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POPIS KRATICA

ABA — apscizinska kiselina

APX — askorbat peroksidaza

AsA — askorbat

DT — tolerancija isusivanja

EGTA — etilen glikol tetraoctena kiselina

GR — glutation reduktaza

GSH — glutation

HDT — homoioklorofilne biljke

HSP — proteini toplotnog Soka

LEA — proteini kasne embriogeneze

LHCII — kompleksi pigmenata i proteina (“antene”) vezani uz fotosistem Il
NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
PDT - poikiloklorofilne biljke

POD - peroksidaza

ROS — reaktivni oblici kisika

RW(C — relativni sadrzaj vode

SA —salicilna kiselina

SOD - superoksid dismutaza

SHsp — mali proteini toplotnog Soka



1. Uvod

Biljke su zbog Siroke rasprostranjenosti i sesilnog nacina zivota ¢esto izloZene uvjetima manjka
vode koji mogu dovesti do smanjenog sadrzaja vode u biljnim tkivima ili potpunog isusivanja.
Voda ima puno bitnih i razli¢itih uloga u biljci. Ukljucena je u metabolicke reakcije kao reaktant
i produkt, ona je medij u kojem se odvijaju stani¢ni procesi i reakcije te je zbog svojstva
polarnosti zasluzna za oblikovanje makromolekula i membrana (Rodriguez-Iturbe et al., 2001).
Uvjeti smanjenog sadrzaja vode u biljnim tkivima posljedica su umjerenog gubitka vode koji
dovodi do zatvaranja puci i ograni¢avanja izmjene plinova. IsuSivanje tkiva posljedica je
ekstremnijeg gubitka vode koji potencijalno dovodi do naruSavanja metabolizma i stani¢ne
strukture te mozZe dovesti do zaustavljanja enzimskih reakcija (Smirnoff, 1993). Za
prezivljavanje i prevladavanje takvih stresnih uvjeta biljke su tijekom evolucijskog razvoja
stekle brojne prilagodbe koje umanjuju i sprjeavaju Stetne ucinke. Vecina biljaka moze
prevladati suSne uvjete kratki vremenski period pomocu fizioloskih i morfoloskih promjena
koje dovode do smanjenja gubitka vode, ali ukoliko relativni sadrzaj vode (RWC) padne ispod
40% doci ¢e do izrazitog stani¢nog oStecenja te oporavak nece biti mogu¢ (Mitra et al., 2013).
Tolerancija isusivanja je rijetka pojava, samo mala grupa biljaka nazvana uskrsnule biljke (engl.
resurrection plants) mogu podnijeti gubitak RWC od ¢ak 90% te se brzo oporaviti nakon
rehidracije (Dinakar et al., 2012; Moore et al., 2009).

Oko 300 biljnih vrsta moze podnijeti ozbiljno isuSivanje te su pretezno rasprostranjene na
juznoj polutki dok jedine uskrsnule kritosjemenjace pronadene u Europi i Aziji pripadaju istoj
porodici — Gesneriaceae (Alpert, 2006; Gaff i Oliver, 2013; Djilianov et al., 2013). Uskrsnule
vrste porodice Gesneriaceae koje se nalaze u Europi su Haberlea rhodopensis, Ramonda
myconii i Ramonda serbica, dok se u Aziji nalaze vrste Boea hygrometrica, B. clarkeana, B.
crassifolia i Paraboea rufescens. Europske i azijske uskrsnule biljke porodice Gesneriaceae
zive u slicnim uvjetima, na sjenovitim padinama u kamenitim podru¢jima i u tlu bogatom
kalcijem gdje dolazi do brze i snazne dehidracije (Rakic¢ et al., 2015; Mitra et al., 2013; Wang
et al.,, 2018; Liu et al., 2019). Oliver et al. (2000) je predloZio da je toleracija isuSivanja
ancestralno stanje koje je bilo prisutno u prvih kopnenih biljaka te se izgubilo relativno rano u
evoluciji vaskularnih biljaka. Mehanizam tolerancije isuSivanja prisutan u sjemenkama
evoluirao je iz tolerancije isuSivanja prvih kopnenih biljaka. Smatraju da je tolerancija
isuSivanja u danas$njim kritosjemenjacama reevoluirala neovisno barem osam puta iz

mehanizma tolerancije isusivanja sjemenki.



Prilikom isuSavanja dolazi do mehani¢kog oStecenja stanice, naruSavanja strukture membrana,
oksidativnog stresa te prekida metabolizma sto biljkama predstavlja dodatni problem prilikom
prezivljavanja isuSivanja (Vicré et al., 2004). Zbog promjenjivih uvjeta i povremene
nedostupnosti vode, biljke iz porodice Gesneriaceae su razvile niz mehanizama za toleranciju
potpunog isuSivanja. Mehanizmi tolerancije isuSivanja u uskrsnulim biljkama porodice
Gesneriaceae mogu biti zajednicki za sve vrste ili specificni za pojedine vrste (Mitra et al.,
2013; Liuetal., 2019). Tolerancija isuSivanja je kompleksan proces koji ukljuc¢uje kombinaciju
metabolizma, promjene na razini genske ekspresije i antioksidacijskih sustava te procese koji
su zasluzni za strukturnu i makromolekulsku stabilnost (Moore et al., 2009). Mehanizmi
tolerancije isuSivanja ukljucuju strukturne procese poput savijanja listova i povecanja gustoce
dlacica, fizioloSke poput nakupljanja raznih metabolita i genetske poput promjene genske

ekspresije.

