske tocke, odmah nakon izlaganja temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati (TS), i nakon 24-
satnog oporavka na 24 °C (OPO). Kontrolne skupine (K-TS 1 K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su izraZeni kao
srednja vrijednost pet bioloskih replika + standardna pogreska. Odgovor kontrolnih i tretiranih biljka (K-TS i TS, odnosno K-OPO i OPO) unutar
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(*), a izmedu K-OPO 1 OPO ljestvama (#). Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K- testom Tukey HSD; znacdajne razlike (p <0,05)
obiljezene su razli¢itim velikim slovima.
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4.2.7. Ekspresija proteina HSP70, HSP90 i RuBisCO

Odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi, ekspresija proteina HSP70 porasla je u
tretiranim klijancima (TS) linije oeBPM1 1,7 puta, dok je u klijancima divljeg tipa porasla 1,6
puta u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolama (K-TS) (Slika 43a). U tretiranim klijancima (TS)
linije amiR-bpm nije zabiljezen znacajan porast (> 1,5) ekspresije proteina HSP70 odmah nakon
toplinskog tretmana, ali je ekspresija porasla 1,6 puta nakon 24-satnog oporavka na 24 °C
(OPO). S druge strane, u liniji oeBPM]I i divljem tipu razina proteina HSP70 vratila se na
kontrolne vrijednosti nakon oporavka. Usporedba genskih pozadina pokazala je da kontrolni
klijanci (K-TS) linije amiR-bpm prikupljeni u prvoj vremenskoj tocki imaju 1,5 puta visu
ekspresiju proteina HSP70 u odnosu na klijance divljeg tipa. Medutim, navedena razlika nije
potvrdena i u drugoj vremenskoj tocki, odnosno tkivu sakupljenom 24 sata kasnije (K-OPO).
Kontrolni klijanci linije oeBPM1 nisu pokazali znacajne razlike u ekspresiji proteina HSP70 u

odnosu na klijance divljeg tipa niti u jednoj od analiziranih vremenskih tocaka.

Za razliku od proteina HSP70, ekspresija proteina HSP90 znacajno se inducirala u svim
tretiranim klijancima (TS). U liniji oeBPM]1 1 divljem tipu ekspresija je bila 2,6 puta veca u
usporedbi s kontrolnim klijancima, dok je u liniji amiR-bpm ekspresija porasla 3,5 puta
(Slika 43b). Zanimljivo, ekspresija proteina HSP90 dodatno se pojacala nakon oporavka
tretiranih klijanaca (OPO) linija oeBPM1 (5,8 puta) i amiR-bpm (6,8 puta), dok je u klijjancima
divljeg tipa ostala povecana 2,7 puta. Vezano uz usporedbu genskih pozadina, u prvoj
vremenskoj tocki nije zabiljezena znaCajna razlika u ekspresiji proteina HSP90 izmedu
kontrolnih klijanaca (K-TS) linija oeBPM1 i amiR-bpm te divljeg tipa. Nakon 24 sata, kontrolni
klijanci (K-OPO) linije oeBPM1 imali su 3,2 puta nizu razinu ekspresije proteina HSP90 u
odnosu na klijance divljeg tipa, dok izmedu kontrolnih klijanaca (K-OPO) linije amiR-bpm i

divljeg tipa nije uocena razlika.

Ekspresija velike podjedinice proteina RuBisCO (rbcL) nije se znacajno promijenila nakon
izlaganja klijanaca toplinskom tretmanu, neovisno o istrazivanoj liniji i vremenskoj tocki
(Slika 43c). Takoder, nije zabiljezena znacajna razlika u ekspresiji rbcL izmedu kontrolnih

klijanaca linija oeBPM1 i amiR-bpm te divljeg tipa, neovisno o vremenskoj tocki analize.
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Slika 43. Imunodetekcija proteina (a) HSP70 i (b) HSP9O0 te (¢) velike podjedinice proteina RuBisCO (rbcL) u klijanaca uroénjaka (Arabidopsis
thaliana) s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM]1), sa smanjenom ekspresijom gena BPM1, 4, 51 6 (amiR-bpm) 1 klijancima divljeg
tipa (wt). Klijanci su prikupljeni u dvije vremenske tocke, odmah nakon izlaganja temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati (TS), i nakon 24-satnog
oporavka na 24 °C (OPO). Kontrolne skupine (K-TS 1 K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Bojanje membrane bojom Ponceau
koristeno je za kontrolu nanosenja uzoraka. U grafickom prikazu rezultati su izrazeni kao relativna vrijednost intenziteta vrpci u odnosu na wt K-
TS i wt K-OPO (=1). Za svaki protein, provedena je imunodetekcija tri bioloske replike, odnosno membrane, te je za prikaz odabrana jedna

reprezentativna membrana.
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U tretiranim klijancima (TS) linija s promijenjenom ekspresijom gena DMS3 nije zabiljeZzena
znacajnija promjena ekspresije proteina HSP70 odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi
(Slika 44a). Medutim, nakon 24 sata tretirani klijanci linije dms3-1 imali su 1,7 puta visu
ekpresiju u odnosu na kontrolne klijance (K-OPO), dok u liniji 0eDMS3 i divljem tipu nisu
uoCene razlike izmedu kontrolnih i tretiranih klijanaca. Medusobna usporedba genskih
pozadina u prvoj vremenskoj tocki nije pokazala znacajne razlike u ekspresiji proteina HSP70
izmedu kontrolnih klijanaca (K-TS) linija 0eDMS3 1 dms3-1 te divljeg tipa. Nakon 24 sata,
kontrolni klijanci (K-OPO) linije dms3-1 imali su 2,3 puta nizu razinu ekspresije proteina
HSP70 u odnosu na klijance divljeg tipa, dok izmedu kontrolnih klijanaca (K-OPO) linije
0eDMS3 1 divljeg tipa nije uocena razlika.

Toplinski tretman inducirao je ekspresiju proteina HSP90 2,5 puta u tretiranim klijancima (TS)
linije 0eDMS3 te 11,3 puta u klijancima linije dms3-1 (Slika 44b). Iako se ekspresija proteina u
tretiranim klijancima smanjila nakon 24-satnog oporavka na 24 °C (OPO), i dalje je ostala
znacajno povisena u odnosu na kontrolne klijance. Pri tome je u liniji oeDMS3 bila poviSena
1,6 puta, u liniji dms3-1 2,7 puta, a u divljem tipu 1,8 puta. Usporedba genskih pozadina
pokazala je da kontrolni klijanci (K-TS) linija 0eDMS3 1 dms3-1 prikupljeni u prvoj vremenskoj
tocki imaju 3,3 puta, odnosno 4,3 puta nizu ekspresiju proteina HSP90 u odnosu na klijance
divljeg tipa. Takoder, 1,8 puta niza ekspresija proteina HSP90 u kontrolnim klijancima (K-
OPO) linije dms3-1 opazena je u drugoj vremenskoj tocki, odnosno 24 sata kasnije. Kontrolni
klijanci (K-OPO) linije 0oeDMS3 nisu pokazali znacajne razlike nakon 24 sata u odnosu na

klijance divljeg tipa.

Ekspresija rbcL smanjila se 1,6 puta u tretiranim klijancima (TS) linije 0oeDMS3 odmah nakon
izlaganja poviSenoj temperaturi (Slika 44c). Usporedbom tretiranih (TS) i kontrolnih klijanaca
(K-TS) linije dms3-1, kao i tretiranih i kontrolnih klijanaca divljeg tipa, nisu uocene znacajne
promjene u ekspresiji rbcL u prvoj vremenskoj tocki. Nakon 24 sata nije zabiljezena znacajna
razlika u ekspresiji rbcL izmedu kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca (OPO), neovisno o
genskoj pozadini. Usporedba genskih pozadina u kontrolnim uvjetima pokazala je da klijanci
linije dms3-1 prikupljeni u obje vremenske tocke imaju ~1,5 puta nizu ekspresiju rbcL u odnosu
na klijance divljeg tipa. U usporedbi s divljim tipom, kontrolni klijanci linije 0eDMS3 nisu

pokazali znacajne razlike u ekspresiji rbcL, neovisno o vremenskoj tocki.
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Slika 44. Imunodetekcija proteina (a) HSP70 i (b) HSP9O0 te (¢) velike podjedinice proteina RuBisCO (rbcL) u klijanaca uroénjaka (Arabidopsis
thaliana) s prekomjernom ekspresijom gena DMS3 (0eDMS3), s mutiranim genom DMS3 (dms3-1) i klijancima divljeg tipa (wt). Klijanci su
prikupljeni u dvije vremenske tocke, odmah nakon izlaganja temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati (TS), i nakon 24-satnog oporavka na 24 °C
(OPO). Bojanje membrane bojom Ponceau koriSteno je za kontrolu nanosenja uzoraka. U grafickom prikazu rezultati su izrazeni kao relativna
vrijednost intenziteta vrpci u odnosu na wt K-TS 1 wt K-OPO (=1). Za svaki protein, provedena je imunodetekcija tri bioloske replike, odnosno

membrane, te je za prikaz odabrana jedna reprezentativna membrana.
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4.2.8. Ekspresija gena BPM

S obzirom na to da provjerom sintetizirane cDNA nisam uocila kontaminaciju genomskom
DNA (Prilog 7.), analizirala sam ekspresiju gena BPM u klijancima linija s promijenjenom
ekspresijom gena BPM (oeBPM1, amiR-bpm) te u klijancima divljeg tipa. Relativnu ekspresiju
nativnih gena BPM -6 analizirala sam u linijama oeBPM1 i amiR-bpm te u divljem tipu, a
ekspresiju transgena BPM1-GFP samo u liniji oeBPM]I. Ekspresija gena analizirana je prije
izlaganja klijanaca poviSenoj temperaturi (K), odmah nakon izlaganja (TS) te nakon 24-satnog
oporavka na temperaturi uzgoja (OPO). Znacajne promjene u ekspresiji gena BPM2, BPM4 i
BPM®6 u odnosu na kontrolne vrijednosti (K) uocene su odmah nakon izlaganja klijanaca
poviSenoj temperaturi (TS) (Slika 45b, d, ). Pri tome, ekspresija gena BPM2 znacajno se
povisila u liniji amiR-bpm 1 divljem tipu, dok u liniji oeBPM1 nisu uo¢ene znacajne razlike. S
druge strane, ekspresija gena BPM4 u liniji oeBPM1 znacajno se smanjila, dok je ekspresija
BPM6 znacajno porasla. Nasuprot tome, ekspresija gena BPM6 u divljem tipu znacajno se
smanjila. Kod linije amiR-bpm nisu uoCene znacajne promjene u ekspresiji gena BPM4 i BPM6.
Nakon oporavka, znacajne promjene u ekspresiji gena uocene su samo u tretiranim klijancima
(OPO) divljeg tipa. Uocen je znacajan porast ekspresije gena BPM1, BPM3, BPM4 i BPM6
(Slika 45a, c, d, f). Usporedbom tretiranih (OPO) i kontrolnih klijanaca (K), u linijama oeBPM
1 amiR-bpm nisu uocene promjene u ekspresiji navedenih gena nakon oporavka. Takoder,
znaajna promjena ekspresije gena BPMJ5 nije zabiljeZena niti u jednoj od istrazivanih linija
(Slika 45¢). Iako se ekspresija transgena BPMI-GFP smanjila 61% odmah nakon izlaganja
klijanaca stresu (TS), promjena nije bila statisticki znacajna u odnosu na kontrolne vrijednosti
(Slika 45g). Usporedbom genskih pozadina pokazano je da kontrolni klijanci linije amiR-bpm
imaju smanjenu ekspresiju gena BPMI, 4,516 u odnosu na liniju oeBPMI i divlji tip.
Zanimljivo, kontrolni klijanci divljeg tipa imali su smanjenu ekspresiju gena BPM3 i 6 u

usporedbi s linijom oeBPM].
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Slika 45. Relativna ekspresija nativnih gena (a) BPM1, (b) BPM2, (¢) BPM3, (d) BPM4, (e) BPM5 i (f) BPM6 u klijancima uro¢njaka (Arabidopsis
thaliana) s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM1), sa smanjenom ekspresijom gena BPM1, 4, 51 6 (amiR-bpm) 1 klijjancima divljeg
tipa (wt). Ekspresija transgena (g) BPM-GFP odredena je u liniji oeBPM 1. Klijanci su prikupljeni prije izlaganja temperaturi od 37 °C (K), odmah
nakon izlaganja 37 °C (TS) te nakon 24-satnog oporavka na 24 °C (OPO). Rezultati su izrazeni kao relativna srednja vrijednost tri bioloske replike
+ standardna pogreska u odnosu na wt K (=1). Zvjezdica oznacava znacajnu razliku (Studentov #-test) izmedu K i TS ili K i OPO za svaku liniju
pri p<0,05 (") ili p<0,01 (*). Medusobna usporedba odgovora kontrolnih (K), odnosno tretiranih (TS ili OPO) biljaka razli¢itih linija (wt,
oeBPM1 i amiR-bpm) provedena je jednosmjernom analizom varijance i post hoc testom Tukey HSD; znacajne razlike (p < 0,05) obiljezene su
razli¢itim velikim slovima.
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4.2.9. Multivarijatna analiza parametara mjerenih u stadiju klijanaca

Za usporedbu odgovora na toplinski stres linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM
(0eBPM1, amiR-bpm), odnosno gena DMS3 (0eDMS3, dms3-1) provedena je multivarijatna
analiza PCA. Analiza je provedena zasebno za svaku vremensku tocku te je postupak detaljno

opisan u poglavlju 3.4. Obrada i statisticka analiza podataka.

Za klijance linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM prikupljene u prvoj vremenskoj
tocki, grafikon loma pokazao je da prve Cetiri komponente (PCA1 —PCA4) ¢ine 82,05% ukupne
varijance (Prilog 8a). Medutim, komponente PCA3 i PCA4 nisu koriStene za daljnje usporedbe
jer nisu pruzile dodatne informacije o odgovoru klijanaca na toplinski stres. Vrijednost cos2,
koja mjeri koliko parametar doprinosi odredenoj komponenti u PCA, imala je vrijednosti blizu
nule za parametre ETo/RC, RC/CS,, G-POD i1 APX , §to ukazuje na nizak doprinos tih
parametara komponentama PCA1 i PCA2 te su navedeni parametri iskljuceni iz daljnje analize
(Prilog 9a). Model PCA za klijance prikupljene u prvoj vremenskoj tocki pokazao je jaci u¢inak
toplinskog stresa na liniju oeBPM1 i divlji tip u usporedbi s linijom amiR-bpm (Slika 46a).
Tretirani klijanci (TS) linije oeBPM1 odvojili su se od kontrolnih klijanaca (K-TS) na temelju
smanjenja fotosintetske ucinkovitosti (Plags, Fv/Fm, sadrzaja pigmenata) i porasta tokova
energije (ABS/RC, DIo/RC). Takoder, u tretiranih klijanaca (TS) zabiljezen je smanjen sadrzaj
prolina te porast aktivnosti enzima CAT i SOD. Klijanci divljeg tipa pokazali su vrlo sli¢an
obrazac ponaSanja kao i klijanci linije oeBPM1 pa je tako kod tretiranih klijanaca (TS) isto
doslo do pada fotosintetske ucinkovitosti (sadrzaja pigmenata, Plags) i1 sadrzaja prolina, dok je
aktivnost antioksidacijskih enzima CAT i SOD porasla. Kontrolni klijanci linije oeBPM1
odvojili su se blago od klijanaca divljeg tipa na temelju viSeg sadrzaja pigmenata. Kod linije
amiR-bpm nije uoCeno znacajnije razdvajanje kontrolnih (K-TS) i tretiranih klijanaca (TS),
odnosno nije zamijecen jasan uc¢inak toplinskog stresa. Ali, ova se linija, osobito kontrolni
klijanci, jasno odvojila od divljeg tipa i linije oeBPM1 na temelju povecanog sadrzaja prolina i

H>O: te stupnja lipidne peroksidacije (MDA).

