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1. Uvod
Fruktani su polimeri koji se sastoje od fruktoze i terminalnih glukoznih ostataka, nalazimo

ih u razli¢itim organizmima, u bakterijama, nekim gljivama i u oko 15% biljaka (Arkel i sur.,
2013). S obzirom na polozaj veze izmedu fruktoznih ostataka, fruktane dijelimo u tri skupine:
(1) 6-vezani u levanu, fruktozne jedinice su vezane B(2,6) vezama; ovaj tip fruktana nalazimo
u bakterijama i u jednosupnicama, (2) 1-vezani u inulinu, fruktozne jedinice su vezane B(2,1)
vezama; inulin nalazimo u dvosupnicama, (3) mijeSani tip fruktana pronaden u porodici
Liliaceae u kojem se B(2,1) elongacija odvija na Cl1 1 na C6 atomu glukoznog ostatka

(Kawakami i Yoshida, 2005).

1.1. Fruktan u biljkama

Fruktan u biljkama ima ulogu rezervnog ugljikohidrata i najvise se skladisti u stabljici,
lukovici 1 glavnom korijenu, takoder igra i vaznu ulogu u zastiti biljke od susSe 1 hladnoce
(Wagner i Wiemken, 1987). Stabljika je¢ma zbog svoje morfoloske grade pohranjuje znatnu
koli¢inu fruktana koji se mobiliziraju iz stabljike u zrno poslije cvatnje §to znacajno utjece na
ukupni prinos zrna (Sprenger i sur., 1995). Fruktan je glavni izvor hranjivih tvari neophodan
za prezivljavanje biljke ispod snjeznog pokrivaca. U procesu klijanja fruktan se iskoristava
sve dok se fotosintezom ne stvori dovoljno ugljikohidrata za razvoj biljke. Duljina fruktanskih
lanaca varira od 10 pa sve do 200 fruktoznih jedinica i ovisi o biljnoj vrsti u kojoj se nalazi.
Biosintezu fruktana u biljkama kataliziraju enzimi saharoza: saharoza 1-fruktoziltransferaza
(1-SST), fruktan: fruktan-1-fruktoziltransferaza (1-FFT) i fruktan-1-egzohidrolaza (1-FEH)
(Arkel i sur., 2013).

1.2. Geni odgovorni za biosintezu i mobilizaciju

Sinteza fruktana zapocinje u vakuoli stanice pri ¢emu sudjeluju enzimi saharoza:
saharoza 1-fruktozil transferaza (1-SST) i saharoza: fruktan-6-fruktozil-transferaza (6-SFT).
Enzim fruktan-1-egzohidrolaza (1-FEH) hidrolizira nakupljene fruktane i time omogucava
njihovu remobilizaciju u fazi nalijevanja zrna (Vijn i Smeekens, 1999). Aktivnost gena
ukljucenih u procese sinteze i remobilizacije ovisna je 0 genotipu te uvjetima rasta i razvoja
biljke (Nemeth i sur., 2014). 1-SST Kkatalizira sintezu trisaharida-1-kestoze iz dvije molekule
saharoze, a 1-SFT Kkatalizira transfruktozilaciju izmedu fruktana. Enzim 1-FEH katalizira
razgradnju inulina hidrolizom terminalnih fruktoznih jedinica, pri ¢emu nastaju fruktoza i
inulin kraceg lanca. Saharoza: fruktan-6-fruktoziltransferaza (6-SFT) takoder ima vaznu

ulogu u biosintezi fruktana, 1-FFT sintetizira B(2,1) ogranke na oligomere fleina i graminana
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(skladisne ugljikohidrate porodice trava), koje sintetizira 6-SFT. Tako 6-SFT pridonosi
akumulaciji fruktana koji sadrze i B(2,1) i B(2,6) veze (Kawakami i Yoshida, 2005). 1-SST i
1-SFT su neobi¢ni po tome §to ne prate Michaelis- Menten-ovu Kinetiku, njihova aktivnost

ovisi 0 koncentraciji i supstrata i enzima (Koops i Jonker, 1996).

1.3. JeCam

JeCam (Hordeum vulgare L.) je jednogodis$nja biljka koja pripada porodici trava
(Poaceae), rod Hordeum, kao jednoj od najbrojnijih porodica koja zauzima oko 20 % ukupnog
biljnog pokrova na Zemlji (Jacobs i sur., 1999). Uz ostale Siroko rasprostranjene srodnike, u
porodicu trava, ubrajamo i druge vazne Zitarice: pSenicu, kukuruz, rizu i druge, koje imaju
vrlo znaéajnu ulogu u ishrani ljudi i Zivotinja. Vrsta Hordeum vulgare dijeli se u dvije
podvrste: Hordeum vulgare L. ssp. vulgare, kultivirani je¢am i Hordeum vulgare ssp.
spontaneum. Stabljika je¢ma sastavljena je od nekoliko ¢lanaka (internodija) na kraju kojih se
nalaze koljenca (nodiji), dok najvisi internodij nosi klas. Listovi su linearni, 5-15 mm Siroki u
alterniraju¢em rasporedu, gradeni su od rukavca i plojke, uski i jezicca. Rukavac u potpunosti
obavija stabljiku. Stabljika i rukavac mogu sadrzavati antocijane. Cvjetovi je¢ma skupljeni su
u klas koji se sastoji od clankovitog klasnog vretena. Klasi¢i su, u tripletima, naizmjeni¢no
rasporedeni s obje strane glavne osi (lat. rachis) koja je zapravo produzetak stabljike. Kod
viserednog je¢ma sva tri klasa su razvijena i plodna za razliku od dvorednog gdje je samo
srednji razvijen i plodan, a bo¢ni su sterilni. Gradeni su od dvije slaborazvijene pljeve (lat.