Tolerancija isusSivanja svojstvena je relativno malom broju biljaka te je stoga izuzetno
zanimljivo i vazno istrazivati koji mehanizmi omogucuju uskrsnulim biljkama tako uspjesnu
toleranciju isuSivanja. Ta saznanja mogla bi se koristiti npr. u stvaranju novih sorti biljaka koje

¢e biti otpornije na uvjete nedostatka vode.



2. Mehanizmi tolerancije isuSivanja

2.1 Uc¢inak nedostatka vode na biljke

Okolisni stresni ¢imbenici pogotovo nedostatak vode utjeCu na rasprostranjenost biljaka i
poljoprivrednu proizvodnju. Uvjeti manjka vode podrazumijevaju umjereni gubitak vode dok
se uvjeti nedostatka vode odnose na situaciju u kojoj dolazi do potpunog isusivanja biljaka.
Uvjeti manjka vode obuhvacaju smanjenje sadrzaja vode te time i pad vrijednosti turgora i
ukupnog vodenog potencijala, zatvaranje puci 1 smanjeni rast stanica. Uvjeti nedostatka vode
koji dovode do potpunog isusivanja karakterizirani su zaustavljanjem procesa fotosinteze,
poremecajem metabolizma i u konacnici rezultiraju uginu¢em biljke (Smirnoff et al, 1993; Shao
et al., 2008). Biljke otporne na isusivanje su poikilohidri¢ne $to znaci da nemaju mehanizme za
sprjecavanje isusivanja nego tijekom smanjenja RWC od 80 do 95% tijekom duljih ili krac¢ih
vremenskih perioda se potpuno isuse, predu u stanje mirovanja i kad voda postane dostupna se
rehidriraju. Biljke koje imaju svojstvo tolerancije isusivanja (DT) mogu se podijeliti na
homoioklorofilne (HDT) i poikiloklorofilne (PDT). One koriste razliCite strategije za
prezivljavanje uvjeta nedostatka vode. HDT biljke zadrzavaju svoj klorofil i tilakoidne
membrane tijekom isusivanja dok u PDT biljaka dolazi do oste¢enja klorofila i tilakoidnog
sustava ali imaju jedinstven tip kloroplasta, tzv. desikoplaste, koji se mogu razgraditi i ponovno
rekonstruirati klorofil i tilakoidne membrane (Tuba i Lichtenthaler, 2011).

2.2 Modelne biljke u istraZzivanju ucinka i tolerancije isusSivanja

Razumijevanje mehanizama tolerancije uskrsnulih Dbiljaka na isuSivanje je vazno za
identifikaciju svojstava koja mogu pomoci u razvoju usjeva otpornih na susne uvjete. Modelne
biljke su biljne vrste koje su intenzivno prouc¢avane zbog njihove jednostavnosti ili njihovog
znacaja u biotehnologiji ili poljoprivredi. Najpoznatija modelna biljka je uro¢njak Arabidopsis
thaliana koja je pogodna za istrazivanja zbog male veli¢ine genoma, kratkog zivotnog ciklusa,
velike koli¢ine proizvedenih sjemenki i jednostavnog uzgoja u laboratorijskim uvjetima
(Meinke et al., 1998). Najcesce koristene biljke u istrazivanju tolerancije isusivanja su Boea
hygrometrica, Haberlea rhodopensis i Craterostigma plantagineum. Otpornost na isuSivanje je
rasprostranjeno u carstvu mikroba, gljiva, biljaka i zivotinja (Alpert, 2006; Farrant et al., 2007).

Mehanizmi tolerancije isuSivanja u biljnom carstvu prisutni su od ,,nizih* uskrsnulih biljaka
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poput algi i mahovina do kritosjemenjaca, ali tolerancija isuSivanja nije uocena kod
golosjemenjaca (Gaff, 1971; Oliver 1996). Vrste B. hygrometrica i H. rhodopensis nalaze se na
slici 1. Tablica 1. prikazuje popis razli¢itih uskrsnulih biljaka koje su koristene u istrazivanjima
ucinka i mehanizma tolerancije isuSivanja. lzvanredna sposobnost vrste B. hygrometrica je da
jedan odvojeni list posjeduje jednaku sposobnost tolerancije isusivanja kao i cijela biljka (Jiang
et al., 2007). Odvojeni listovi su korisni za istrazivanje tolerancije isuSivanja jer predstavljaju
pojednostavljeni sustav koji je lagan za uzgoj, odnosno nisu pod utjecajem razvojnih signala i

signala iz drugih organa tijekom isusivanja i rehidracije (Jiang et al., 2007).

Biljke otporne na isusivanje nalaze se u ekoloskim niSama s ograni¢enom dostupno$c¢u vode i
nejednolikom raspodjelom padalina tijekom sezone rasta te u tlu sa minimalnom sposobno$éu
zadrzavanja vode. Nalaze se na svim kontinentima preferencijalno na kamenitim leZiStima s
visokom koncentracijom kalcija na umjerenim nadmorskim visinama u tropskim il

subtropskim zonama (Porembski i Barthlott, 2000).