Za klijance prikupljene u drugoj vremenskoj tocki, grafikon loma pokazao je da prvih Sest
komponenti (PCA1 —PCAG6) ¢ini 86,24% ukupne varijance (Prilog 8b). Medutim, komponente
PCA3-6 isklju¢ene su iz daljnjih analiza zbog njihovog zanemarivog doprinosa procjeni
odgovora klijanaca na toplinski stres. Na temelju vrijednosti cos2 parametri Chl a/Chl b 1
G-POD iskljuceni su iz daljnje analize (Prilog 9b). Model PCA za klijance prikupljene nakon
oporavka nije pokazao razliku izmedu kontrolnih (K-OPO) i tretiranih klijanaca (OPO),
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neovisno o istrazivanoj liniji (Slika 46b). Medutim, primije¢eno je grupiranje na temelju razlika
genskih pozadina. Linija amiR-bpm izdvojila se od linije oeBPM1 i divljeg tipa na temelju
povecanog sadrzaja prolina, H>O> i MDA. Za liniju oeBPM1 bila je karakteristi¢na pozitivna
korelacija s fotosintetskom uc¢inkovitoScéu (sadrzaj pigmenata, Fy/Fm, Plass), dok je za divlji tip
bila znacajna poviSena aktivnost antioksidacijskih enzima (APX, SOD, CAT) te energetskih
tokova u fotosintezi (ABS/RC, TR¢/RC, DIo/RC).
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Slika 46. Analiza glavnih komponenti (PCA) parametara izmjerenih u klijanaca uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) s prekomjernom ekspresijom
gena BPM1 (oeBPM1), sa smanjenom ekspresijom gena BPM1, 4, 5 1 6 (amiR-bpm) 1 klijancima divljeg tipa (wt). Klijanci su prikupljeni u dvije
vremenske tocke — (a) odmah nakon izlaganja temperaturi od 37 °C u trajanju od Sest sati (TS), 1 (b) nakon 24-satnog oporavka na 24 °C (OPO).
Kontrolne skupine (K-TS i K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Analiza je provedena na pet pojedinacnih bioloskih replika po
liniji 1 skupini. Ovisno o vremenskoj tocki, analizirani su parametri: maksimalni kvantni prinos fotosustava II (Fy/Fm), indeks fotosintetske
ucinkovitosti (Plass), apsorpcija svjetlosti (ABS/RC), protok uhvacenih fotona (TR¢/RC), prijenos elektrona (ETo/RC), rasipanje energije po
reakcijskom centru (DIo/RC), gustoca aktivnih reakcijskih centara po osvijetljenoj povrsini lista (RC/CS,), omjer klorofilaa i klorofila b
(Chl a/Chl b), sadrzaj klorofila a (Chl a), klorofila b (Chl b), ukupnih karotenoida (Cars), vodikovog peroksida (H20>) i1 prolina, stupanj lipidne
peroksidacije (MDA) te aktivnost enzima gvajakol peroksidaze (G-POD), askorbat peroksidaze (APX), katalaze (CAT) i superoksid dismutaze
(SOD).
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Vezano uz analizu klijanaca linija s promijenjenom ekspresijom gena DMS3 prikupljenih u
prvoj vremenskoj tocki, grafikon loma pokazao je da prvih pet komponenti ¢ini 77,25% ukupne
varijance (Prilog 8c). Medutim, komponente PCA3, PCA4 i PCAS nisu bile ukljucene u daljnju
analizu. Na temelju vrijednosti cos2, parametri Chl » i SOD iskljuceni su iz daljnje analize
(Prilog 9¢). Model PCA pokazao je ucinak toplinskog stresa na sve istrazivane linije, medutim
do najveéeg odvajanja od pripadajuée kontrole doslo je u klijanaca linije dms3-1 (Slika 47a).
Prema modelu, do odvajanja tretiranih klijanaca (TS) od kontrolnih (K-TS) kod ove linije doslo
je zbog smanjenja fotosintetske ucinkovitosti (Fy/Fm, Plaps, sadrzaj pigmenata), sadrzaja
prolina i stupnja lipidne peroksidacije u tretiranih klijjanaca (TS). Takoder, odvajanju je
pridonijela znacajno povecana aktivnost enzima CAT u tretiranim klijancima (TS). Odvajanju
tretiranih klijanaca (TS) od kontrolnih (K-TS) linije 0eDMS3 1 divljeg tipa doprinijeli su
povecana aktivnost antioksidacijskih enzima (G-POD, APX, CAT), smanjenje fotosintetske

ucinkovitosti te sadrzaja prolina u tretiranih klijanaca (TS).

Iako je grafikon loma pokazao da prvih Sest komponenti objasnjava 83,25% ukupne varijance
u klijanaca prikupljenih u drugoj vremenskoj tocki, komponente PCA3-6 nisu bile ukljucene u
daljnju analizu jer nisu dodatno doprinijele analizi odgovora na toplinski stres (Prilog 8d). Na
temelju vrijednosti cos2, parametri Chl a/Chl b, stupanj lipidne peroksidacije (MDA), G-POD
1 SOD isklju€eni su iz daljnje analize (Prilog 9d). Dan nakon izlaganja klijanaca povisenoj
temperaturi, u tretiranim klijancima (OPO) divljeg tipa opaZena je znafajno visa aktivnost
antioksidacijskih enzima CAT i1 APX te smanjena ucinkovitost glavnih fotosintetskih tokova
energije (ABS/RC, TRo/RC, ETo/RC, DIo/RC) (Slika 47b). Tretirani klijanci (OPO) linije
dms3-1 odvojili su se od pripadajucih kontrola (K-OPO) zbog pada fotosintetske uc¢inkovitosti
1 smanjenja glavnih energetskih tokova (Plass, ABS/RC, TRo/RC, ET¢/RC). Odvajanju je
doprinijelo i smanjenje sadrzaja H,O» u tretiranim klijancima (OPO) te porast prolina. Vezano
uz liniju 0eDMS3, nije opaZeno izraZenije razdvajanje tretiranih (OPO) i kontrolnih klijanaca

(K-OPO) nakon oporavka.
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Slika 47. Analiza glavnih komponenti (PCA) parametara izmjerenih u klijanaca uro¢njaka (Arabidopsis thaliana) s prekomjernom ekspresijom
gena DMS3 (0eDMS3), s mutiranim genom DMS3 (dms3-1) 1 klijancima divljeg tipa (wt). Klijanci su prikupljeni u dvije vremenske tocke — (a)
odmah nakon izlaganja temperaturi od 37 °C u trajanju od Sest sati (TS), i (b) nakon 24-satnog oporavka na 24 °C (OPO). Kontrolne skupine (K-
TS 1 K-OPO) svake linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Analiza je provedena na pet pojedinacnih bioloskih replika po liniji i skupini. Ovisno
o vremenskoj tocki, analizirani su parametri: maksimalni kvantni prinos fotosustava II (F./Fn), indeks fotosintetske u¢inkovitosti (PIags), apsorpcija
svjetlosti (ABS/RC), protok uhvacenih fotona (TRo/RC), prijenos elektrona (ETo/RC), rasipanje energije po reakcijskom centru (DIo/RC), gustoca
aktivnih reakcijskih centara po osvijetljenoj povrsini lista (RC/CS,), omjer klorofila a i klorofila b (Chl a/Chl b), sadrzaj klorofila a (Chl a),
klorofila b (Chl b), ukupnih karotenoida (Cars), vodikovog peroksida (H20:) i prolina, stupanj lipidne peroksidacije (MDA) te aktivnost enzima
askorbat peroksidaze (APX), gvajakol peroksidaze (G-POD) i katalaze (CAT).
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5. RASPRAVA

5.1. Ucinak toplinskog stresa na rast i razvoj biljaka

Dugoroc¢ni uc¢inak toplinskog tretmana i genske pozadine pratila sam uzgojem biljaka od stadija
klijanaca do stadija sjemenki. Biljke sam izlozila poviSenoj temperaturi u dva razvojna stadija
— s dva 1/ili osam listova u rozeti kako bih usporedila odgovor istrazivanih linija na toplinski
stres u razliCitim razvojnim fazama. Primjenom platforme za fenotipizaciju biljaka, gotovo
svakodnevno pratila sam morfoloSke promjene biljaka razli¢itih genskih pozadina (oeBPM1,
amiR-bpm, oeDMS3, dms3-1, divlji tip) zbog cega sam dobila veliku koli¢inu podataka.
Primjenom analize pod nazivom stablo odlu¢ivanja odabrala sam dane u kojima su biljke
pokazale najizraZenije promjene nakon toplinskog stresa s obzirom na razliitu gensku
pozadinu, kao 1 parametre koji su najviSe pridonijeli uocenim razlikama. Medutim, analizom
vlastitih podataka uocila sam da je tocnost modela stabla odlucivanja bila niza nakon §to su
biljke bile izloZzene poviSenoj temperaturi u razvojnom stadiju s osam listova (TS8L), u
usporedbi s izlaganjem poviSenoj temperaturi u stadiju s dva lista (TS2L). Zbog smanjene
to¢nosti, model nije uspio u€inkovito klasificirati odredene skupine biljaka. Jedan od mogucih
uzroka smanjene tocnosti moze biti nizi broj replika po skupinama (Zorman i sur. 1997, Song i
Lu 2015). Naime, na pocetku pokusa, za svaku liniju postavila sam dvije skupine biljaka —
kontrolnu skupinu (K) i skupinu koja ¢e biti tretirana u stadiju s dva lista (TS2L). Medutim,
neposredno prije tretmana u stadiju s osam listova (TS8L), svaku od ovih skupina dalje sam
podijelila na dvije podskupine. Kontrolnu skupinu (K) podijelila sam na onu koja je ostala
kontrolna (K) i na novu skupinu, koja je kasnije bila izlozena povisenoj temperaturi u stadiju s
osam listova (TS8L). Slicno tome, skupinu koja je bila tretirana u stadiju s dva lista (TS2L)
podijelila sam takoder na dvije podskupine. Jedna je ostala biti skupina tretirana u stadiju s dva
lista (TS2L), a druga skupina je ponovno bila izlozena povisenoj temperaturi, ali sada u stadiju
s osam listova (TS2L+8L). Ovim postupkom stvorene su Cetiri skupine na kraju pokusa:
kontrolna skupina (K), skupina tretirana u stadiju s dva lista (TS2L), skupina tretirana u stadiju
s osam listova (TS8L) te skupina tretirana u stadiju s dva i osam listova (TS2L+8L). No, zbog
ovakvog dizajna pokusa smanjen je broj replika po skupini u odnosu na pocetni broj replika,
Sto je vjerojatno dovelo do smanjenja tocnosti modela stabla odlucivanja. S obzirom na to da
platforme za fenotipizaciju omogucéuju pracdenje veceg broja biljaka istodobno, jedno od
mogucih rjeSenja povecanja to¢nosti modela stabla odlucivanja bilo bi povecanje broja replika

po skupinama. Naime, Lazarevi¢ i sur. (2022) istrazivali su utjecaj nedostatka razli¢itih makro-
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i mikroelemenata na morfoloska i fizioloska svojstva graha (Phaseolus vulgaris L. cv.
Ferguson) koriste¢i platformu za fenotipizaciju biljaka. Kako bi izdvojili najvaznije parametre
koji su doprinijeli razlikama medu biljkama, usporedili su dvije statisticke metode — stablo
odlucivanja i linearnu diskriminativnu analizu (LDA). Analiza rezultata ukazala je na blagu
prednost metode LDA u usporedbi sa stablom odlucivanja u klasifikaciji podataka. Medutim,
stablo odlucivanja koristi izvorne podatke (engl. raw data) prilikom klasifikacije $to ga Cini
fizioloSkim procesima (Lazarevic i sur. 2022). S obzirom na to da su autori u svom istrazivanju
koristili deset replika po tretman-skupini, predloZeno je poveéanje broja biljaka po skupini kako
bi se postigla bolja klasifikacija podataka koriStenjem stabla odlu¢ivanja. Tijekom mog
istrazivanja, zadovoljavajuca klasifikacija postignuta je kad je svaka skupina imala 20 replika.
Naime, skupine K i TS2L s po 20 replika pokazale su bolje rezultate u odnosu na podskupine
TS8L 1 TS2L+8L gdje je broj replika smanjen na deset, §to je rezultiralo znacajnim padom
to¢nosti klasifikacije. Drugim rije¢ima, na osnovu mojih rezultata, preporuka je koristiti veci

broj replika po skupini (~20) kako bi se postigla visoka preciznost klasifikacije podataka.

5.1.1. Morfoloske promjene

U literaturi su kao Cesti pokazatelji toplinskog stresa istaknuti inhibicija rasta korijena i
izdanaka, promjene boje plodova te ubrzano starenje i otpadanje listova (Rodriguez i sur. 2005,
Fahad 1 sur. 2017). Takva opazanja u skladu su s rezultatima mog istrazivanja, gdje su se u
klijanaca i odraslih biljaka znakovi nepovoljnog utjecaja povisenih temperatura mogli uociti
kroz uvijanje listova i inhibiciju rasta rozete. Naime, nakon tretmana u stadiju s dva lista
(TS2L), u¢inak toplinskog stresa na linije s promijenjenom ekspresijom gena BPM ocitovao se
znacajnim smanjenjem povrSine konveksne ljuske i opsega rozete. Ove promjene vrlo
vjerojatno proizlaze iz uvijanja listova kao obrambenog mehanizma, do kojeg je doslo zbog
pada turgora u stanicama uzrokuju¢i njihovo skupljanje i kompaktniji raspored. Smanjenje
povrsine konveksne ljuske zbog izlaganja biljaka stresnim uvjetima takoder je primijeceno u
istrazivanju Laxman i sur. (2022), u kojem je istrazivan ucinak suSe na rajéicu (Solanum
lycopersicum L.) te je dokazana pozitivna korelacija izmedu gubitka vode i smanjenja povrSine
konveksne ljuske. Znacajnije smanjenje povrsine rozeta u linija s promijenjenom ekspresijom
gena BPM primijetila sam tijekom kasnijeg vegetativnog razvoja u svih tretiranih skupina