glumae) i cvijeta koji uz tucak i prasnike sadrzi pljevice koje na vrhovima prelaze u osje.

1.4. Cilj rada

Fruktani predstavljaju znacajne rezerve ugljikohidrata u stabljici, te vrlo znacajno
utjeCu na konac¢nu ukupnu masu zrna, a time i na prinos. Rezerve fruktana pohranjene u
stabljici transportiraju se u zrno tijekom faze nalijevanja zrna te tako doprinose 25-30%
ukupnoj masi zrna u normalnim razvojnim uvjetima. Ucinkovitost mobilizacije fruktana

odredena je genotipom i okolisnim ¢imbenicima.
Neposredni ciljevi:

1. Odrediti sadrzaj fruktana u stabljici jarog jecma sorte Astor tijekom cetiri razvojne faze:

klasanje, cvatnja, nalijevanje zrna i zrioba.

2. Utvrditi ekspresiju gena za saharoza: saharoza-1-fruktozil-transferazu (1-SST) i

saharoza: fruktan-6-fruktozil transferazu (6-SFT) ukljucenih u sintezu fruktana i gena za
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fruktan-1-egzohidrolazu (1-FEH) ukljuc¢enu u mobilizaciju fruktana u stabljici sorte

Astor tijekom razvoja.

2. Materijal i metode

2.1. Biljni materijal i uzorkovanje

Uzorci stabljike dvorednog jarog je¢ma sorte Astor prikupljani su u razdoblju od
svibnja do lipnja 2014. godine. Sorta je uzgajana na pokusnim poljima Poljoprivrednog
instituta Osijek na parcelama veli¢ine 7,56 m? s normom sjetve od 450 zrna/m?, rasporedenim
prema slucajnom blok rasporedu Tlo je aluvijalno pH u IM KCI: 5,90, humus 3,0%,
P,0s=27,0 mg/100g, K»0=25,9 mg/100g, vrlo dobre plodnosti (Lali¢ i sur., 2009).
Uzorkovanje je zapocelo s fazom klasanja nakon ¢ega su uzorci stabljike prikupljani svakih
desetak dana, ovisno o vremenskim uvjetima, ¢ime su obuhvaceni razvojni stadiji: cvatnja,
nalijevanje zrna 1 zrioba. Faze su odredene na temelju fenotipskih karakteristika koristeci
Zadoksovu razvojnu skalu (Zadoks, 1974). Za analize su koristena tri donja internodija
pocevsi s donjim, ujedno i najstarijim, kao prvim internodijem (I) i nastavljajuci prema vrhu
stabljike slijedio je drugi (II) pa trec¢i (III) internodij. Biljni materijal je smrznut u tekuéem
dusiku i1 pohranjen na -80°C. Analiza sadrzaja fruktana obuhvatila je sve Cetiri razvojne faze,

a ekspresija gena mjerena je u tri razvojne faze: klasanja, cvatnja i nalijevanje zrna.

2.2. Ekstrakcija i odredivanje sadrzaja fruktana u internodijima

Uzorci biljnog tkiva samljeveni su na mlinu (Retsch, Njemacka) koriste¢i sito s
veli¢inom otvora promjera 0,5 mm i osuseni u suSioniku pri 65°C tijekom 48 sati. Nakon ¢ega
su uzorci ekstrahirani s 80% etanolom u vodenoj kupelji na 80°C tijekom 30 minuta,
centrifugirani na 1000 g, a supernatant je dekantiran. Postupak je ponovljen Cetiri puta. U
zavrsnom koraku talog je opran s 96% acetonom 1 uzorci su osuSeni preko noc¢i u suSioniku
pri 70°C. Za ekstrakciju fruktana odnosno ugljikohidrata topljivih u vodi, 25 mg suhog taloga
inkubirano je s destiliranom vodom na 90°C u vodenoj kupelji. Bazdarna krivulja izradena je
koriste¢i fruktozu (1 mg/mL) kao standard. Sadrzaj fruktana u supernatantu odreden je
spektrofotometrijski koriste¢i rezocinol reagens (Ashwell, 1957). Rezultati su izraZeni kao

ekvivalent fruktoze (ug po g suhe tvari).