’."‘ "'

Slika 1. Biljke Boea hygrometrica i Haberlea rhodopensis u prirodnom staniStu (Preuzeto s

http://www.bydsd.com/a/shengwuziyuan/zhiwuziyuan/20180807/537.html i https://www.edrom-

nurseries.co.uk/shop/pc/Haberlea-rhodopensis-p7675.htm



http://www.bydsd.com/a/shengwuziyuan/zhiwuziyuan/20180807/537.html
https://www.edrom-nurseries.co.uk/shop/pc/Haberlea-rhodopensis-p7675.htm
https://www.edrom-nurseries.co.uk/shop/pc/Haberlea-rhodopensis-p7675.htm

i prilagodeno prema Dinakar et al., 2012)

v w7

Homoiokiloklorofilne
(HDT) ili

Naziv Porodica Klasa Porijeklo poikiloklorofilne (PDT) | Literatura
Craterostigma Juzna Rodriguez
plantagineum | Scrophulariaceae | Dvosupnica Afrika HDT etal., 2010

Cooper i
Craterostigma Juzna Farrant,
wilmsii Scrophulariaceae | Dvosupnica Afrika HDT 2002
Lindernia Isto¢na Phillips et
brevidens Linderniaceae Dvosupnica Afrika HDT al., 2008
Myrothanus Juzna Kranner et
flabellifolia | Myrothamnaceae | Dvosupnica Afrika HDT al., 2002

Boea Jiang etal.,

hygrometrica Gesneriaceae Dvosupnica Kina HDT 2007
Paraboea Gaoetal.,
rufescens Gesneriaceae Dvosupnica Kina HDT 2006
Haberlea Bugarska i Georgieva

rhodopensis Gesneriaceae Dvosupnica Srbija HDT et al., 2009
Ramonda Raki¢ et

serbica Gesneriaceae Dvosupnica Srbija HDT al., 2015

Ramonda Pico i Riba,
myconii Gesneriaceae Dvosupnica | Spanjolska HDT 2002
Xerophyta Juzna Ingle et al.,
viscosa Velloziaceae Jednosupnica Afrika PDT 2007
Xerophyta Juzna Collett et
humilis Velloziaceae Jednosupnica Afrika PDT al., 2003
Sporobolus Juzna Martinelli,
stapfianus Poaceae Jednosupnica Afrika - 2008
Vander
Eragrostis Juzna Willigen et
nindensis Poaceae Jednosupnica Afrika PDT al., 2003
Selaginella Pandey et
bryopteris Selaginellaceae Papratnjaca Indija HDT al., 2010
Juzna i
Selaginella Sjeverna Brighigna
lepidophylla Selaginellaceae Papratnjaca Amerika HDT et al., 2002
Sjeverna Oliver et
Tortula ruralis Pottiaceae Mahovina Amerika HDT al., 2004




2.3 Morfoloske promjene listova i strukturne promjene stani¢ne stijenke

Otkriveno je da u uvjetima nedostatka vode u biljaka porodice Gesneriaceae dolazi do
adaptivnih promjena u strukturi lista i stani¢ne stijenke (Mitra et al., 2013). U uskrsnulim
biljkama tijekom perioda nedostatka vode dolazi do uvijanja lista te do povecanja broja
epidermalnih dlacica na abaksijalnoj strani $to se smatra obrambenom strategijom protiv
djelovanja svjetlosti visokog intenziteta koja moze uzrokovati fotoinhibiciju i povecanu stopu
stvaranja reaktivnih kisikovih oblika (ROS) (Farrant i Moore, 2011). Normalna arhitektura lista
uspostavlja se nakon rehidracije, a sam proces morfoloske promjene lista povezan je sa
strukturnim promjenama stani¢ne stijenke, tj. nejednoliko savijanje stani¢ne stijenke |
skupljanje stanica omogucava reverzibilno savijanje listova (Jones i McQueen-Mason, 2004;
Moore et al., 2006). Na slici 2. vidljiva je uskrsnula biljka Myrothamnus flabellifolius u
uvjetima isuSivanja i u normalnim uvjetima. Gubitak vode ima stresni u¢inak na arhitekturu
biljne stani¢ne stijenke Sto dovodi do promjena sastava polisaharida i proteina stani¢ne stijenke
(Vicre et al., 2004; Moore et al., 2008; Wang et al., 2009a). U uvjetima manjka vode stani¢na
stijenka ostaje fleksibilna te se savija §to pomaze u smanjenju stupnja plazmolize (Jones i
McQueen-Mason, 2004; Moore et al., 2008). Takoder je potrebno naglasiti da je savijanjem
stani¢ne stijenke Steta na plazmatskoj membrani minimalizirana te je oCuvan integritet stani¢nih
struktura i komunikacija medu stanica putem plazmodezmija (Jones i McQueen-Mason, 2004).
U vrsti B. hygrometrica razina proteina stani¢ne stijenke i lignina je bila smanjena. Razlog tome
je i dalje nepoznat (Wang et al., 2009a). Istrazivanjem gena ¢iji se genski produkt nalazi u
izvanstaniénom matriksu (BhGRP1) koji kodira za proteine bogate glicinom koji se nalaze u
sastavu stani¢ne stijenke, dokazano je da taj protein sudjeluje u sintezi lignina i odrzavanju
redoks statusa stani¢ne stijenke. Takoder, vjeruje se da taj protein ima ulogu u odrzavanju
stani¢ne stijenke tijekom dehidracije te pomaze pri popravku nakon rehidracije (Wang et al.,
2009a; Ringli et al., 2001). Proteini, osim u odrzavanju stani¢ne stijenke, imaju razne druge

uloge u toleranciji isusivanja kod uskrsnulih biljaka $to ¢e biti objasnjeno u tekstu koji slijedi.