(TS2L, TS8L, TS2L+8L). Ovi rezultati u skladu su s istrazivanjem Gao i sur. (2020), u kojem
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je takoder zabiljezena manja povrSina rozete biljaka divljeg tipa uro¢njaka nakon izlaganja
biljaka s osam listova poviSenoj temperaturi od 45 °C tijekom tri, Sest i devet sati. Kao i u mom
istrazivanju, znacajne razlike u povrsini rozete izmedu kontrolnih i tretiranih biljaka nisu bile
vidljive odmah, ve¢ nekoliko dana nakon toplinskog stresa, osobito tijekom izlaganja biljaka
temperaturi od 45 C tri i Sest sati. Mogu¢i razlog je naruSavanje uobicajenih procesa u biljci,
poput rasta i diobe stanica, uslijed izlaganja toplinskom stresu. Dugoro¢no, kumulativni u¢inak
smanjene stope rasta stanica moze se odraziti na promjene u povrsini rozete. Dakle, povrSina
rozete moze posluZziti kao dobar pokazatelj dugorocnog ucinka toplinskog stresa na biljke s
obzirom na to da je u svih tretiranih biljaka s promijenjenom ekspresijom gena BPM do kraja
pokusa uocena smanjena povrSina rozete u usporedbi s kontrolnim biljkama. Druga dva
parametra izabrana temeljem analize stabla odluc¢ivanja — opseg rozete i povrSina konveksne
ljuske — pokazala su se kao dobri indikatori ranog ucinka toplinskog stresa jer je u svih biljaka,
neovisno o liniji, zabiljezeno njihovo smanjenje odmah nakon izlaganja biljaka poviSenoj
temperaturi. Posebno je zanimljivo promatrati odnos izmedu uoc¢enih morfoloskih promjena i
genske pozadine pojedine linije s promijenjenom ekspresijom gena BPM. Naime, kontrolne
biljke linije oeBPM1 imale su op¢enito manju povrsinu rozete i konveksne ljuske u odnosu na
biljke divljeg tipa i linije amiR-bpm. Ovo opazanje u skladu je s istraZivanjem Skiljaica i sur.
(2020) koje je pokazalo da biljke linije oeBPM1 imaju manju i kompaktniju rozetu u usporedbi
s biljkama divljeg tipa. Nasuprot tome, kontrolne biljke linije amiR-bpm imale su opéenito veci
opseg rozete u odnosu na biljke linije oeBPM1 i divljeg tipa. Takav rezultat vjerojatno je
posljedica pilastog (nazubljenog) oblika lista koji je zabiljeZen i istrazivanjem Lechner i sur.
(2011). Pilasti listovi u usporedbi s cjelovitim imaju dodatne ,,ureze“ i ,,zupce® na svojim
rubovima, §to povecava opseg njihova ruba u odnosu na cjelovite listove. Prema Lechner i sur.
(2011) moguéi razlog takvog oblika lista je naruSena regulacija proteina ATHBG6,
transkripcijskog faktora ukljuenog u signalni put apscizinske kiseline. Protein ATHB6
negativno je reguliran proteinima BPM te u liniji amiR-bpm dolazi do njegovog nakupljanja
zbog smanjene ekspresije gena BPM1, 4, 5 1 6. Dvije linije, amiR-bpm te linija s prekomjernom
ekspresijom proteina ATHB6 pokazuju slican fenotip, odnosno pilasti oblik lista. Fenotip je
posebno izrazen u liniji koja ima kombinaciju smanjene ekspresije gena BPM1, 4,516 te
prekomjernu ekspresiju proteina ATHB6 zbog ¢ega su autori zakljucili da su proteini BPM
ukljuceni u oblikovanje morfoloskih svojstava biljaka kroz regulaciju ATHB6, medutim sam

mehanizam nije u potpunosti poznat.
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Linija 0eDMS3 pokazala je slican obrazac promjena morfoloskih svojstava nakon izlaganja
toplinskom stresu kao i linijje s promijenjenom ekspresijom gena BPM, pri ¢emu je
najznacajnije bilo smanjenje povrsine konveksne ljuske u tretiranih biljaka. Nasuprot tome,
biljke linije dms3-1 tretirane u stadiju s osam listova (TS8L) izdvojile su se od drugih
istrazivanih linija. Naime, samo su te biljke (dms3-1 TS8L) pokazale pozitivan odgovor na
poviSenu temperaturu kroz znacajno povecanje mjerenih morfoloskih parametara u usporedbi
s drugim skupinama (K, TS2L, TS2L+8L). Takav rezultat mogao bi biti posljedica smanjene
metilacije DNA u ovoj liniji, uslijed naruSene funkcionalnosti mehanizma RdDM, a koja je
dokazana istrazivanjem Kanno i sur. 2008. Karakterizacija linije nrpe-1, koja takoder ima
narusenu funkcionalnost mehanizma RdDM 1 smanjenu metilaciju DNA, pokazala je sli¢an
obrazac morfoloSkih promjena u ovih dviju linija uslijed izlaganja toplinskom stresu (Toki¢
2024). Moguce objasnjenje ovih opazanja proizlazi iz promijenjene aktivnosti genoma zbog
smanjene metilacije, Sto potencijalno moze rezultirati izrazenijom fenotipskom plasticnoséu
biljaka (Negi i sur. 2016). Smanjena metilacija genoma moze znacajno promijeniti ekspresiju
gena 1 pokretnih genetickih elemenata, Sto utjece na nacin na koji biljka reagira na toplinski
stres. Prema autorima, to moZe rezultirati promjenama u fiziologiji biljke koje nisu nuzno
vidljive na morfoloskoj razini. Fizioloska plasti¢nost posebno je izraZena u stresnim uvjetima,
jer su promjene fizioloSkih svojstava reverzibilne i zahtijevaju manji ulog resursa u odnosu na
promjene morfoloskih svojstava (Grime i Mackey 2002). Medutim, iako toplinski stres nije
uzrokovao znacajnije promjene morfoloskih svojstava linije dms3-1, usporedbom genskih
pozadina u kontrolnim uvjetima primijetila sam da je linija dms3-/ imala manju povrSinu
konveksne ljuske, opseg rozete i biomasu u usporedbi s linijjom 0eDMS3 i divljim tipom. Slican
rezultat zabiljeZen je istrazivanjem Finnegan i sur. (1996), koje je pokazalo da biljke urocnjaka
smanjene metilacije DNA imaju razli¢ite fenotipske i razvojne abnormalnosti, ukljucujuci

manju povrsinu listova i rozete.

Iz ovog dijela pokusa, u kojem su toplinskom tretmanu bile izlozene biljke u dvije vremenske
tocke tijekom razvoja, mogu zakljuciti da je u vecine istrazivanih linija (oeBPM1, amiR-bpm,
0eDMS3, divlji tip) uoCeno smanjenje povrSine konveksne ljuske i rozete nakon izlaganja
povisenoj temperaturi. Pritom, povrS§ina konveksne ljuske istaknula se kao dobar pokazatelj
ranog ucinka poviSene temperature, dok se povrsina rozete pokazala kao pouzdani pokazatelj
dugoro¢nog ucinka. Obje linije s promijenjenom ekspresijom gena BPM pokazale su
osjetljivost na izlaganje toplinskom stresu, ali i fenotipske promjene u kontrolnim uvjetima. Ti

rezultati sugeriraju da su proteini BPM vazni za pravilan rast i razvoj te odgovor biljaka na
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stres. Iako toplinski stres nije znacajno inhibirao rast rozete linije dms3-1, primijeen je
smanjeni prirast rozete u usporedbi s linijom 0eDMS3 1 divljim tipom, $to ukazuje na potrebu
optimalnog funkcioniranja mehanizma RdDM u rastu i razvoju biljaka. Rezultati dobiveni
fenotipizacijom linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM i DMS3 u skladu su s
prethodnim istrazivanjima ovih linija, Sto dodatno potvrduje korisnost platformi za
fenotipizaciju kao neinvazivnog alata u morfoloskoj karakterizaciji biljaka, kako u stresnim

tako 1 u optimalnim uvjetima.

5.1.2. Fotosintetska u¢inkovitost

U posljednjih nekoliko godina, autori veceg broja radova potvrdili su da je fotosinteza jedan od
fotosinteze Cesto dolazi prije naruSavanja drugih stani¢nih funkcija (Crafts-Brandner i Salvucci
2002, Ashraf i Harris 2013, Hu i sur. 2020). Budu¢i da se primarne reakcije, a posebice
fotosustav II (PSII), smatraju iznimno osjetljivima na poviSene temperature, utjecaj toplinskog
stresa na fotosintetsku ucinkovitost urocnjaka s promijenjenom ekspresijom gena BPM,
odnosno gena DMS3 procijenila sam mjerenjem fluorescencije klorofila a. Mnoga istrazivanja
usmjerena na proucavanje odgovora biljaka na stres predlozila su koristenje parametra Fy/Fm
kao pouzdanog pokazatelja u€inka toplinskog stresa na biljke jer taj parametar predstavlja mjeru
kvantne ucinkovitosti fotokemijskih reakcija PSII, odnosno mjeru ucinkovitosti svjetlosnih
reakcija fotosinteze (Strasser i sur. 2000, Chen i Cheng 2009, Zushi i sur. 2012, Jagerbrand i
Kudo 2016). U kontrolnim fizioloskim uvjetima, vrijednosti ovog parametra krecu se u rasponu
od 0,7 do 0,83 (Ritchie 2005). U ovom istrazivanju, kontrolne biljke analiziranih linija, kao 1
one divljeg tipa, imale su vrijednosti parametra F.,/Fn, izmedu 0,71 i 0,80, neovisno o uvjetima
uzgoja, tj. o tome jesu li bile uzgajane na zemljanom supstratu ili na hranjivoj podlozi u
uvjetima in vitro. Drugim rije¢ima, vrijednosti parametra F./Fn izmjerene tijekom ovog
istrazivanja bile su u okviru literaturnih navoda, pri ¢emu su, ovisno o genskoj pozadini, mlade

biljke imale nize vrijednosti (0,71-0,77), a starije nesto vise vrijednosti (0,75-0,80).

Usporedbom kontrolnih i tretiranih biljaka linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM, koje
su bile uzgajane na zemljanom supstratu, nisam uocila znacajnije promjene u vrijednostima
parametra Fy/Fi, nakon tretmana u stadiju s dva lista (TS2L). Konkretno, tijekom 13.1 15. dana
pracenja, vrijednosti parametra Fy/Fi, u kontrolnim i tretiranim biljkama kretale su se u rasponu

od 0,75 do 0,77. Medutim, sedam dana nakon izlaganja tretmanu, tj. 20. dana pracenja
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zabiljezila sam znacajno niZe vrijednosti parametra F./Fn kod biljaka linije oeBPM1, koje su
bile tretirane u stadiju s dva lista (TS2L) ili u oba stadija (TS2L+8L). Pritom su se vrijednosti
parametra Fy/Fi, u kontrolnim biljkama kretale oko 0,80, dok su se vrijednosti u skupinama
TS2L 1 TS2L+8L snizile na 0,76-0,77. S obzirom da izmedu 15. i 20. dana nisam mjerila
fluorescenciju klorofila a, moguce je da nisam uspjela uociti postepeno smanjenje vrijednosti
parametra F./Fn u tretiranih biljaka linije oeBPMI. Ovu hipotezu podupire istrazivanje
provedeno na kultivaru rajéice (Solanum lycopersicum L. var. Aromata), koji je bio izloZen
temperaturi od 38 °C tijekom cetiri dana. Mjerenjem fluorescencije klorofila a autori su
pokazali postepeno smanjenje parametra Fv/Fn tijekom cCetiri dana, ali statisticki znacajno
smanjenje uoceno je tek tre¢eg i Cetvrtog dana u usporedbi s kontrolnim biljkama (Zhou i sur.
2017). Sli¢ni rezultati dobiveni su istrazivanjem odgovora raj¢ice (Solanum lycopersicum L.
var. Moneymaker) na niske temperature (Wei i sur. 2022). U biljaka izloZenih temperaturi od
4 °C tijekom pet dana vrijednosti parametra F/Fi, postepeno padaju tijekom prva Cetiri dana.
Medutim, tijekom oporavka od izlaganja niskim temperaturama, vrijednosti ponovno pocinju
rasti prema kontrolnim vrijednostima. Drugim rije¢ima, moguce je da pad vrijednosti parametra
Fy/Fm koji sam zabiljezila 20. dana, predstavlja vremenski odgoden odgovor na stres. Prvi dani
nakon stresa mozda su bili posvecéeni aktivaciji brzih, ali privremenih, mehanizama prilagodbe.
Tek nakon nekoliko dana, kad su se ovi mehanizmi iscrpili, ili kada su se drugi, dugoroc¢niji

mehanizmi aktivirali, vidjela sam stvarne promjene u parametru Fy/Fp.

Zanimljivo je da su obje linije s promijenjenom ekspresijom gena BPM (oeBPM1, amiR-bpm)
pokazale osjetljivost, odnosno nizu vrijednost parametra F./Fn, nakon tretmana u oba razvojna
stadija (TS2L+8L), ukazuju¢i na potrebu optimalne razine proteina BPM u stanicama za
normalno odvijanje fotokemijskih reakcija tijekom i nakon ponovljenog toplinskog tretmana.
Ta hipoteza slaze se s istrazivanjem Vukovi¢ i sur. (neobjavljeni rezultati), koje sugerira da
protein BPM1 ima ulogu u regulaciji steCene termotolerancije biljaka tako Sto sudjeluje u
regulaciji odgovora biljke na nepovoljne uvjete. Naime, u spomenutom istrazivanju klijanci
linije oeBPM 1 pokazuju bolju toleranciju ponovljenog toplinskog stresa u usporedbi s divljim
tipom. Medutim, zanimljivo je da se bolja tolerancija linije oeBPM]I odrazila kroz smanjenje
stupnja lipidne peroksidacije te bolju fotosintetsku u¢inkovitost tretiranih klijanaca, §to nije bio
slu¢aj i u mom istrazivanju. No, prilikom interpretacije rezultata treba uzeti u obzir da su u
spomenutom istrazivanju klijanci prvo bili izloZeni temperaturi od 37 °C, a nakon 42 sata
temperaturi od 42 °C. Za razliku od toga, u mom istrazivanju, biljke su oba puta bile izloZene

temperaturi od 40 °C s razmakom od sedam dana. Stoga je moguce da je ve¢ prvo izlaganje
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poviSenoj temperaturi od 40 °C bilo dovoljno jako da uzrokuje promjene u funkcionalnosti
fotosintetskog aparata, a koje su se dodatno pojacale ponovnim izlaganjem istoj temperaturi.
Naravno, u obzir treba uzeti i vremensku razliku izmedu dva toplinska tretmana. Unato¢
izlaganju biljaka razli¢itim stresnim ¢imbenicima, nekoliko istrazivanja ukazuje da je trajanje
aklimatizacije slicno i da naj¢esce traje pet do sedam dana (Ding i sur. 2012, Singh i sur. 2014,
Feng isur. 2016, Lamke i Biurle 2017). Stoga, moji rezultati mjerenja parametra Fy/Fin upucuju
da prvo izlaganje temperaturi od 40 °C nije rezultiralo aklimatizacijom linije oeBPM1 na stres,
kao $to je bilo u slucaju istrazivanja Vukovi¢ 1 sur. (neobjavljeni rezultati), ve¢ je doslo do
narusavanja funkcionalnosti fotosintetskog aparata. Dodatnu potporu mojoj hipotezi pruzaju
rezultati analize biljaka linije oeBPM]1, koje su tretirane samo u stadiju s dva lista (TS2L).
Naime, i ove biljke su 20. dana imale niZe vrijednosti parametra Fy/Fm, sugeriraju¢i da je
temperatura od 40 °C bila dovoljno jaka da uzrokuje pojavu stresa izlaganjem biljaka u stadiju
klijanaca. Analizom vrijednosti parametra F./Fn, u biljaka izloZenih toplinskom stresu u stadiju
s osam listova (TS8L), nisam uocila znacajne razlike izmedu kontrolnih i tretiranih biljaka,
neovisno o liniji (ceBPM1, amiR-bpm, divlji tip), te su se vrijednosti parametra F,/Fn kretale
izmedu 0,76 1 0,80. S obzirom da je rije¢ o odraslim biljkama, moguce je da tretman nije bio
dovoljno jak da uzrokuje znacajnije promjene parametra Fy/Fn. Naime, prema Gao i sur. (2020),
odrasle biljke uro¢njaka pokazale su znac¢ajno smanjenje parametra Fy/Fr, nakon izlaganja visoj
temperaturi, tj. 45 °C u trajanju od devet sati. Unato¢ tome $to nisam zabiljezila znacajne
promjene u parametru F./Fn odraslih biljaka, primijetila sam inhibiciju rasta rozete.
Kompenzacijski mehanizmi koje biljke razvijaju kako bi prezivjele stres Cesto se o€ituju kroz
redistribuciju resursa, promjene u hormonskoj ravnotezi i druge adaptivne strategije koje, iako
ne moraju nuzno rezultirati promjenama u fotosintetskoj uc¢inkovitosti, mogu utjecati na rast i
razvoj biljaka. Istrazivanje Gao i sur. (2020) takoder nije pokazalo izrazenije promjene u
parametru F/Fn nakon Sestosatnog izlaganja biljaka temperaturi od 45 °C. Unato¢ tome,

primije¢eno je smanjenje povrSine rozete tijekom narednih nekoliko dana.