Slika 2. Uskrsnula biljka Myrothamnus flabellifolius u uvjetima nedostatka vode (A) i u uvjetima dovoljne koli¢ine
vode (B). Slika je preuzeta iz Moore et al. (2006).

2.4 Zastita fotosintetskog aparata

Fotosinteza je vrlo vazan i slozen proces U biljkama, u kojem se svjetlosna energija koristi za
sintezu organskih spojeva. Proces fotosinteze ozbiljno je poremecen uvjetima manjka vode
(Massacci et al., 1996). U uvjetima nedostatka vode fotosinteza je potpuno inhibirana kod
uskrsnulih biljaka porodice Gesneriaceae, ali u odnosu na biljke koje nemaju sposobnost
tolerancije isuSivanja, proces fotosinteze se ponovno uspostavlja ubrzo nakon rehidracije
(Dinakar et al., 2012). U homoioklorofilnim vrstama (HDT) B. hygrometrica i H. rhodopensis
(Slika 1.) otkriveno je da tijekom isusivanja mogu odrzati strukturu fotosintetskog aparata,
odrzati komplekse pigmenata i proteina u tilakoidima stabilnim te sac¢uvati glavninu koli¢ine
klorofila (Deng et al., 2003; Georgieva et al, 2009). Nadalje, istrazivanja transkriptoma i
proteina tijekom isuSivanja pokazala su da je znacajno smanjena ekspresija gena koji kodiraju
podjedinice fotosustava I i 1l, kompleksa antena vezanih uz fotosustav I i 1l te citokroma bsf
dok je ekspresija brojnih gena vaznih za proces fotosinteze, poput gena za feredoksin i NADPH-
plastokinon oksidoreduktazu, povec¢ana kako bi se fotosintetski sustav zastitio od isusivanja
(Jiang et al., 2007; Xiao et al., 2015; Liu et al., 2018). U biljaka porodice Gesneriaceae
dokazano je da je povecana ekspresija ranih gena induciranih svjetlom (ELIPs) kao odgovor na
isuSivanje. Produkti tih gena omogucavaju obranu fotosintetskog aparata od oksidativnog
oStecenja sprjecavaju¢i akumulaciju slobodnog klorofila odnosno odrzavaju¢i komplekse
klorofila i proteina (Gechev et al., 2013; Xiao et al., 2015). Ocuvani klorofili, struktura
tilakoidnih membrana i fotosistema pridonose brzom ponovnom uspostavljanju fotosinteze
nakon rehidracije, ali naravno potrebni su i drugi mehanizmi za stabilizaciju navedenih
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makromolekula i za obranu od stresa uzrokovanog nakupljanjem reaktivnih oblika kisika (ROS)
koji mogu prouzrociti daljnja oStecenja (Farrant i Moore, 2011). U vrsti B. hygrometrica
tijekom isusivanja izmjerena je povisena razina karotenoida koji imaju obrambenu ulogu u
uvjetima visokog intenziteta svjetlosti, a pomazu i U odrzavanju stope fotosinteze (Deng et al.,
2003). Takoder je otkriveno da dva proteina LEA Kkoji su lokalizirani u kloroplastima i
inducirani isusivanjem sudjeluju u toleranciji isuSivanja tako da stabiliziraju proteine Koji
sudjeluju u fotosintezi (Liu et al., 2009). Bitnu ulogu u toleranciji isusivanja u biljaka iz

porodice Gesneriaceae imaju i drugi proteini.

2.5 Obrambene molekule u uvjetima dehidracije

Brojni enzimi, osmoliti i druge obrambene makromolekule nakupljaju se u visokoj
je bitan mehanizam u stjecanju tolerancije isuSivanja zbog toga $to sprjeavaju nastajanje
prevelike koli¢ine ROS i §tite membranu i proteine formirajuéi tzv. ,,glassy stanje“ u kojem je
stopa metabolizma smanjena (Martinelli, 2008; Oliver et al., 2000; Bartels i Hussain, 2011). Pri
prelasku citoplazme u ,,glassy stanje* tijekom uvjeta manjka vode dolazi do povecanja njezine
viskoznosti zbog nakupljanja proteina i Secera koji stupaju u interakciju s komponentama
citoplazme poput soli, orgnaskih kiselina i aminokiselina (Buitink i Leprince, 2004). Naime
nakupljeni proteini, nereduciraju¢i Seceri poput trehaloze i ostali kompatibilni osmoliti
formiraju vodikove veze s makromolekulama te tako na neki na¢in nadomjestaju vodu i
stabiliziraju takve strukture. Prema drugoj teoriji hidrofilne molekule prelaze u ,,glassy stanje®
tijekom isuSivanja i tako imobiliziraju makromolekule, sprje€avaju¢i njihovu denaturaciju

(Klok, 2010).