Analiza linija s promijenjenom ekspresijom gena DMS3 otkrila je da linija dms3-1 tijekom
ranog vegetativnog rasta imala nizu vrijednost parametra Fy/Fin u odnosu na liniju 0eDMS3 i
divlji tip. Konkretno, u liniji dms3-1, vrijednosti parametra F./Fp, kretale su se izmedu 0,71 1
0,73, dok su u liniji 0eDMS3 1 divljem tipu zabiljezene vrijednosti izmedu izmedu 0,75 1 0,77.
Istrazivanje koje je proucavalo metilacijske promjene i njihov utjecaj na svojstva vrste Populus
simonii Carriere pokazalo je da varijacije u metilacijskim obrascima utjecu na fotosintetsku

ucinkovitost 1 veli€¢inu listova (Ci 1 sur. 2016). S obzirom na rezultate mog istraZivanja, to bi

138



moglo znaciti da je smanjena metilacija u liniji dms3-1 dovela do smanjenja stope fotosinteze
u ovoj liniji. Stovise, smanjena uinkovitost fotosinteze u liniji dms3-1 vjerojatno se odrazila
na smanjenje stope rasta ove linije u odnosu na liniju 0eDMS3 1 divlji tip. Naime, nekoliko
radova sugerira da smanjena stopa fotosinteze tijekom ranijeg razvoja Cesto dovodi do
smanjenja stope rasta tijekom kasnijeg razvoja (Laing i sur. 1995, Chen i sur. 2005, Gao i sur.
2020, Khanna i sur. 2021). Iako sam smanjene vrijednosti Fy/Fm u liniji dms3-1 zabiljezila
tijekom ranog vegetativnog rasta, a ne kasnije, moguce je da linija nije uspjela nadoknaditi
smanjenu stopu fotosinteze u ranoj fazi, Sto je rezultiralo bazi¢no nizim prirastom. No, mozda
su smanjena stopa fotosinteze te smanjeni rast razlog drugacijeg ucinka toplinskog stresa na
liniju dms3-1 u usporedbi s linijjom 0eDMS3 i divljim tipom. Naime, jedino sam kod linije
dms3-1 uocila pozitivan u€inak izlaganja poviSenoj temperaturi u kasnijem razvojnom stadiju
(TS8L) na morfoloske parametre. Drugim rijeCima, postoji moguénost da je linija dms3-1, zbog
smanjene metilacije, razvila drugaciju metabolic¢ku strategiju u odnosu na liniju 0eDMS3 1 divlji
tip. Ova strategija rezultirala je smanjenim i sporijim rastom, no istovremeno joj je omogucila
ucinkovitiju raspodjelu resursa tijekom toplinskog stresa, zbog Cega nije doslo do inhibicije
rasta. S druge strane, linijja 0eDMS3 pokazala je osjetljivost na poviSenu temperaturu nakon
tretmana u stadiju s dva lista (TS2L), ali i nakon ponovljenog tretmana u stadiju s osam listova
(TS2L+8L). To sugerira da prekomjerna ekspresija gena DMS3 moze narusiti funkcionalnost
mehanizma RADM. U prilog ovoj hipotezi ide istrazivanje iz 2019. godine (Zhong i sur. 2019),
koje je pokazalo da su stani¢ne razine proteina DMS3 regulirane proteinom APC/C (engl.
anaphase-promoting complex/cyclosome). UoCeno je da mutanti uroCnjaka apc/c imaju
poviSenu razinu proteina DMS3, §to uzrokuje naruSavanje funkcionalnosti mehanizma RdADM
1 smanjeno navodenje Pol V. Prema tome, moze se pretpostaviti da narusena funkcionalnost
mehanizma RADM u liniji 0eDMS3 utjece na odgovor biljke na toplinski stres, smanjujuéi njenu
termotoleranciju, Sto se ocituje i u osjetljivosti fotosintetskih reakcija, odnosno parametru
Fy/Fm. Kao 1 u linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM, analizom biljaka s
promijenjenom ekspresijom gena DMS3 tretiranih u stadiju s osam listova (TS8L) nisam
primijetila znacajne razlike izmedu kontrolnih i tretiranih biljaka. Ovaj rezultat ide u prilog
hipotezi da tretman temperaturom od 40 °C tijekom Sest sati nije bio dovoljno jak da uzrokuje

znacajnije promjene parametra Fy/Fm u odraslih biljaka uro¢njaka.

Na temelju dobivenih rezultata mogu zakljuciti da su se opazene promjene parametra Fv/Fin u
linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM i1 DMS3 odnosile na tretman biljaka u ranijem

stadiju (TS2L), odnosno u oba stadija (TS2L+8L). Nasuprot tome, nisam uocila znacajnije
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promjene u vrijednostima parametra F./Fin nakon tretmana biljaka u stadiju s osam listova
(TS8L). Iako se u literaturi parametar Fy/Fm ¢esto navodi kao pouzdani pokazatelj u€inka stresa
na fotosintetsku uc¢inkovitost, u mom istrazivanju u¢inka toplinskog stresa na biljke uzgajane u
zemljanom supstratu nisu uocene znacajnije promjene u ovom parametru. Jedno moguce
objasnjenje je da stres nije bio dovoljno jak da izazove velike promjene u parametru Fy/Fn,.
Biljke su mozda uspjele aktivirati druge kompenzacijske mehanizme koji nisu utjecali na
fotosintetsku ucinkovitost, ali su se odrazili na rast. S druge strane, moguce je da bi dodatno
mjerenje drugih fotosintetskih parametara, koje koriStena platforma za fenotipizaciju ne
pokriva, pruzilo dublji uvid u u¢inak toplinskog stresa na fotosintezu. Primjerice, u istrazivanju
Gao i sur. (2020) fotosintetski parametri mjereni su u biljaka aklimatiziranih na uvjete tame, ali
i u biljaka aklimatiziranih na uvjete svjetlosti. Analizom je utvrdeno da se nakon izlaganja
biljaka toplinskom stresu najznacajnije promjene u fotosintetskim parametrima mogu opaziti
kod biljaka aklimatiziranih na uvjete svjetlosti, $to se razlikuje od mog istrazivanja, gdje su

mjereni samo parametri u biljaka aklimatiziranih na uvjete tame.

5.1.3. Klijavost sjemenki

Poznato je da stadij klijanja sjemenki u Zivotnom ciklusu biljaka predstavlja fazu koja je
posebno osjetljiva na djelovanje nepovoljnih temperaturnih uvjeta (Hasanuzzaman i sur. 2013,
Chen i sur. 2016, Hassan 1 sur. 2021). Brojni radovi takoder su dokazali da toplinski stres
tijekom reproduktivne faze biljaka znacajno umanjuje prinos i klijavost sjemenki (Aghamolki
i sur. 2014, Chen i sur. 2021, Cohen i sur. 2020). Pri tome je vazno napomenuti da posljedice
izlaganja povisenim temperaturama ovise o vrsti biljke, njenoj genskoj pozadini te trajanju i
jacini toplinskog tretmana. Ipak, manje je poznato kako toplinski tretman u razli¢itim
vegetativnim stadijima rasta i razvoja biljke utjece na prinos i klijavost sjemenki. Stoga sam u
sklopu ovog istrazivanja analizirala u¢inak genske pozadine i toplinskog stresa u razli¢itim
vegetativnim stadijima (TS2L, TS8L, TS2L+8L) na biomasu i klijavost sjemenki. Usporedba
biomase sjemenki linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM (oeBPMI, amiR-bpm) i
divljeg tipa ukazala je na vecu osjetljivost divljeg tipa na toplinski tretman u ranijem (TS2L) 1
kasnijem (TS8L) vegetativnom stadiju u odnosu na liniju oeBPM]. Istovremeno, nisam uocila
znacajne razlike u biomasi sjemenki usporedbom linije amiR-bpm s linijom oeBPM1, odnosno
divljim tipom, neovisno jesam li usporedivala sjemenke prikupljene od kontrolnih ili tretiranih

biljaka. Istrazivanje Chen i sur. (2013) pokazalo je da mutant sa smanjenom ekspresijom
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proteina WRI1, a koji sudjeluje u biosintezi masnih kiselina, ima zna¢ajno manju biomasu
sjemenki u usporedbi s divljim tipom. Intrigantno, isto istrazivanje utvrdilo je da postoji
interakcija izmedu proteina BPM 1 WRI1, gdje proteini BPM negativno reguliraju razine WRI1
putem ubikvitin-proteasomalnog puta, te mutant amiBPM s reduciranom ekspresijom svih Sest
gena BPM pokazuje povecanu biomasu sjemenki (Chen i sur. 2013). Medutim, takav rezultat
nije potvrden mojim istrazivanjem linije amiR-bpm. No, ne smije se zanemariti da u liniji
amiR-bpm nisu utiSani svi geni BPM. Naprotiv, ¢ak je zabiljeZena poviSena ekspresija gena
BPM3 u usporedbi s divljim tipom, §to bi moglo objasniti razlike u rezultatima dvaju
istrazivanja. Drugim rijecima, upravo bi protein BPM3 mogao imati ulogu u razvoju sjemenki
kroz interakciju s proteinom WRI1. Medutim, postavlja se pitanje kako to da je uocena veca
biomasa sjemenki prikupljenih od tretiranih biljaka linije oeBPM1 s obzirom na regulaciju
BPM-WR1? Budu¢i da nisam otkrila znacajnije razlike u biomasi sjemenki linija 0eDMS3 i
dms3-1, vrlo vjerojatno je rije¢ o regulaciji putem ubikvitin-proteasomalnog puta, a ne
mehanizma RdADM. No, sam mehanizam regulacije zasad nije poznat. Stovise, Chen i sur.
(2013) su istrazivali ucinak promijenjene ekspresije gena BPM na biomasu sjemenki
prikupljenih od netretiranih biljaka, dok sam ja u obzir uzela i analizu sjemenki prikupljenih od
tretiranih biljaka. Kako bih dobila detaljniji uvid u mehanizam regulacije biomase sjemenki
putem proteina BPM, posebno pod u¢inkom toplinskog stresa, bilo bi korisno istraziti u¢inak

promijenjene ekspresije gena BPM na koliinu i sastav masti i ulja u sjemenkama uro¢njaka.

Tijekom ovog istrazivanja, takoder sam analizirala kako toplinski tretman te genska pozadina
utjecu na klijanje sjemenki. U skladu s time, otkrila sam da sjemenke linije oeBPM1 prokliju u
kra¢em vremenskom periodu u usporedbi s linijom amiR-bpm, bez obzira potjecu li sjemenke
od kontrolnih ili tretiranih biljaka. Sli¢ni rezultati, koji ukazuju da linija oeBPM1 ima kra¢i i
brzi Zivotni ciklus, dobiveni su istrazivanjem Skiljaica i sur. (2020), a kojim je pokazano da
linija oeBPM1 ranije cvjeta u odnosu na divlji tip. Tijekom ovog istrazivanja primijetila sam da
sjemenke linije amiR-bpm, prikupljene od biljaka tretiranih u stadiju s osam listova (TS8L),
pokazuju smanjenu klijavost u usporedbi sa sjemenkama divljeg tipa, a osobito u usporedbi sa
sjemenkama linije oeBPM 1. Istrazivanje Vukovic¢ i sur. (neobjavljeni rezultati) pokazalo je da
sjemenke linije oeBPM1I prikupljene od biljaka izloZenih visokim temperaturama u stadiju
klijanaca imaju bolju klijavost u usporedbi sa sjemenkama divljeg tipa. Jagi¢ i sur. (2022)
predlozili su novu funkciju proteina BPM1, a rije€ je o regulaciji mehanizma RdDM neovisno
o ubikvitin-proteasomalnom putu. S obzirom da je istrazivanje Jagi¢ i sur. (2022) pokazalo da

protein BPM1 ima stimuliraju¢i uc¢inak na mehanizam RdDM, Vukovi¢ i sur. (neobjavljeni
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rezultati) predlozili su da prekomjerna ekspresija proteina BPM1 uslijed izlaganja biljaka
toplinskom stresu ima pozitivan ucinak na stabilnost genoma putem regulacije aktivnosti
pokretnih geneti¢kih elemenata, §to naposljetku rezultira boljom prilagodbom biljaka i
kvalitetnijim sjemenkama. Medutim, vazno je istaknuti da proteini BPM sudjeluju u regulaciji
razlicitih transkripcijskih faktora poput ATHB6, MYB56 te MY C2-4 koji takoder imaju ulogu
u razvoju i klijavosti sjemenki (Lechner i sur. 2011, Chen i sur. 2015, Gao i sur. 2016). Dakle,
nije nuzno da je pozitivan u¢inak prekomjerne ekspresije proteina BPM1 na biomasu i klijavost
sjemenki posljedica isklju¢ivo njegove uloge u mehanizmu RdDM, ve¢ je moguce da je tu
vazna i uloga ovog proteina u ubikvitin-proteasomalnom putu. Toj hipotezi u prilog ide analiza
klijavosti linija s promijenjenom ekspresijom gena DMS3, u kojih sam znacajnije promjene u
klijavosti sjemenki zamijetila samo prvog dana klijanja. Konkretno, sjemenke linije dms3-1/
prikupljene od biljaka tretiranih u oba razvojna stadija (TS2L+8L) pokazale su smanjenu

klijavost u usporedbi sa sjemenkama biljaka tretiranih samo u stadiju s dva lista (TS2L).

Na temelju analize biomase i klijavosti sjemenki mogu zakljuciti da ovo istrazivanje potvrduje
da proteini BPM imaju ulogu u regulaciji mehanizama ukljucenih u razvoj i klijavost sjemenki,
vjerojatno putem ubikvitin-proteasomalnog puta. Medutim, suprotno dosadasnjim rezultatima
(Chen i sur. 2013), moji rezultati ukazuju da prekomjerna ekspresija proteina BPM ne rezultira
nuzno manjom biomasom, posebno ukoliko su maj¢inske biljke bile izloZene toplinskom stresu,
ve¢ prekomjerna ekspresija moze djelovati pozitivno na razvoj sjemenki te ubrzati njihovo

klijanje.

5.2. Ucinak toplinskog stresa na klijance uzgajane in vitro

Ucinak toplinskog tretmana i genske pozadine na fizioloske, biokemijske i molekularne
parametre detaljno sam istrazila u klijancima linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM i
gena DMS3. Klijance sam analizirala u dvije vremenske tocke — odmah nakon toplinskog

tretmana (prva vremenska tocka) te nakon 24-satnog oporavka (druga vremenska tocka).

5.2.1. Fotosintetska uc¢inkovitost klijanaca

Kako bih istrazila u¢inak toplinskog tretmana i genske pozadine na u¢inkovitost fotosinteze u

stadiju klijanaca, izmjerila sam fluorescenciju klorofila @ primjenom JIP-testa. Analiza
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parametra F./Fi, pokazala je ve¢e promjene u odnosu na analizu istog parametra kod klijanaca
uzgajanih na zemljanom supstratu. lako su klijanci na zemljanom supstratu bili izlozeni vi$oj
temperaturi (40 °C) u usporedbi s klijancima uzgajanim in vitro (37 °C), veée razlike u
parametru F./Fn, zabiljeZzene su u klijanaca uzgojenih in vitro. Pri tome sam odmah nakon
toplinskog tretmana klijanaca s promijenjenom ekspresijom gena BPM (oeBPM1, amiR-bpm),
odnosno gena DMS3 (0eDMS3, dms3-1), primijetila znacajno smanjenje vrijednosti parametra
Fy/Fm. Iako promjena nije bila znacajna, i u divljem tipu sam opazila smanjenje parametra Fy/Fi,
nakon tretmana. Ove rezultate mogu objasniti razlike u sustavima uzgoja. Klijanci na
zemljanom supstratu rasli su i bili izloZeni poviSenoj temperaturi u uvjetima kontrolirane vlage
(60%), dok su klijanci u uvjetima in vitro rasli u uvjetima vece zasi¢enosti vlagom. Takvi su
uvjeti vjerojatno uzrokovali smanjenu moguénost transpiracije tijekom izlaganja poviSenoj
temperaturi, 1 posljedi¢no jaci ucinak toplinskog stresa. Istrazivanje provedeno na razli¢itim
kultivarima rajéice (Solanum lycopersicum L.) izlozenih toplinskom stresu pokazalo je da biljke
uspjesnije rastu u uvjetima nizeg udjela vlage u zraku, nego u uvjetima viSeg udjela vlage
(Ayenan i sur. 2022), jer u uvjetima visoke vlaznosti transpiracija moze biti ogranicena, §to

moze utjecati na hladenje biljaka tijekom toplinskog stresa.

Osim parametra Fy/Fn, istraZivanja ¢esto isticu i parametar Plags, dobiven primjenom JIP-testa,
kao pouzdani pokazatelj utjecaja stresa na biljke (Strasser i sur. 2000, Chen i Cheng 2009, Zushi
1 sur. 2012, Jagerbrand i Kudo 2016). Rije¢ je o parametru koji predstavlja kvantitativou
procjenu vitalnosti biljaka na temelju njihove fotosintetske aktivnosti, odnosno opisuje kako se
apsorbirana energija koristi u svjetlosnim reakcijama fotosinteze (Strasser i sur. 2000, Zivéak i
sur. 2008). Odmah nakon izlaganja klijanaca poviSenoj temperaturi, zabiljezene su znacajno
nize vrijednosti parametra Plags u dvije linije —oeBPM1 i dms3-1, u usporedbi s odgovaraju¢im
kontrolama. Obje linije imale su i znacajno nize vrijednosti parametra Fy/Fn, odmah nakon
tretmana. Takvi rezultati sugeriraju da su fotosintetski procesi u linijama oeBPM1 i dms3-1
potvrduje istrazivanje provedeno na nekoliko razliCitih varijeteta divljeg jecma (Hordeum
spontaneum L.), a koje je pokazalo da varijeteti koji su osjetljivi na poviSene temperature imaju
nakon izlaganja toplinskom stresu znacajno nize vrijednosti parametara Fy/Fi 1 PIaps u odnosu

na tolerantnije varijetete (Jedmowski i Briiggemann 2015).

Kako bih detaljnije istrazila ucinak toplinskog stresa na fotosintetsku ucinkovitost, posebno u
linijama oeBPM|1 1 dms3-1, analizirala sam Cetiri glavna toka energije u fotosintetskom aparatu

koji opisuju parametar Plas. Rije¢ je o apsorpciji svjetlosti (fotona) po aktivnom RC
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(ABS/RC), protoku uhvaéenih fotona po aktivnom RC (TR¢/RC), prijenosu elektrona po
aktivnom RC (ET¢/RC) te rasipanju energije po aktivnom RC (DIo/RC). Prema istrazivanju
Strasser i sur. (2000), u biljaka izloZzenih povisenim temperaturama dolazi do porasta vrijednosti
ABS/RC i DIo/RC zbog smanjenja gustoce aktivnih centara (RC/CS,). U obje linije, oeBPM1 i
dms3-1, odmah nakon izlaganja toplinskom stresu zabiljezen je porast vrijednosti ABS/RC i
DIo/RC. Medutim, znac¢ajno smanjenje parametra RC/CS, uoceno je samo u liniji dms3-1. Stoga
se postavlja pitanje zasto je u liniji oeBPM1 primije¢eno smanjenje fotosintetske ucinkovitosti,
ali nije zabiljeZeno znacajno smanjenje parametra RC/CS,. Jedan od mogu¢ih uzroka smanjenja
fotosintetske ucinkovitosti u liniji oeBPMI mogao bi biti smanjeni sadrzaj klorofilaa i
karotenoida izmjeren nakon izlaganja klijanaca toplinskom stresu. Naime, istrazivanje
provedeno na razli¢itim kultivarima biljke lucerna (Medicago sativa L.) pokazalo je da se
uslijed djelovanja poviSenih temperatura u tretiranim biljkama smanjuje sadrzaj klorofila a te
(Wassie i sur. 2019). Drugim rije¢ima, u liniji oeBPM1 je nakon toplinskog stresa doslo do
smanjenja sadrzaja klorofila a, §to je vjerojatno rezultiralo smanjenjem ukupnog broja RC.
Unatoc¢ tome, omjer aktivnih i neaktivnih centara, koji se mjeri parametrom RC/CS,, mogao bi
ostati nepromijenjen u tretiranim i kontrolnim klijancima, zbog Cega bi izostala promjena
parametra RC/CS,. Ipak, zbog smanjenja ukupnog broja RC, uslijed smanjenja sadrzaja
klorofila a u tertiranim klijancima, doslo je do pada fotosintetske u¢inkovitosti. Kako je tijekom
ovog istrazivanja, linija amiR-bpm, koja ima smanjenu ekspresiju gena BPMI, 4,516,
pokazala manje oscilacija u fotosintetskom odgovoru na toplinski stres, mogu pretpostaviti da
prekomjerna ekspresija gena BPM1 u liniji oeBPM1 uzrokuje vecu osjetljivost fotosintetskog
aparata na toplinski stres. Ova hipoteza u skladu je s istrazivanjem provedenim na liniji sa
smanjenom ekspresijom svih Sest gena BPM, amiBPM (Morimoto i sur. 2017), gdje je nakon
izlaganja klijanaca linije amiBPM 1 divljeg tipa jakom toplinskom stresu (43 °C, 45 min),
utvrdeno da linija amiBPM ima vecu stopu prezivljavanja te vec¢i sadrzaj ukupnih klorofila u
odnosu na divlji tip. Prema teoriji autora, proteini BPM, posebno BPM2, negativno reguliraju
odgovor biljaka na toplinski stres putem regulacije razine proteina DREB2A u stanici. Protein
DREBZ2A jedan je od klju¢nih transkripcijskih faktora koji sudjeluje u aktivaciji velikog broja
gena potrebnih za odgovor biljke na toplinski stres te uslijed djelovanja poviSene temperature
dolazi do njegove pojacane indukcije. Medutim, zbog preraspodjele stanicne energije uslijed
pojacane indukcije proteina DREB2A 1 aktivacije velikog broja gena ¢esto dolazi do inhibicije
rasta i razvoja biljke. Kako bi se to ublazilo, odnosno, kako u uvjetima stresa ne bi doslo do

potpune inhibicije rasta, potrebna je precizna regulacija razine proteina DREB2A u stanici
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(Mizoi i sur. 2019). U ovom istrazivanju koristila sam liniju amiR-bpm koja ima utiSane gene
BPM1, 4,516 te je analiza ekspresije gena BPM pokazala poja¢anu ekspresiju gena BPM?2
odmah nakon izlaganja klijjanaca poviSenoj temperaturi. Poja¢ana ekspresija gena BPM?2
zabiljezena je i1 u tretiranim klijancima divljeg tipa. Unato¢ poviSenoj razini gena BPM2,
klijanci linije amiR-bpm 1 divljeg tipa pokazali su bolju fotosintetsku u¢inkovitost u usporedbi
s linijom oeBPM]. Prilikom analize ovih rezultata u obzir treba uzeti da su proteini BPMI i1
BPM2 najblizi homolozi medu proteinima BPM (Jurani¢ i Dresselhaus 2014) te da je u liniji
oeBPM]1 ekspresija gena BPM1 puno veca nego ekspresija gena BPM?2 u liniji amiR-bpm 1
divljem tipu. Tijekom ovog istrazivanja, klijanci su bili izloZeni temperaturi od 37 °C $§to za
urocnjak predstavlja umjereni stres. S obzirom da prilikom djelovanja umjerenog stresa biljka
ne treba koristiti strategiju ,,sve ili nista*, moguce je da je blago pojacana ekspresija gena BPM?2
u liniji amiR-bpm i divljem tipu djelovala kao precizna regulacija stani¢ne razine proteina
DREB2A kako ne bi doslo do snazne aktivacije odgovora na stres. Takva precizna regulacija
moze u konacnici rezultirati boljom preraspodjelom stani¢ne energije te boljom fotosintetskom
ucinkovito$cu linije amiR-bpm 1 divljeg tipa. Ovu hipotezu dodatno potkrjepljuje analiza biljaka
uzgajanih na zemljanom supstratu. Naime, biljke linije oeBPM1 izlozene temperaturi od 40 °C
u stadiju s dva lista (TS2L) pokazale su vec¢u inhibiciju rasta rozete tijekom razvoja u odnosu
na biljke linije amiR-bpm i divljeg tipa te smanjenu fotosintetsku u¢inkovitost, $to je u skladu
s istrazivanjima koja sugeriraju da smanjena stopa fotosinteze tijekom ranijeg razvoja cesto
dovodi do smanjenja stope rasta tijekom kasnijeg razvoja (Laing i sur. 1995, Chen i sur. 2005,

Gao i sur. 2020, Khanna i sur. 2021).

Nakon oporavka na temperaturi uzgoja, nisu primije¢ene znacajnije promjene u fotosintetskom
odgovoru izmedu kontrolnih i tretiranih klijanaca s promijenjenom ekspresijom gena BPM.
Razlike nisu uocene niti u linije s prekomjernom ekspresijom gena DMS3. Takvi rezultati u
skladu su s tvrdnjom da izlaganje temperaturi od 37 °C za uroc¢njak predstavlja umjereni stres
koji uzrokuje blage promjene u metabolizmu. Takve su promjene brze i prolazne, Cesto bez
dugorocnih strukturalnih promjena. Medutim, linija s naruSenim mehanizmom RdDM (dms3-1)
pokazala je smanjenu fotosintetsku ucinkovitost tretiranih klijanaca i nakon oporavka. Ovaj
rezultat sugerira da je rije¢ o liniji koja pokazuje vecu osjetljivost fotosintetskog aparata na
toplinski stres. Istrazivanje provedeno na kultivarima graha (Phaseolus vulgaris L.) pokazalo
je da se s obzirom na fotosintetski odgovor biljaka na poviSenu temperaturu, kultivari graha
mogu podijeliti u nekoliko grupa (Stefanov i sur. 2011). Kultivari svrstani u ,,tolerantnu grupu

nisu pokazali znacajnije varijacije u fotosintetskom odgovoru nakon izlaganja toplinskom
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stresu. Kultivari koji su bili djelomi¢no tolerantni na poviSenu temperaturu, pokazali su
varijacije u fotosintetskom odgovoru odmah nakon stresa. Medutim, nakon oporavka na
temperaturi uzgoja, ponovno je doSlo do uspostavljanja ravnoteze u stopi fotosinteze.
Naposljetku, kultivari u kojih se nakon oporavka stopa fotosinteze nije vratila na kontrolne
vrijednosti, poput linije dms3-1 u mojem pokusu, svrstani su u grupu kultivara osjetljivih na
toplinski stres. Jedan od razloga osjetljivosti fotosintetskog aparata linije dms3-1 na toplinski
stres mogao bi biti nefunkcionalan protein DMS3. Njegova nefunkcionalnost dovodi do
narusavanja ucinkovitosti mehanizma RdDM 1 smanjenja metilacije genoma, rezultirajuci
smanjenom termotolerancijom biljke. Naime, istraZivanje provedeno na mutantima uro¢njaka
s utiSanim komponentama mehanizma RdADM pokazalo je da mutant s naruSenim genom
NRPD2, koji kodira drugu najvecu podjedinicu proteina Pol IV i Pol V, pokazuje nizu stopu
prezivljavanja, odnosno vec¢u osjetljivost na toplinski stres nakon izlaganja temperaturi od
42 °C tijekom 24 sata u usporedbi s divljim tipom (Popova i sur. 2013). Takoder, biljke duhana
(Nicotiana benthamiana Domin) s narusenim mehanizmom RdDM pokazuju vecu osjetljivost
1 izrazitija stani¢na oSte¢enja nakon infekcije virusom TYLCCNV/TYLCCNB (engl. tomato
vellow leaf curl China virus associated with a betasatellite) u odnosu na biljke s funkcionalnim

mehanizmom RADM (Zhong i sur. 2017).

Zanimljivo, usporedba kontrolnih biljaka razli¢itih genskih pozadina, pokazala je da se linije s
promijenjenom ekspresijom gena BPM razlikuju u sadrZaju pigmenata. Pri tome je linija
oeBPM]I imala bazi¢no veci sadrzaj klorofila a i karotenoida u odnosu na liniju amiR-bpm.
Posebno je zanimljiva usporedba ovog rezultata s istrazivanjem Havaux i Tardy (1999). Naime,
spomenuto istrazivanje pokazalo je da varijetet jema (Hordeum vulgare L.) otporan na
svjetlosni 1/ili toplinski stres ima smanjen bazi¢ni sadrzaj ukupnih klorofila i karotenoida u
smanjuje apsorpcijski kapacitet listova, i na taj nacin, u uvjetima svjetlosnog i/ili toplinskog
stresa smanjuje negativan ucinak povecanog intenziteta svjetlosti, odnosno temperature na
fotosintetski aparat. Ti rezultati dodatno idu u prilog hipotezi da prekomjerna ekspresija gena
BPM]1 u liniji oeBPM1 uzrokuje vecu osjetljivost fotosintetskog aparata na toplinski stres.
Unato¢ tome $to linija oeBPM1 pokazuje vecu osjetljivost fotosintetskih procesa na toplinski
stres u usporedbi s linjjom amiR-bpm 1 divljim tipom, to ne implicira nuzno da je ova linija
podloznija stresu. Veca osjetljivost fotosinteze na toplinski stres mozda predstavlja adaptivnu
strategiju. Naime, smanjenjem sadrzaja pigmenata i/ili redukcijom stope fotosinteze u uvjetima

poviSenih temperatura, linija oeBPMI mogla bi ograni€iti prekomjerni porast koncentracije
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ROS-ova u stanici, ¢ime bi se smanjio rizik od oStecenja uzrokovanih oksidacijskim stresom.
Iako sam i u tretiranih klijanaca linije dms3-1 zabiljezila smanjenje stope fotosinteze odmah
nakon izlaganja stresu, moguce je da smanjenje fotosinteze u ovom slucaju ne predstavlja
adaptivnu strategiju na toplinski stres. Naime, u tretiranih klijanaca linije oeBPM1 je nakon 24
sata doSlo do vracanja stope fotosinteze na kontrolne vrijednosti, dok je u istih klijanaca linije
dms3-1 stopa fotosinteze i dalje bila naruSena, impliciraju¢i da je doSlo do dugoroc¢nijih
promjena, odnosno narusavanja strukture i funkcije fotosintetskog aparata.