2.5.1 Seéeri

Jedan od glavnih osmolita koji se u uvjetima manjka vode nakuplja u visokoj koncentraciji u
biljkama koje imaju sposobnost DT je saharoza. Ona ima ulogu osmoprotektanta odnosno
stabilizira 1 Stiti bioloSke membrane. Takoder, smatra se da saharoza ima ulogu signalne
molekule u regulaciji koncentracije ugljikohidrata, metabolizma i procesa rasta i (Martinelli,
2008). Tijekom duljih razdoblja dehidracije, kad je proces fotosinteze prekinut, skrob se koristi

kao izvor za dobivanje saharoze (Noorwood et al., 2000). Osim saharoze, rafinoza i trehaloza
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se nakupljaju u visokim koncentracijama u biljkama porodice Gesneriaceae tijekom isuSivanja,
stvaraju vodikove veze s makromolekulama te tako sluze kao zamjenske molekule za vodu.
(Ghasempour et al., 1998; Farrant et al., 2007). Rafinoza kod vrsta Ramonda nathaliae,
Ramonda myconi i Haberlea rhodopensis moze sprijeciti kristalizaciju saharoze (Miiller et al.,
1997) dok rafinoza sintetizirana iz galaktinola i saharoze pomocu rafinoza sintaze Stiti od Stete
uzrokovane ROS (Nishizawa et al., 2008). U uskrsnulim biljkama poput Boea hygrometrica
koncentracija galaktinola i rafinoze se povecala na najvisu razinu odmah na pocetku dehidracije
te je ostala na toj razini dok se kod vrste Arabidopsis thaliana u uvjetima nedostatka vode
galaktinol nakupljao do visoke koncentracije postepeno, tijekom 14 dana (Peters et al., 2007).
Ova opazanja upucuju na to da galaktinol ne pridonosi obrani od osmotskog stresa u potpuno
isuSenim listovima. U DT biljci Haberlea rhodopensis rafinoza i saharoza se nakupljaju tek kad
se RWC lista smanji na 25% ili nizu vrijednost (Djilianov et al., 2011). Predlozeno je da je
visoka koncentracija rafinoze i saharoze kod vrste H. rhodopensis bitna za uspostavljanje
fenotipa tipi¢nog za uskrsnule biljke (Djilianov et al., 2011). Prema tome vidljivo je da
dinamika nakupljanja rafinoze varira u vrstama porodice Gesneriaceae, ali visoka koncentracija
rafinoze u ranim fazama dehidracije je zajedni¢ka vrstama B. hygrometrica i H. rhodopensis.
Takoder, odrZavanje stalne visoke koncentracije saharoze i rafinoze je jedna od prilagodbi ovih

vrsta koja im omogucava prezivljavanje nagle dehidracije.

2.5.2 Obrambeni proteini

Uvjeti isuSivanja utjecu na funkciju 1 vijabilnost stanice naruSavaju¢i makromolekularne
strukture, preciznije narusavaju¢i membrane i proteine. Dvije glavne vrste obrambenih proteina
su proteini kasne embriogeneze (late embryogenesis abundant - LEA) i proteini toplotnog Soka
(heat shock proteins - HSP). Obje spomenute vrste proteina su izrazito hidrofilne pa prema tome
pripadaju skupini koja se naziva hidrofilini (Battaglia et al., 2008). Hidrofilini imaju sposobnost
obrane makromolekula i proteina od dehidracije stvaraju¢i hidratacijski plast oko ciljnih
molekula (Mitra et al., 2013). Proteini LEA se nakupljaju kao odgovor na manjak vode, visoke
koncentracije soli i niske temperature (Shao et al., 2008; Tunnacliffe et al., 2010), a proizvode
se u vegetativnom tkivu i otpornih i osjetljivih biljaka na isusivanje te u sjemenkama (Battaglia
et al., 2008). Sudjeluju u stabilizaciji proteina, nukleinskih kiselina i stanicnih membrana,
pomazu u smanjenju razine ROS te zajedno sa Se¢erima pridonose uspostavljanju glassy stanja

(Tunnacliffe et al., 2010). U mnogim uskrsnulim vrstama prodice Gesneriaceae dokazano je da



su geni koji kodiraju proteine LEA inducirani tijekom isuSivanja (Liu et al., 2009; Rodriguez
et al., 2010; Liu et al., 2018). Brojni proteini poput citrat sintaze (CS) i laktat dehidrogenaze
(LDH) stvaraju agregate u uvjetima nedostatka vode, ali agregacija navedenih proteina je
znatno smanjena u prisutnosti proteina LEA (Goyal et al., 2005). Proteini LEA takoder
sudjeluju u obrani membrana kako bi se ofuvao integritet stanice i organela u uvjetima
nedostatka vode. Vjeruje se da proteini LEA sudjeluju u obrani membrana sli¢no kao i Seceri,
odnosno da tvore vodikove veze s polarnim glavama fosfolipida te tako sprjecavaju prijelaz u
gel-fazu (Tunnacliffe et al., 2010). Na osnovi homologije aminokiselinskih sekvenci i
specifi¢nih strukturnih karakteristika, proteini LEA podijeljeni su u nekoliko grupa, ali za sad
samo su dva gena grupe 4 LEA proteina klonirana iz vrste B. hygrometrica (Liu et al., 2009).
Povecana ekspresija kloniranih gena BALEA1 i BALEA2 u transgeni¢nom duhanu rezultirala
je izrazitom otporno$¢u duhana na uvjete nedostatka vode. Transgeni¢ni duhan u uvjetima
nedostatka vode ima vecu stopu fotosinteze i povecani integritet membrane te je povecana
koncentracija enzima za uklanjanje ROS poput superoksid dismutaze (SOD) i peroksidaze
(POD) (Liu et al., 2009). Takoder, kod transgeni¢nih biljaka s pove¢anom ekspresijom gena
BhLEA1 u uvjetima nedostatka vode proteini u membranama kloroplasta, poput LHCII, su bili
stabilni (Liu et al., 2009).