Sekundarne reakcije fotosinteze takoder pokazuju osjetljivost na poviSene temperature,
ponajvise zbog ucinka na funkcionalnost i koli¢inu enzima RuBisCO (Spreitzer i Salvucci
2002, Sage i sur. 2008, Perdomo 1 sur. 2017). Stoga sam tijekom ovog istrazivanja analizirala
ekspresiju velike podjedinice enzima RuBisCO (rbcL) u tretiranim i1 kontrolnim klijancima
linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM i DMS3 te divljem tipu. Znacajnije promjene u
ekspresiji proteina rbcL primijetila sam u linijama s promijenjenom ekspresijom gena DMS3,
ali ne 1 u linijama s promijenjenom ekspresijom gena BPM. Tretirani klijanci linije oeDMS3
imali su smanjenu razinu proteina rbcL u usporedbi s kontrolom, te je razina proteina bila slicna
smanjenoj bazi¢noj razini proteina rbcL u liniji dms3-1. Ovo ukazuje na ranije spomenutu
moguénost da prekomjerna ekspresija gena DMS3 moze narusiti funkcionalnost mehanizma
RdADM. Manja bazi¢na koli¢ina proteina rbcL, koju sam uocila u liniji dms3-1, mogla bi biti
jedan od uzroka smanjenog prirasta ove linije u odnosu na liniju 0eDMS3 1 divlji tip. Naime,
smanjenje koli¢ine enzima RuBisCO moze ograniciti sposobnost u¢inkovite fiksacije COz, §to
moze smanjiti ukupni kapacitet za proizvodnju Secera te u konacnici ograniciti brzinu rasta i

razvoja biljke (Sharma i sur. 2020).

Na temelju spomenutih rezultata mogu zakljuciti da su linije oeBPM1 1 dms3-1 pokazale vecu
osjetljivost fotosintetskog aparata na toplinski stres. Medutim, u liniji oeBPMI je nakon
oporavka doslo do ponovnog uspostavljanja ravnoteze u procesu fotosinteze, dok je linija

dms3-1 imala smanjenu fotosintetsku uc¢inkovitost i nakon oporavka.

5.2.2. Oksidacijski stres i antioksidacijski odgovor

Uslijed izlozenosti povisenim temperaturama, biljne stanice ¢esto se suoc¢avaju sa sekundarnim
stresom, poznatim kao oksidacijski stres. Ovaj oblik stresa proizlazi iz poja¢ane produkcije
ROS-ova zbog narusene stani¢ne redoks-ravnoteze (Qu i sur. 2013, Kumar i Wani 2020). Jedan

od istrazivanijih ROS-ova je H202, relativno stabilna i umjereno reaktivna molekula koja ima
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dvojaku ulogu u stanici — djeluje kao signalna molekula, ali istovremeno moze uzrokovati
oksidacijski stres (Volkov i sur. 2006, Sharma i sur. 2012, Ohama i sur. 2017). U okviru ovog
istrazivanja, u tretiranim klijancima linije amiR-bpm 1 divljeg tipa zabiljezila sam znacajno
manju koli¢inu H>O, odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi. Istrazivanje na klijancima
pSenice (Triticum aestivum L.) pokazalo je da do znacajnijeg porasta koncentracije H>O> dolazi
na viSim temperaturama (iznad 40 °C), dok umjereni stres (oko 35 °C) ne uzrokuje porast
koncentracije u stanici (Kumar i sur. 2012). Takoder, dokazano je da biljke mogu suzbiti
prekomjerni porast koncentracije 1 moguce toksiéne uclinke ROS-ova aktivacijom
antioksidacijskih enzima (Mittler 2002, Zhou i sur. 2019). Uistinu, u tretiranim klijancima linije
amiR-bpm 1 divljeg tipa odmah nakon izlaganja stresu zabiljeZzena je pojacana aktivnost
antioksidacijskih enzima ukljucenih u razgradnju H>O, — gvajakol peroksidaze (G-POD),
askorbat peroksidaze (APX) i katalaze (CAT). Drugim rije¢ima, temperatura od 37 °C
predstavlja umjereni stres za klijance uro¢njaka koji moze biti prevladan pojacanom aktivnoséu
antioksidacijskih enzima. Ovu hipotezu dodatno potvrduju rezultati stupnja lipidne
peroksidacije, parametra koji se koristi kao pokazatelj oSteéenja stanicnih membrana
uzrokovanih ROS-ovima (Larkindale i Knight 2002). Naime, u linijjama s promijenjenom
ekspresijom gena BPM nisam zabiljezila znacajne promjene u stupnju lipidne peroksidacije

nakon izlaganja klijanaca poviSenoj temperaturi.

Zanimljivo, u tretiranim klijancima linije oeBPMI nije uocena niti znacajna promjena u
sadrzaju H>O; niti u aktivnosti enzima G-POD, APX, CAT i SOD sugeriraju¢i da nije doslo do
pojave oksidacijskog stresa nakon izlaganja poviSenoj temperaturi. Navedeno se moze povezati
s ulogom proteina BPM u ubikvitin-proteasomalnom putu gdje spomenuti proteini sluze kao
specifi¢ni adaptori ligaza E3 baziranih na CUL3 (Chen i sur. 2013, Bauer i sur. 2019, Ban i
Estelle 2021). Naime, biljke uro¢njaka s prekomjernom ekspresijom gena PPRT1 (engl. protein
with the RING domain and Tmemb_ 1854 1), koji kodira istoimenu ligazu E3, nakon izlaganja
poviSenoj temperaturi od 45 °C tri sata pokazuju nizi sadrzaj H»O: 1 stupanj lipidne
peroksidacije te vecu stopu prezivljavanja u odnosu na biljke s utiSanim genom (Liu 1 sur.
2020). Autori su pokazali da zbog prekomjerne ekspresije gena PPRTI uslijed djelovanja
toplinskog stresa dolazi do indukcije ekspresije gena ukljucenih u odgovor na stres — ZAT12
(engl. responsive to high light 41), HSP21 (engl. heat shock protein 21) 1 HSFA7a (engl. heat
stress transcription factor A-7a). Indukcija njihove ekspresije u kona¢nici dovodi do pozitivnog
odgovora na stres i pojacane termotolerancije. Iako sam u svojem istrazivanju pokazala da

dolazi do smanjenja ekspresije gena BPMI-GFP nakon izlaganja klijanaca linije oeBPM1
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toplinskom stresu, bazi¢ne razine transgena u liniji oeBPM1 su i dalje bile puno viSe u odnosu
na nativne gene BPM u divljem tipu i liniji amiR-bpm. Stovise, Skiljaica i sur. (2020) pokazali
su da se protein BPM1 akumulira uslijed izlaganja klijanaca temperaturi od 37 °C. Takoder,
pojacana akumulacija proteina BPM1 dovodi do smanjene ekspresije gena HSFA3, koji je
reguliran proteinom DREB2A. Protein HSFA3 ukljucen je u regulaciju razli¢itih gena
induciranih oksidacijskim stresom, poput gena APX2 (engl. L-ascorbate peroxidase 2) koji
kodira antioksidacijski enzim APX (Hwang i sur. 2012). Uzevsi u obzir ove spoznaje, moguce
je da u liniji oeBPMI nakon izlaganja umjereno poviSenoj temperaturi nije doSlo do
prekomjerne akumulacije proteina DREB2A zbog mehanizma regulacije BPM-DREB2A te je
izostala snazna aktivacija gena i proteina ukljucenih u odgovor na stres. Istovremeno, postojeci
antioksidacijski sustav bio je dovoljno snazan da prilikom djelovanja umjerenog stresa osigura
redoks-ravnotezu u stanici. Ovu teoriju dodatno potkrjepljuje izmjerena razina stupnja lipidne
peroksidacije, pokazatelja oksidacijskog stresa, a koja se nije promijenila nakon izlaganja
klijanaca linije oeBPM1 poviSenoj temperaturi. No, takoder je moguce da je izostanak promjene
u sadrzaju H>O; 1 aktivnosti antioksidacijskih enzima dio adaptivne strategije linije oeBPM1 na
toplinski stres. Ranije sam spomenula da sam u ovoj liniji opazila smanjenu stopu fotosinteze
odmah nakon izlaganja klijanaca poviSenoj temperaturi te da se stopa fotosinteze vratila na
kontrolne razine nakon 24 sata. Drugim rije¢ima, moguce je da smanjenjem stope fotosinteze,
ova linija regulira stani¢nu redoks-ravnotezu za vrijeme nepovoljnih uvjeta, ¢ime se ograni¢ava
prekomjerni porast koncentracije ROS-ova u stanici te posljedi¢no, izostaje poviSena aktivnost
antioksidacijskih enzima. Prestankom djelovanja nepovoljnih uvjeta, smanjuje se moguénost

prekomjernog porasta koncentracije ROS-ova te se stopa fotosinteze vraca na kontrolne razine.

Tijekom ovog istrazivanja, u linija s promijenjenom ekspresijom gena BPM nije zabiljezena
znacajnija promjena aktivnosti enzima SOD odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi, niti
nakon oporavka. Enzim SOD doprinosi nastanku H>O» jer katalizira dismutaciju dvije molekule
0" u jednu molekulu H>O; i jednu molekulu kisika. Izostanak promjene aktivnosti enzima
SOD nakon toplinskog tretmana u skladu je sa sadrzajem H20O2, ¢ije razine su bile smanjene ili
cak nepromijenjene nakon tretmana klijanaca. Istrazivanje Ji i sur. (2021) takoder nije
zabiljezilo znacCajnije promjene aktivnosti enzima SOD nakon izlaganja biljaka ceSnjaka
(Allium sativum L.) temperaturi od 35 °C tijekom nekoliko sati. Medutim, pojacana aktivnost
enzima primijecena je nakon izlaganja biljaka temperaturi od 45 °C, zbog cega su autori

zakljucili da temperatura od 35 °C ne predstavlja snazan stres za biljke ¢eSnjaka. Zajedno, ovi
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rezultati potvrduju prethodno spomenutu hipotezu da izlaganje klijanaca temperaturi od 37 °C

predstavlja blagi do umjereni stres za klijance uro¢njaka.

.....

odgovor na toplinski stres u usporedbi s divljim tipom. Namece se misao zasto su linija sa
smanjenom ekspresijom gena BPM i linija s prekomjernom ekspresijom gena BPM1 pokazale
druge mehanizme, poput mehanizma RADM (Jagi¢ i sur. 2022), koji nisu dio ubikvitin-
proteasomalnog puta, a omogucuju biljci reakcije na stres koje su po nekim detaljima drugacije
od reakcija u divljeg tipa. Prethodno spomenuta istrazivanja (Popova i sur. 2013, Zhong i sur.
2017) pokazala su da su biljke s naruSenim mehanizmom RdDM osjetljivije na stres,
odredenih komponenti mehanizma RdDM dovodi do vece tolerancije razli¢itih stresnih
¢imbenika. Naime, klijanci kultivara topole (Populus deltoides x Populus euramericana
,Nanlin895*) s prekomjernom ekspresijom gena RDMI pokazuju uspjeSniju regeneraciju
korijena u usporedbi s klijancima divljeg tipa nakon izlaganja solnom stresu (Movahedi i sur.
2018). Drugim rijec¢ima, moji rezultati sugeriraju da ovisno o razini proteina BPM u stanici,
biljka moze koristiti razliite strategije odgovora na toplinski stres. S jedne strane, u uvjetima
smanjene razine proteina BPM (linija amiR-bpm) moze do¢i do pojacane akumulacije proteina
DREBZ2A i indukcije ekspresije razlic¢itih gena, reguliranih tim transkripcijskim faktorom, koji
¢e pomo¢i biljci u uvjetima stresa. No, isto tako je moguce da u uvjetima prekomjerne razine
proteina BPM (linija oeBPM1) akumulacija DREB2A bude smanjena, ali se ekspresija gena
ukljucenih u odgovor na stres kontrolira na epigeneti¢koj razini, odnosno putem mehanizma

RdDM.

Temperatura od 37 °C nije izazvala oksidacijska oStecenja niti u linijjama s promijenjenom
ekspresijom gena DMS3, ¢emu u prilog idu smanjeni sadrzaj H>O: 1 stupanj lipidne
peroksidacije te povecana aktivnost antioksidacijskih enzima u tretiranim klijancima. Medutim,
multivarijatna analiza pokazala je da postoji razlika u dinamici aktivnosti antioksidacijskih
enzima s obzirom na gensku pozadinu (oeDMS31, dms3-1, divlji tip) sugeriraju¢i moguénost
da je metilacija ukljucena u regulaciju antioksidacijskog sustava. U nekoliko radova autori su
predlozili da pojaana akumulacija ROS-ova u stanici dovodi do smanjenja globalne metilacije
1 stimulacije odgovora biljke na stres (Choi i Sano 2007, Ou i sur. 2015, Berglund i sur. 2017,
Ramakrishnan i sur. 2022). Primjerice, izlaganje klijanaca kukuruza (Zea mays L.) poviSenom

salinitetu dovodi do metilacije 1 utiSavanja ekspresije gena PP2C (engl. protein
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phosphatase 2C), negativnog regulatora u odgovoru na stres. Istovremeno, dolazi do
demetilacije 1 pojacane ekspresije gena GST (engl. glutathione S-transferase), koji se smatra

pozitivnim regulatorom odgovora na stres i dio je antioksidacijskog sustava (Tan 2010).