poput hladnoée, UV svjetlosti, povisene temperature ili nedostatka vode (Matz et al., 1995).
Rasporedeni su u skupine prema molekulskoj masi. U vece proteine ubrajaju se Hsp70 i Hsp90,
a u manje sHsp koji se sastoje od oko 80 aminokiselina. Velik broj proteina ove skupine
ukljucujuci sHsp se ponasaju kao Saperoni §to znaci da stabiliziraju novosintetizirane proteine
kako bi poprimili pravilnu trodimenzionalnu strukturu ili pomazu ponovnom smatanju proteina
koji su se ostetili tijekom stresnih uvjeta (De Maio, 1999; Garrido et al., 2012). Sest kloniranih
gena iz B. hygrometrica koji kodiraju za sHsp koji stabiliziraju proteine citosola, su inducirani
tijekom uvjeta nedostatka vode te su ostali eksprimirani nakon rehidracije (Zhang et al., 2013).
Utvrdeno je da uvjeti nedostatka vode negativno utje¢u na smatanje proteina pa je bitna uloga

sHsp stabilizacija proteina citosola.
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2.5.3 Antioksidansi i enzimi za uklanjanje ROS

Vecina stresnih ¢imbenika poput visoke koncentracije soli, nedostatka vode, visokog intenziteta
svjetlosti ili napada patogena uzrokuje povecano stvaranje ROS (Mittler et al., 2011).
Obrambeni sustav koji uklanja ROS u biljkama sastoji se od neenzimskih i enzimskih
komponenti koje se nalaze u razli¢itim organelima poput kloroplasta, mitohondrija i
peroksisoma (Pang i Wang, 2008). Neenzimske komponente ukljucuju stani¢ne molekule poput
askorbata (AsA) i glutationa (GSH) te tokoferol (vitamin E), karotenoide i fenolne spojeve
(Mittler, 2002). Ovi spojevi zajedno s dodatnim stani¢nim komponentama utjeCu na razne
procese, od mitoze 1 elongacije stanica do senescencije 1 stani¢ne smrti (De Pinto 1 De Gara,
2004). Fenolni spojevi zajedno s flavonoidima su vrlo bitni kod uskrsnulih biljaka tijekom
uvjeta nedostatka vode jer se ponaSaju kao “krema za suncanje” pomocu koje se Stiti
fotosintetski aparat, osobito ako je prisutan i previsoki intenzitet svjetlosti, i sprjeava stvaranje
ROS (Moyankova et al., 2014; Kranner et al., 2002). Enzimatske komponente sastoje se od
nekoliko antioksidacijskih enzima kao §to su superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT),
guaiakol peroksidaza (GPX), askorbat peroksidaza (APX) i glutation reduktaza (GR) (Das i
Roychoudhury, 2014). U vegetativhom tkivu vrsta Craterostigma wilmsii i Xerophyta viscosa
je u uvjetima nedostatka vode i rehidracije izmjerena povecana ekspresija gena koji kodiraju
enzimske antioksidanse, poput APX, GR i SOD (Ingram i Bartels, 1996; Sherwin i Farrant,
1998). U uskrsnuloj biljci X. viscosa otkriven je novi antioksidacijski enzim koji se inducira u
stresnim uvjetima - XvPerl. Smatra se da ima ulogu u obrani nukleinskih kiselina u jezgri
tijekom stresnih uvjeta (Mowla et al., 2002). U vrsti B. hygrometrica je u uvjetima nedostatka
vode povecana koli¢ina GSH i aktivnost enzima za uklanjanje ROS poput polifenol oksidaze
(Jiang et al., 2007). U biljci H. rhodopensis je u uvjetima nedostatka vode izmjerena nekoliko
puta veca koncentracija ukupnih fenola, saharoze i nekih drugih spojeva (Moyankova et al.,
2014). Otkriveno je da polifenoli Stite membrane kloroplasta u uvjetima nedostatka vode i
rehidracije tako da ublazavaju Stetu uzrokovanu od strane ROS i pomazu u ponovnom

uspostavljanju fotosinteze kada se biljka oporavi od stresnih uvjeta (Georgieva et al., 2010).