Poznato je da se epigenetiCka regulacija ekspresije gena odvija putem mehanizma RdDM, u
kojem vaznu ulogu ima protein DMS3 (Zhang i sur. 2018, Erdmann i Picard 2020). Dosadasnja
istrazivanja sugeriraju da oksidacijski stres moze inhibirati aktivnost mehanizma RdDM te
potaknuti pojacanu aktivnost antioksidacijskog sustava (Seta i sur. 2017, Charbonnel i sur.
2017). Medutim, zanimljivo je primijetiti da je u usporedbi s divljim tipom, koji je pokazao
pojacanu aktivnost enzima APX i CAT nakon izlaganja poviSenoj temperaturi, linija 0e DMS3
imala pojacanu aktivnost enzima G-POD, APX i1 SOD, dok je linija dms3-1 imala pojacanu
aktivnost samo enzima CAT. Sli¢ni rezultati dobiveni su u istrazivanju Chan i sur. (2016), u
sklopu kojeg su autori istrazivali toleranciju hladno¢e u mutanata uro¢njaka s promijenjenim
mehanizmom RADM. Rezultati su pokazali da mutanti u usporedbi s divljim tipom imaju
smanjenu aktivnost antioksidacijskih enzima nakon izlaganja snizenim temperaturama. To je u
skladu s mojim rezultatima gdje je zabiljeZzena smanjena aktivnost vecine antioksidacijskih
enzima nakon izlaganja klijanaca linije dms3-1 poviSenoj temperaturi. Istrazivanje Rizhsky 1
sur. (2002) otkrilo je da su biljke duhana s djelomi¢no narusenom aktivnoséu enzima APX i/ili
CAT osjetljivije od biljaka divljeg tipa te pokazuju veée smanjenje stope fotosinteze nakon
izlaganja abiotickom stresu. Stoga se u svjetlu mojih rezultata moze zakljuciti da linija dms3-1
pokazuje vecu osjetljivost na toplinski stres u odnosu na druge istrazivane linije. No, pomalo je
kontradiktorno da uslijed oksidacijskog stresa dolazi do smanjenja aktivnosti mehanizma
RdDM i povecane aktivnosti antioksidacijskog sustava, dok istovremeno, linije s narusenim
mehanizmom RdDM pokazuju djelomic¢nu aktivaciju antioksidacijskog sustava. Ove spoznaje
sugeriraju da je za odgovor biljke na stres kljucno pravilno funkcioniranje mehanizma RdADM.
To je i potvrdeno istrazivanjem iz 2013. godine (Popova i sur. 2013) u kojem je dokazano da je
mehanizam RdDM nuzan za bazalnu termotoleranciju u uro¢njaka. Autori su pokazali da biljke
s naruSenim mehanizmom RdDM imaju smanjenu stopu prezivljavanja nakon izlaganja
povisenoj temperaturi u odnosu na divlji tip. Takoder, dokazali su da je narusena ekspresija
gena u biljaka koje imaju mutiran mehanizam RdDM, pozitivno korelirana s naruSenom
epigenetskom regulacijom susjednih transpozona. Drugim rije€ima, zbog nefunkcionalnog
mehanizma RADM dolazi do smanjene regulacije aktivnosti transpozona §to uzrokuje njihovu

pojacanu aktivnost i dovodi do naruSavanja ekspresije gena, izmedu ostalog i gena koji su
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kljuéni u odgovoru biljke na stres. Konac¢ni rezultat je smanjena tolerancija biljke na nepovoljne

okoli$ne uvjete, ukljucujudi i toplinski stres.

Posljednjih godina razli€ita istraZivanja dokazala su da prilikom izlaganja biljaka promjenjivim
okoli$nim ¢imbenicima dolazi do pojacane stope sinteze prolina, pritom ukazujuéi na ulogu
prolina u osmoregulaciji, neutralizaciji slobodnih radikala, stabilizaciji proteina te odrzavanju
redoks-ravnoteze i pH vrijednosti u stanici (Ozden i sur. 2009, Gill i sur. 2013, Li i sur. 2018).
Medutim, u sklopu ovog istrazivanja vecina tretiranih klijanaca (oeBPM1, 0eDMS3, dm3-1,
divlji tip) pokazala je smanjen sadrzaj prolina odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi.
Sli¢ni rezultati primijeceni su u istrazivanju Giir i sur. (2010) te u istrazivanju Kumar 1 sur.
(2012), nakon sto su biljke pamuka (Gossypium hirsutum L.), odnosno pSenice (Triticum
aestivum L.), bile izloZene razli¢itim toplinskim tretmanima. Rizhsky i sur. (2004) proveli su
istrazivanje u kojem su klijance uro¢njaka uzgajali na podlogama s razli¢itim koncentracijama
prolina te ih potom izlagali poviSenoj temperaturi. Rezultati su pokazali da s porastom
koncentracije prolina dolazi do pojacane inhibicije rasta korijena i izdanka uslijed izlaganja
klijanaca toplinskom stresu. Drugim rije¢ima, ovi rezultati sugeriraju da pojacana koli¢ina
prolina moZze imati Stetan ucinak na biljke tijekom toplinskog stresa. Ovu hipotezu potvrdilo je
istrazivanje Lv i sur. (2011) koje je bilo usmjereno na ucinak toplinskog stresa na transgenic¢nu
linijju uro¢njaka s prekomjernom ekspresijom gena P5CSI (engl. deltal-pyrroline-5-
carboxylate synthase). Budu¢i da je protein PSCS1 dio biosintetskog puta prolina, spomenuta
linijja akumulira viSe prolina u usporedbi s divljim tipom. Nakon izlaganja povisenoj
temperaturi, linija s prekomjernom ekspresijom gena P5CS/ ima nizi udio klorofila i stopu
prezivljavanja, te visi stupanj lipidne peroksidacije i aktivnost antioksidacijskih enzima u
usporedbi s divljim tipom, potvrdujuéi da povecani udio prolina u tkivu dovodi do smanjene
termotolerancije biljke. Stoga nije neobicno da je smanjena akumulacija prolina u odgovoru na
toplinski stres zamije¢ena i u mojem istrazivanju.

Istrazivanje Lv i sur. (2011) posebno je zanimljivo ako ga povezemo s usporedbom genskih
pozadina, pri ¢emu je linija oeBPM1 opcenito imala niZi sadrzaj prolina u usporedbi s linijjom
amiR-bpm. Nizi sadrzaj prolina u liniji oeBPM takoder je zabiljeZen u istrazivanju Vitko i sur.
(2022), u kojem je interakcija BPM1-DREB2A predloZena kao regulatorni mehanizam stani¢ne
razine prolina. Naime, prema bazi podataka KEGG (engl. Kyoto encyclopedia of genes and
genomes), protein DREB2A ukljucen je u metabolizam prolina negativnom regulacijom prolin
dehidrogenaze i prolil 4-hidroksilaze, enzima uklju¢enih u katabolizam prolina. To je potvrdilo

istrazivanje Xiu i sur. (2016), u kojem su biljke bagrema (Robinia pseudoacacia L.) s
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prekomjernom ekspresijom gena DREB2A izlozene susi, te je analiza pokazala vise razine
prolina u odnosu na divlji tip. Takoder, ovdje je vazno ponovno istaknuti istrazivanje Skiljaica
i sur. (2020) koje je pokazalo da linija oeBPM1 ima sniZzenu ekspresiju gena HSFA3, direktno
reguliranog proteinom DREB2A, sugeriraju¢i da su i razine proteina DREB2A sniZene.
Moguce je da prekomjerna ekspresija proteina BPM1 dovodi do smanjenja razine proteina
DREB2A u stanici, §to rezultira pove¢anom stopom katabolizma prolina i dovodi do nizeg
sadrzaja prolina u liniji oeBPMI. U prilog toj hipotezi ide usporedba sadrzaja prolina i
ekspresije gena BPM u linijjama oeBPMI i amiR-bpm te divljem tipu. Linija oeBPMI s
prekomjernom ekspresijom gena BPMI imala je bazi¢no nizi sadrzaj prolina, dok je linija
amiR-bpm sa smanjenom ekspresijom gena BPM1, 4, 5 i 6 imala bazi¢no visi sadrzaj prolina.
Medutim, vazno je istaknuti da je divlji tip takoder imao bazi¢no niZi sadrzaj prolina u odnosu
na liniju amiR-bpm, ali blago visi sadrzaj u odnosu na liniju oeBPM]I. To sugerira da su i drugi

proteini BPM ukljuceni u regulaciju stani¢ne razine prolina, ne nuzno samo protein BPM1.

Zanimljivo je istaknuti da je linija amiR-bpm imala bazi¢no viSe razine H>O, prolina i stupnja
lipidne peroksidacije. Unato¢ tome, to nije uzrokovalo slabiji rast u kontrolnim uvjetima niti je
dovelo do smanjenog odgovora na toplinski stres u usporedbi s linijom oeBPM1 i divljim tipom.
Poviseni stupanj lipidne peroksidacije, odnosno pokazatelj oSte¢enja stani¢nih membrana
uzrokovanih ROS-ovima, vjerojatno je rezultat poviSene koncentracije H>O» (Larkindale i
Knight 2002, Zhou i sur. 2019). S obzirom na to da je redoks-ravnoteza u stanici kontrolirana
aktivnoScu antioksidacijskih enzima, te da ja nisam primijetila bazi¢no visu aktivnost enzima u
liniji amiR-bpm u usporedbi s drugim linijama, vjerojatno je tu ulogu preuzeo prolin. Naime,
prema istrazivanjima, prolin ima ulogu u neutralizaciji slobodnih radikala i odrzavanju redoks-

ravnoteze u stanici (Ozden i sur. 2009, Gill i sur. 2013, Li i sur. 2018).

Tijekom ovog istrazivanja, zabiljezila sam bazi¢no niZu razinu prolina u liniji 0eDMS3. Sli¢ni
rezultati, zabiljezeni su u kultivaru raj¢ice (Solanum lycopersicum L.) s prekomjernom
ekspresijom gena AGO4A (engl. argonaute 44), vazne komponente mehanizma RADM (Huang
isur. 2016). Ovi rezultati ukazuju na mogucu povezanost stani¢ne razine prolina i metilacijskih
mehanizama, uklju¢uju¢i mehanizam RdADM. Naime, u mom istrazivanju, obje linije s
prekomjernom ekspresijom proteina uklju¢enih u mehanizam RdDM (BPM1, DMS3) imale su
nize razine prolina u tkivu. Istrazivanje provedeno na rizi (Oryza sativa L.) ukazuje da je
metilacija DNA ukljucena u regulaciju biosinteze prolina tijekom osmotskog stresa (Zhang i
sur. 2013). Naime, biljke rize sa smanjenom metilacijom DNA imaju pojac¢anu ekspresiju dvaju

gena ukljucenih u biosintezu prolina — P5CS' 1 6-OAT (engl. ornithine delta-aminotransferase),
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te pokazuju porast koli¢ine prolina uslijed izlaganja osmotskom stresu induciranom polietilen
glikolom. Dakle, ekspresija gena koji sudjeluju u biosintetskom putu prolina regulirana je ne
samo transkripcijskim faktorima ve¢ i metilacijom DNA. Rad Jagi¢ i sur. (2022) pokazao je da
linija 0eBPM1, koja je bila predmet i mojeg istraZivanja, ima znac¢ajno vise razine globalne
metilacije DNA u odnosu na divlji tip. Pretpostavka je da hipermetiliranost genoma u liniji
oeBPM1 djeluje kao inhibicijski faktor za ekspresiju gena ukljucenih u biosintezu prolina §to
naposljetku, uz interakciju BPM1-DREB2A, pridonosi smanjenoj razini prolina. Medutim,
nacin na koji prekomjerna ekspresija gena DMS3 utjeCe na smanjenje razine prolina u liniji
0eDMS3 ostaje nejasan. Prethodno sam spomenula da prekomjerna ekspresija gena DMS3
moze narusiti funkcionalnost mehanizma RdADM, Sto bi posljedicno moglo dovesti do
smanjenja globalne metilacije. S obzirom na prethodna istrazivanja, ocekivao bi se povisSeni
sadrzaj prolina u liniji 0oeDMS3, a ne smanjeni. Dakle, postoji li moguénost da, unato¢ narusenoj
funkcionalnosti mehanizma RdDM, ipak dolazi do hipermetilacije odredenih regija zbog ¢ega

sam zabiljezila smanjeni sadrzaj prolina u liniji 0eDMS3? Ovo pitanje ostaje otvoreno.

Nakon 24-satnog oporavka na temperaturi uzgoja, sadrzaj prolina u vecini tretiranih klijanaca
(0eBPM1, amiR-bpm, oeDMS3, divlji tip) vratio se na kontrolne razine. To opaZanje ukazuje
na ponovnu uspostavu stani¢ne ravnoteze nakon toplinskog stresa. Ipak, u tretiranih klijanaca
linije dms3-1 zabiljezen je porast koli¢ine prolina nakon istog perioda oporavka. Prethodna
istrazivanja sugeriraju da porast koli¢ine prolina pri poviSenim temperaturama moze Stititi
fotosintetski aparat tijekom i nakon toplinskog stresa (Tonhati i sur. 2020, Rajametov 1 sur.
2021, Sehar i sur. 2023). U ovom istrazivanju, smanjenje fotosintetske ucinkovitosti odmah
nakon izlaganja temperaturi od 37 °C, ali i nakon oporavka na temperaturi uzgoja, zamijetila
sam samo u liniji dms3-1. Stoga bi porast koli¢ine prolina u ovoj liniji moglo predstavljati
obrambeni mehanizam protiv Stetnih ucinaka poviSene temperature. Ovu teoriju dodatno
potkrepljuje analiza fotosintetske ucinkovitosti i sadrzaja prolina u ostalim tretiranim

klijancima, kod kojih nisu uocene znacajnije promjene tijekom oporavka od toplinskog stresa.

Uzevsi o obzir spomenute rezultate, mogu zakljuciti da temperatura od 37 °C nije izazvala
znacajan oksidacijski stres u istrazivanim linijama, ¢emu u prilog idu nepromijenjeni ili
smanjeni sadrzaj H>O: 1 stupanj lipidne peroksidacije u tretiranim klijancima istrazivanih linija.
Usporedba genskih pozadina pokazala je da postoji razlika u dinamici aktivnosti
antioksidacijskih enzima s obzirom na ekspresiju i funkcionalnost proteina BPM 1 DMS3.
Takoder, vecina tretiranih klijanaca (oeBPM1, 0eDMS3, dm3-1, divlji tip) pokazala je smanjeni

sadrzaj prolina odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi. Nakon 24-satnog oporavka,
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sadrzaj prolina u ve¢ini tretiranih klijanaca (oeBPM1, 0oeDMS3, divlji tip) vratio se na kontrolne
razine. Ipak, u tretiranih klijanaca linije dms3-1 zabiljezen je porast koli¢ine prolina nakon

oporavka.

5.2.3. Proteini toplinskog Soka

Imaju¢i na umu da izlozenost biljaka toplinskom stresu inducira ekspresiju proteina toplinskog
Soka (HSP), usmjerila sam paznju na analizu ekspresije proteina iz porodica HSP90 i HSP70.
Ocekivano, svi tretirani klijanci, neovisno o genskoj pozadini, pokazali su zna¢ajno povecanje
ekspresije proteina HSP90 u usporedbi s odgovaraju¢im kontrolama. Ovaj rezultat u skladu je
s opazanjima brojnih prethodnih istrazivanja koja su ukazala na tendenciju vece indukcije
molekularnih Saperona tijekom toplinskog stresa u odnosu na druge proteine (Finka i sur. 2011,
Finka i sur. 2015, Guihur i sur. 2021). Zanimljivo je primijetiti da je ekspresija proteina HSP90
ostala na poviSenim razinama ¢ak i nakon perioda oporavka. To je u skladu s istrazivanjem
Charng 1 sur. (2006), koje je pokazalo da razina proteina HSP90 dosegne svoj maksimum
otprilike tri sata nakon izlaganja klijanaca urocnjaka temperaturi od 37 °C, a potom se postupno
smanjuje na razine zabiljeZene u kontrolnim uvjetima tijekom perioda oporavka od 72 sata. Ovo
sugerira da, iako je stres bio relativno blag i kratkotrajan, njegove posljedice na stani¢ni
proteom mogu imati dugotrajniji u¢inak. PoviSene razine proteina HSP90 nakon izlaganja
visokim temperaturama mogu igrati klju¢nu ulogu u procesu oporavka, olakSavaju¢i ponovno
smatanje ili stabilizaciju denaturiranih proteina koji su oSteceni tijekom stresnog dogadaja

(Hasanuzzaman i sur. 2013).