11



2.6 Molekularni mehanizmi tolerancije isuSivanja

Molekularni mehanizmi DT u uskrsnulih biljaka istrazuju se od 1990-tih (Bartels et al., 1990)
te su klonirani brojni geni koji se induciraju tijekom isuSivanja (Ingram i Bartels, 1996; Farrant
et al., 2007; Farrant i Moore, 2011; Gechev et al., 2013; Gaff i Oliver, 2013). IstraZivanja su
razotkrila op¢i regulacijski modul u kojemu transkripcijski faktori kontroliraju ekspresiju gena
induciranih isuSivanjem. Biljke na uvjete nedostatka vode odgovaraju odmah razliitim
fizioloskim mehanizmima poput naglog povecanja koncentracije ABA koja je bitha u ABA-
ovisnim signalnim putevima. Otkriveni su i ABA-ovisni i ABA-neovisni signalni putevi u
aktivaciji ekspresije gena za toleranciju isusivanja. Za gene koji kodiraju obrambene proteine
poput aldehid dehidrogenaza, HSP i proteina LEA se smatra da su regulirani ABA-ovisnim
signalnim putevima (Wu et al., 2011). U vrsti B. hygrometrica geni za sintezu galaktinola
(BhGoLS1) i rafinoze (BhRFS) su inducirani pomo¢u ABA S§to znaci da se aktiviraju ABA-
ovisnim signalnim putevima. Aktivacija BhGoLS1 je postignuta regulacijom ABA-ovisnih
WRKY transkripcijskih faktora koji se vezu za W-kutiju u promotorskoj regiji BhGoLS1 i
poticu ekspresiju gena (Wang et al., 2009b). Istrazivanje na drugoj DT vrsti iz porodice
Gesneriaceae, H. rhodopensis otkrilo je sudjelovanje jasmonske (JA) i salicilne kiseline (SA)
te auksina i citokinina u odgovoru na isusivanje (Djilianov et al., 2013). Istrazivanja na vrsti H.
rhodopensis su pokazala da su JA i ABA zajedno zasluzne za stvaranje okidajuéeg signala za
odgovor na isuSivanje. (Georgieva et al., 2012; Dijilianov et al., 2013). Takoder, visoka
koncentracija SA, nakupljanje etilena te dinamicke promjene u koncentraciji auksin i citokinina
aktivno sudjeluju u odgovoru na isusivanje (Liu et al., 2018). U vrsti B. hygrometrica dokazano
je medudjelovanje ABA i kalcija u regulaciji ekspresije gena induciranih isuSivanjem, to¢nije
kalcij regulira ekspresiju gena BhC2DP1 induciranog isusivanjem (Zhang et al., 2012). Gen
BhC2DP1 kodira mali protein s jednom C2-domenom koja je sposobna vezati Ca®*.
Konstitutivna ekspresija tog gena u biljci A. thaliana rezultirala je ABA-hiperosjetljivim
fenotipom koji se mogao ,,spasiti dodatkom helatora Ca?* poput EGTA. Transkripcija gena
BhC2DP1 je inhibirana s ABA i EGTA, ali je potaknuta kada se ABA i EGTA primijene
zajedno. Ovi rezultati upucuju na to da je transkripcijska regulacija gena BhC2DP1 pomocu
ABA ovisna o Ca?* (Mitra et al., 2013). Kalcij je esencijalni makronutrijent koji ima klju¢ne
strukturne 1 signalne uloge te se u velikoj koli€ini nalazi u tlu na kojima zive uskrsnule biljke
(Ji et al., 2009). U uskrsnuloj vrsti C. plantagineum otkriven je novi regulator u mehanizmu
tolerancije od isuSivanja pod nazivom retroelement. Nekoliko istrazivanja otkrilo je da gen

CDT-1 koji je ABA-inducibilni retroelement usmjerava sintezu dvolancane 21pb male
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interferiraju¢e RNA (siRNA) koja utjece na aktivaciju i represiju gena za obranu od isusSivanja
(Hilbricht et al., 2008). Jos$ jedan tip regulacije mehanizama isuSivanja zasniva se na
modifikacija kromatina, to¢nije histonskim modifikacijama povezanim s tolerancijom
isuSivanja (Kim et al., 2010). Povecanje H3K4 trimetilacije i H3K9 acetilacije u vrsti A.
thaliana povezana je s ekspresijom gena odgovornih za obranu od stresa u uvjetima nedostatka
vode (Chinnusamy i Zhu, 2009). H3K4me3 modifikacija histona posreduje u brzoj indukciji
gena u ponovljenoj dehidraciji $to je znak memorije stresa u biljaka (Ding et al., 2012).
Mehanizmi tolerancije isuSivanja mogli bi se dublje prouciti, ali trenutna geneticka istrazivanja
su ograni¢ena nemoguéno$céu transformacije odredenih uskrsnulih vrsta poput B. hygrometrica
I nedostatku informacija o sekvencama genoma tih vrsta (Zhang et al.,, 2011). Pregled

mehanizama tolerancije isusivanja kod uskrsnulih biljaka prikazan je na slici 3.

Promjene u sastavu staniéne stijenke
poput redistribucije kalcija ili
modifikacije ksiloglukana

L) 1)

Morfolotke promjene
poput savijanja listova

Antioksidansi

Porast koncentracije
superoksid dismutaze,

peroksidaze i glutationa

Mehanizmi tolerancije isusvanja uskrsnulih
biljaka iz porodice Gesneriaceae

M ¥

Proteini povezani sa isufivanjem
Akumulacija HSP i proteina LEA

Ugljikohidrati Genetske modifikacije
Akumulacija saharoze, siRNA, prijenos signala i
trehaloze i rafinoze transkripcijski faktori

Slika 3. Pojednostavljeni prikaz mehanizama tolerancije isusivanja uskrsnulih biljaka iz porodice Gesneriaceae.

(Preuzeto i prilagodeno prema Dinakar et al., 2012)
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3. Zakljucak

Zahvaljujuéi velikom broju, morfoloskih, fizioloskih te genetickih obrambenih mehanizama
uskrsnule vrste porodice Gesneriaceae mogu prevladati ekstremne uvjete nedostatka vode.
Tijekom isuSivanja dolazi do savijanja listova kako bi se biljka obranila od svjetlosti visokog
intenziteta koja bi mogla uzrokovati stvaranje ROS u stanicama. Takoder, tijekom isuSivanja
dolazi do promjene sastava stani¢ne stijenke kako bi se zastitila stanicna membrana i o¢uvala
komunikacija medu stanicama. U uvjetima nedostatka vode fotosinteza je kod uskrsnulih
biljaka porodice Gesneriaceae inhibirana, ali proces fotosinteze se ponovno pokrece nakon
rehidracije, za razliku od vecine biljaka koje nemaju takvu prilagodbu. Tijekom perioda
isuSivanja uskrsnule biljke imaju dvije strategije za uspostavu fotosinteze nakon rehidracije.
HDT biljke zadrzavaju svoj klorofil 1 tilakoidne membrane tijekom perioda nedostatka vode
dok PDT biljke mogu ponovno rekonstruirati klorofil i tilakoidne membrane kad nastupe
povoljni uvjeti. Bitan mehanizam u stjecanju tolerancije isuSivanja je nakupljanje saharoze u
visokim koncentracijama koja stabilizira i §titi bioloSke membrane, a takoder ima ulogu
signalne molekule. U toleranciji isuSivanja dvije glavne vrste obrambenih proteina kod
uskrsnulih biljaka porodice Gesneriaceae su proteini LEA i HSP. Proteini LEA tijekom
isuSivanja sudjeluju u stabilizaciji proteina, nukleinskih kiselina i stani¢énih membrana, pomazu
u smanjenju razine ROS te sprjeCavaju agregaciju proteina dok HSP imaju ulogu Saperona
odnosno stabiliziraju novosintetizirane proteine kako bi poprimili pravilnu trodimenzionalnu
strukturu ili pomaZzu ponovnom smatanju proteina koji su se ostetili tijekom uvjeta nedostatka
vode. Obrambeni sustav od ROS u uskrsnulim biljkama sastoji se od neenzimskih (AsA, GSH,
tokoferol) i enzimskih (SOD, CAT, APX) komponenti koje se nalaze u razli¢itim stani¢nim
organelima. Biljke na uvjete nedostatka vode odgovaraju naglim poveéanjem koncentracije
ABA koja je bitha u ABA-ovisnim signalnim putevima u kojima transkripcijski faktori
kontroliraju ekspresiju gena induciranih isuSivanjem. Mehanizam tolerancije isuSivanja je
kompleksan proces koji obuhva¢a kombinaciju strukturnih promjena, metabolizma, promjene
na razini genske ekspresije i antioksidacijskih sustava u svrhu prezivljavanja uvjeta nedostatka

vode.

Iako su do sada provedena brojna istrazivanja mehanizama tolerancije isusivanja u uskrsnulim
biljkama koje se ubrajaju u razlicite porodice, brojna pitanja i dalje nisu u cijelosti odgovorena.
Novi mehanizmi tolerancije isuSivanja i dalje se otkrivaju, a neki od ranije poznatih se

preispituju. U svakom slucaju potrebno je nastaviti istrazivanja kako bi se u potpunosti
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razjasnili mehanizmi tolerancije isuSivanja. Saznanja o mehanizmima tolerancije nedostatka
vode mogla bi se primijeniti u dobivanju poboljsanih sorti poljoprivrednih biljaka. Te sorte bile
bi tolerantnije na uvjete nedostatka vode pa bi uzgoj bio mogu¢ u podruéjima s periodi¢nom ili
malom koli¢inom padalina te bi se tako pridonijelo rjeSavanju problema nedostatka hrane u

svijetu.
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5. Sazetak

Nedostatak vode ozbiljno ogranic¢ava rasprostranjenost biljaka i poljoprivrednu proizvodnju u
svijetu. Mali broj kritosjemenjaca nazvanih uskrsnule biljke ima izrazito u¢inkovite mehanizme
tolerancije isusivanja i Sposobnost potpunog oporavka nakon rehidracije. Velik broj uskrsnulih
vrsta otpornih na isuSivanje poput Boea hygrometrica, Haberlea rhodopensis i Ramonda
serbica pripada porodici Gesneriaceae. Ove biljke obitavaju na sjenovitim lezistima u
kamenitim podrucjima i u tlu bogatom kalcijem gdje je dostupnost vode periodi¢na i ograni¢ena
pa dolazi do brze i snazne dehidracije. Provedena su opsezna istrazivanja u cilju identifikacije
i razumijevanja fizioloskih, stani¢nih i molekularnih mehanizama tolerancije isuSivanja.
Mehanizmi tolerancije isusivanja prisutni u biljaka porodice Gesneriaceae su savijanje listova
1 promjena sastava stanicne stijenke, oCuvanje fotosintetskog aparata, akumulacija saharoze,
HSP, proteina LEA i enzima za obranu od ROS te promjena ekspresije gena. Istrazivanje i
razumijevanje mehanizama tolerancije isusivanja moze pridonijeti razvoju novih sorti biljaka
koje bi bile otpornije na isuSivanje te bi se mogle uzgajati u podru¢jima s manjom koli¢inom

dostupne vode.

6. Summary

Water deficiency seriously limits plant distribution and crop production worldwide. A small
group of angiosperm plants termed resurrection plants possess desiccation tolerance to
withstand dehydration and to recover fully upon rehydration. Good number of resurrection
desiccation tolerant species such as Boea hygrometrica, Haberlea rhodopensis and Ramonda
serbica are members of Gesneriaceae family. This plants grow on shady and rocky slopes rich
in calcium where water availability is limited so they are subjected to rapid and profound
desiccation. Many researches have been conducted for identification and understanding
physiological, cellular and molecular mechanisms of desiccation tolerance. Mechanisms of
desiccation tolerance that are used by resurrection plants from Gesneriaceae family are leaf
curling and structural changes in plant cell wall, protection of photosynthetic apparatus,
accumulation of sucrose, HSP, LEA proteins and ROS scavenging enzymes and changes in
gene expression. Further research and understanding of desiccation tolerance mechanisms
would contribute to development of new species that are resistant to desiccation and would be

able to grow in areas with small amount of available water.
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