U usporedbi s proteinom HSP90, protein HSP70 nije pokazao jedinstven odgovor na toplinski
stres, Sto ukazuje na mogucnost da se indukcija ekspresije proteina HSP70 mijenja ovisno o
vrsti tretmana i genskoj pozadini. Proteini HSP70 smatraju se dijelom skupine ,, kit and run*
proteina, karakteriziranih brzim i izrazenim povecanjem ekspresije tijekom i neposredno nakon
toplinskog stresa te relativno brzim smanjenjem razine proteina u fazi oporavka (Ldmke i sur.
2016). To je u skladu s rezultatima koje sam opazila u liniji oeBPM1 i divljem tipu, gdje su
tretirani klijanci pokazali povecanje razine proteina HSP70 neposredno nakon izloZenosti
poviSenim temperaturama, ali ne i nakon 24-satnog oporavka. Nasuprot tome, u drugih
istrazivanih linija (amiR-bpm, oeDMS3, dms3-1) nije dokazana ovakva dinamika proteina
HSP70. Smanjena razina proteina BPM1 (amiR-bpm), odnosno narusena funkcionalnost

proteina DMS3 (0eDMS3, dms3-1) te posljedicno smanjenje funkcionalnosti mehanizma
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RdDM mogli bi objasniti ove rezultate. Naime, sekvenciranje Citavog genoma uro¢njaka
izlozenog toplinskom stresu otkrilo je da gen HSP70 prolazi kroz metilacijske promjene u sva
tri okruzenja — CG, CHG, CHH (Korotko i sur. 2021). Do porasta metilacije gena HSP70 u sva
tri okruzenja dolazi u ranoj fazi odgovora biljke na stres, odnosno Sest sati nakon izlaganja
biljaka uro¢njaka temperaturi od 42 °C. Nasuprot tome, nakon vracanja biljaka u kontrolne
uvjete i daljnjeg oporavka dolazi do demetilacije gena. Takoder, dokazano je da toplinski stres
poti¢e povecanje broja epigenetickih modifikacija histona H3 (H3K9ac i H3K4me3) koje
induciraju transkripciju gena HSP70 tijekom rane faze odgovora na toplinski stres (Ldmke 1
sur. 2016). Zanimljivo, isto istrazivanje pokazalo je smanjenje broja modifikacija H3K9ac 1
H3K4me3 i transkripcije gena HSP70 u fazi oporavka. Stoga, ovi rezultati upucuju na zakljucak
da funkcionalnost mehanizama metilacije, ukljuuju¢i mehanizam RdDM, moze utjecati na
epigenetsku regulaciju gena HSP70, §to bi na kraju moglo utjecati na razinu proteina unutar
stanice. Analizom genskih pozadina uoceno je da linija dms3-1 ima nize bazi¢ne razine proteina
HSP90 i HSP70 u odnosu na divlji tip. Rad Kozeko (2021) pokazuje da izlaganje klijanaca
mutanta hsp90-1 1 hsp70-5 temperaturi od 45 °C dovodi do gotovo potpunog smanjenja stope
prezivljavanja, dok, s druge strane, klijanci divljeg tipa mogu podnijeti ovu temperaturu bez
izrazenijih oSte¢enja. Ovi podaci sugeriraju da biljke s nizim razinama proteina HSP90 i HSP70
imaju manju sposobnost prezivljavanja i rasta kad su izloZene visokim temperaturama, Sto
implicira na smanjenu termotoleranciju linije dms3-1. Ta hipoteza posebno je zanimljiva u
kontekstu mojih rezultata koji su ukazali na vecu osjetljivost fotosintetskog aparata tretiranih
klijanaca linije dms3-1 u usporedbi s drugim istrazivanim linijama. Dodatno, smanjena
funkcionalnost fotosintetskog aparata koju sam uocila u tretiranih klijanaca linije dms3-1 u
skladu je s rezultatima biljaka uzgajanih na zemljanom supstratu. Naime, u tih biljaka opazila
sam inhibiciju rasta rozete nakon tretmana biljaka u ranijem razvojnom stadiju (TS2L) u

usporedbi s tretmanom u kasnijem stadiju (TSSL).

Na temelju analize ekspresije proteina HSP90 i HSP70, mogu zakljuciti da je toplinski tretman
utjecao na indukciju proteina HSP90, ali ne i genska pozadina, s obzirom da su svi tretirani
klijanci pokazali zna¢ajnu indukciju ovog proteina. Medutim, protein HSP70 nije pokazao
jedinstven odgovor na toplinski stres te je njegova indukcija bila ovisna o genskoj pozadini i
toplinskom tretmanu. U liniji oeBPM]1 i divljem tipu doslo je do indukcije proteina HSP70
neposredno nakon izlaganja poviSenim temperaturama, ali ne i tijekom oporavka. U preostalih
linija (amiR-bpm, 0eDMS3, dms3-1) nije uocena znacajna razlika u ekspresiji HSP70 izmedu

kontrolnih i tretiranih klijanaca.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata ovog istrazivanja mogu izvesti sljedece zakljucke:

Kratkoro¢no izlaganje biljaka poviSenoj temperaturi inhibiralo je rast rozete i smanjilo
biomasu biljaka divljeg tipa te linija oeBPM1, amiR-bpm i oeDMS3, neovisno o razvojnom
stadiju u kojem su biljke bile izlozene toplinskom stresu (TS2L, TS8L, TS2L+8L). Jedino
sam kod biljaka linije dms3-1 tretiranih u kasnijem stadiju (TS8L) zabiljezila porast
vrijednosti pra¢enih morfoloskih parametara.

Uocila sam smanjeni prirast linija oeBPM1 1 dms3-1 u kontrolnim uvjetima u usporedbi s
divljim tipom i linijom amiR-bpm, odnosno linijom 0eDMS3.

Na temelju analize parametra F./F, uo€ila sam da je toplinski stres uzrokovao najvece
promjene u biljaka tretiranih u ranijem stadiju (TS2L), odnosno oba stadija (TS2L+8L).
Detaljnijom analizom fotosinteze u klijanaca uzgojenih in vitro otkrila sam poremecaj
funkcionalnosti fotosintetskog aparata u linijama oeBPM1 i dms3-1, pri ¢emu se linija
dms3-1 sporije oporavljala.

Tretirani klijanci divljeg tipa te linija oeBPM 1, 0eDMS3 i dms3-1 imali su smanjeni sadrzaj
prolina odmah nakon izlaganja poviSenoj temperaturi. Nakon 24 sata, sadrzaj prolina u
vecini tretiranih klijanaca vratio se na kontrolne razine, dok je u tretiranih klijanaca linije
dms3-1 zabiljeZen porast koli¢ine prolina.

Toplinski tretman klijanaca nije izazvao jaci oksidacijski stres te sam, ovisno o liniji,
zabiljezila nepromijenjeni ili smanjeni sadrzaj H>O: i stupanj lipidne peroksidacije u odnosu
na kontrolne razine. Aktivnost antioksidacijskih enzima ovisila je o genskoj pozadini.
Linija amiR-bpm imala je bazi¢no ve¢i sadrzaj H>O: i prolina te visi stupanj lipidne
peroksidacije.

Svi tretirani klijanci, neovisno o genskoj pozadini, pokazali su znac¢ajnu indukciju proteina
HSP90 odmah nakon toplinskog tretmana te nakon 24 sata. Indukcija proteina HSP70
ovisila je o genskoj pozadini. Usporedbom genskih pozadina uocila sam da linija dms3-1
ima nizu bazi¢nu razinu proteina HSP90 i HSP70.

Promijenjena ekspresija gena BPM utjecala je na biomasu i klijavost sjemenki. Sjemenke
linije oeBPM1 prikupljene od tretiranih biljaka imale su vecu biomasu od divljeg tipa te su

klijale brze od sjemenki linije amiR-bpm.
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¢ Prilog 2. Opseg rozete biljaka urocnjaka (Arabidopsis
< K = TS2L -+ TS8L - TS2L+8L = K = TS2L -+ TS8L - TS2L+8L thaliana) izloZenih temperaturi od 40 °C tijekom Sest
— ; — ; . sati. Istrazivane su biljke divljeg tipa, linije s
' ' ' prekomjernom ekspresijom gena BPMI (oeBPMI),
i : i : ; linije sa smanjenom ekspresijom gena BPMI, 4,516
= : = : , (amiR-bpm), linije s prekomjernom ekspresijom gena
E : E l | DMS3 (0eDMS3) i linjje s mutiranim genom DMS3
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o : 9 : : u oba stadija (TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake
o ' o 1 1 o e . .
. ; / =Ty : : linije rasle su tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su
- L : izrazeni kao srednja vrijednost najmanje deset bioloskih
o ; o ; | replika + standardna pogreska. Crvena okomita crta

oznacava vremensku toCku tretmana biljaka u stadiju
TS2L, a tamnocrvena u stadiju TSSL.
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oznacava vremensku toCku tretmana biljaka u stadiju
TS2L, a tamnocrvena u stadiju TSSL.
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o ; : o ; | replika + standardna pogreska. Crvena okomita crta

oznacava vremensku toCku tretmana biljaka u stadiju
TS2L, a tamnocrvena u stadiju TSSL.
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Prilog 5. Prikaz tocnosti klasifikacije za modele stabla generiranih za svaki dan pracenja
morfoloskih parametara i svaku istrazivanu liniju.

Dan wt oeBPM1 amiR-bpm 0eDMS3 dms3-1
13. tretman u razvojnom stadiju s dva prava lista

14. 36,36% 80% 46,15% 36,36% 70%
15. 36,36% 76,92% 61,53% 46,67% 46,15%
16. 64,28% 77,77% 70% 44,44% 64,28%
i; vikend, nije bilo mjerenja

19. 23,07% 82,35% 55,55% 60% 62,5%
20. tretman u razvojnom stadiju s osam pravih listova
21. 57,89% 58,33% 0% 33,33% 40%
22. 28,57% 35,71% 31,57% 54,54% 13,33%
23. 22,22% 0% 14,28% 30% 20%
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Prilog 6. Klijavost sjemenki uroc¢njaka (Arabidopsis
thaliana) prikupljenih od biljaka izloZenih temperaturi
od 40 °C urazli¢itim razvojnim stadijima. Istrazivano je
pet linija urocnjaka — (a) divlji tip (wt), (b) linija s
prekomjernom ekspresijom gena BPM1 (oeBPM1), (c)
linija sa smanjenom ekspresijom gena BPMI, 4,516
(amiR-bpm), (d) linija s prekomjernom ekspresijom
gena DMS3 (0eDMS3) i (e) linjja s mutiranim genom
DMS3 (dms3-1). Biljke su izlozene 40 °C u razvojnom
stadiju s dva prava lista (TS2L), osam pravih listova
(TS8L) ili u oba stadija — s dva i osam pravih listova
(TS2L+8L). Kontrolne skupine (K) svake linije rasle su
tijekom pokusa na 24 °C. Rezultati su izrazeni kao
srednja vrijednost tri bioloske replike + standardna
pogreska.
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Prilog 7. Provjera Cistoce sintetizirane cDNA u (a) prvoj, (b) drugoj i (¢) trecoj bioloskoj replici. Veli¢ina fragmenta gena ACT3 dobivenog
umnazanjem genomske DNA iznosi 733 parova baza (bp), a fragmenta dobivenog umnazanjem cDNA 650 bp. M — biljeg molekulskih masa, P —
pozitivna kontrola, 1 —wt K, 2 —wt TS, 3 — wt OPO, 4 — 0eBPM1 K, 5 — 0eBPMI1 TS, 6 — oeBPM1 OPO, 7 — amiR-bpm K, 8 — amiR-bpm TS, 9 —
amiR-bpm OPO, N — negativna kontrola.
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Prilog 8. Prikaz udjela varijanci
koje  doprinose  objasnjenju
uocenih razlika u analizi glavnih
komponenti (PCA) parametara
mjerenih  u  klijanaca s
promijenjenom ekspresijom
gena BPM i DMS3. Komponente
koje prelaze prag znacajnosti,
oznacen  crvenom linijom,
smatraju se znacajnima za
analizu. Obuhvaceni su podaci za
klijance S  promijenjenom
ekspresijom gena BPM
prikupljene u dvije vremenske
tocke: (a) odmah nakon izlaganja
temperaturi od 37 °C, i (b) nakon
24 sata oporavka. Klijanci s
promijenjenom ekspresijom
gena DMS3 prikupljeni su u istim
vremenskim tockama: (¢) odmah
nakon izlaganja, i (d) nakon
oporavka.
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Prilog 9. Vrijednosti cos2 za mjerene
parametre na odredenoj komponenti.
Obuhvaceni su podaci za klijance s
promijenjenom ekspresijom gena
BPM prikupljene u dvije vremenske
tocke: (a) odmah nakon izlaganja
temperaturi od 37 °C, i (b) nakon 24
sata oporavka. Klijanci ]
promijenjenom  ekspresijom gena
DMS3 prikupljeni su u istim
vremenskim toCkama: (¢) odmah
nakon izlaganja, i (d) nakon oporavka.
Vrijednosti cos2 predstavljene su
bojom i veli¢inom kruga.
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9. ZIVOTOPIS

Sandra Vitko (MBZ: 378370) stekla je titulu magistre eksperimentalne biologije 2014. godine,
a2017. godine zavrsila je Program za stjecanja kompetencija nastavnika. Tijekom 2015.12016.
godine bila je zaposlena kao struéna suradnica u Javnoj ustanovi ,,Park prirode Zumberak-
Samoborsko gorje®, a tijekom 2017. i 2018. godine kao profesorica prirode i biologije u
Osnovnoj $koli Cazma. Od listopada 2018. godine zaposlena je kao asistentica u Botani¢kom
zavodu Bioloskog odsjeka PMF-a. Sudjeluje u izvodenju prakti¢ne nastave iz kolegija
Fiziologija bilja i srodnih izbornih kolegija te je pomagala u izradi jednog diplomskog rada u
svojstvu komentora. Podruc¢je znanstvenog interesa Sandre Vitko je fiziologija stresa u biljaka.
Doktorsku disertaciju izradila je u okviru projekta HRZZ , MATH-BTB proteini kao regulatori
transkripcije i RNA posredovane metilacije DNA u biljnom razvitku” (voditeljica: prof. dr. sc.
Dunja Leljak-Levani¢) i projekta dobivenog od EPPN-a (European Plant Phenotyping
Network) pod naslovom ,,Phenotyping of BPM1-mediated heat stress response in Arabidopsis
thaliana® (voditeljica: prof. dr. sc. Zeljka Vidakovié-Cifrek). Trenutno je suradnica na projektu
HRZZ ,Alternativno prekrajanje gena BPM2 kao mehanizam uspostave funkcionalne
raznolikosti porodice proteina MATH-BTB u uro¢njaku Arabidopsis thaliana® (voditeljica:
prof. dr. sc. NataSa Bauer). Autorica je Cetiri znanstvena rada objavljena u Casopisima s
medunarodnom recenzijom. Svoje rezultate predstavila je na deset medunarodnih i pet domacih
skupova. Usavrsavala se na dvije inozemne institucije — znanstveno-istrazivatkom centru
Jiilich, Njemacka i Laboratory of Growth Regulators, Olomouc, Ceska. Dobitnica je stipendije
za mobilnost mladih istrazivaca dodijeljene od organizacije Federation of European Societies
of Plant Biology (FESPB). Od ostalih aktivnosti, bila je ¢lanica organizacijskog odbora 7.
Simpozija studenata doktorskih studija PMF-a, a od rujna 2023. godine ukljucena je u rad

uredniStva ¢asopisa Acta Botanica Croatica u svojstvu tehnickog urednika.
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