2.3. lzolacija ukupne RNA

U sterilne tube od 12 mL odvagano je oko 0,3 - 0,4 g tkiva nakon ¢ega je dodano 2 mL
TRI Reagent® (Sigma, T9424). Uzorci su kratko promijeSani na mijeSalici i inkubirani 5
minuta na sobnoj temperaturi nakon C¢ega je dodano 0,4 mL mjeSavine
kloroforma:izoamilnog alkohola u omjeru 1:1 (v/v). Otopina je snazno promijeSana i
centrifugirana 25 minuta na 3310 g i 4°C. Nakon centrifugiranja vodena faza je prenesena u
nove tubice i precipitirana dodatkom jednakog volumena izopropanola te ponovo
centrifugirana 20 minuta na 16 000 g i 4°C. Dobiveni talog opran je s 1 mL 75% etanola u
vodi tretiranoj dietil-pirokarbonatom (DEPC) i ponovno centrifugiran. Nakon suSenja na
zraku talog je otopljen u 100 uL DEPC vode. Za precipitaciju RNA dodano je 100 pL 5M
litijevog klorida (LiCl), a otopina je ostavljena preko noc¢i u hladnjaku na 4°C. Uzorci su
centrifugirani 30 minuta na 16 000 g, talog je opran s 1 mL 75% etanola i centrifugiran 5

minuta na 4°C i 8000 g. RNA je resuspendirana u 25 uL DEPC vode i pohranjena na -80°C.

2.4. Odredivanje koncentracije RNA u uzorcima

Koncentracija RNA u uzorcima izmjerena je spektrofotometrijski (NanoVue) na
valnim duljinama od 230, 260 i 280 nm koriste¢i 2 uL uzorka i destiliranu vodu kao slijepu
probu. Omjer Aoeo/Azeo Ukazuje na kontaminaciju RNA s genomskom DNA, a omjer
Aze0/A230 pokazuje kontaminaciju sa solima, fenolom ili proteinima. Oba omjera kretala su se

oko 2,0 sto je ukazivalo na ¢istu RNA u uzorku.

2.5. Sinteza cDNA

Uzorci RNA tretirani su s DNazom (DNase I, Amplification grade, Invitrogen) prema
protokolu proizvodaca. Na 1 ug RNA dodano je 1 pL 10x reakcijskog pufera, 1 uL DNaze (1
U/ uL) i DEPC vode do ukupnog volumena od 10 pL. Nakon ¢ega je uslijedila inkubacija na
sobnoj temperaturi (ne duze od 15 minuta), zatim je dodano 1 pL 25 mM EDTA (pH=8,0) i
uzorci su inkubirani 10 minuta na 65°C s ciljem inaktivacije DNaze. Na prethodno
pripremljene uzorke RNA dodano je 10 pL reakcijske smjese za obrnuto prepisivanje (eng.
reverse transcription, RT) prema protokolu proizvodaca (Applied Biosystems): 1x PCR Gold
Buffer, 1 mM MgCl, 0,2 mM smjesa dNTP , 2,5 uM oligo d(T)is pocetnice, 1U/uL
inhibitora RNaze (RNasin, Promega) i 2,5 U/uL MuLV reverzne transkriptaze u kona¢nom
volumenu reakcije od 20 pL. Svi koraci izvodeni su na ledu. Reakcija sinteze cDNA odvijala
se prema slijedec¢em protokolu: 10 minuta na 25°C, 25 minuta na 42°C, 5 minuta na 99°C i 5

minuta na 5°C. Uzorci su pohranjeni na -20°C.



2.6. Izrada pocetnica

Za analizu ekspresije gena koji sudjeluju u biosintezi fruktana odabrani su geni
saharoza-saharoza fruktozil transferaza (1-SST), saharoza: fruktan-6 fruktozil transferaza (6-
SFT) i 1-egzohidrolaza (1-FEH), a kontrola ekspresije je gen dehidrogenaza gliceraldehid 3-
fosfata (GAPDH) koji pripada skupini konstitutivnih gena (engl. housekeeping genes) koji su
odgovorni za odrzavanje osnovnih funkcija stanice i1 Cija ekspresija je konstantna pri
normalnim i patoloskim uvjetima, odnosno ne mijenja se u ovisnosti o eksperimentalnim
uvjetima. Pocetnice su izradivane na temelju sljedova istrazivanih gena pohranjenih u bazi
EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/embl) pod pristupnim brojevima: AJ60533 za 1-FEH,
X83233 za 6-SFT, AJ567377 za 1-SST ). Odabrane pocetnice dizajnirane si programom
Primer3Plus (Untergasser i sur., 2007). Pocetnice korisStene u PCR reakcijama nalaze se u
tablici 1. PoCetnice su otopljene u sterilnoj ultra ¢istoj vodi u pocetnoj koncentraciji od 100

uM i razrijedene do 10 uM. Sve otopine su cuvane na -20°C.

Tablica 1. Nukleotidni sljedovi pocetnica koriSteni u reakcijama PCR i RT-PCR.

Naziv gena | Uzvodna pocetnica (F) 5'->3" Nizvodna poé¢etnica (R) 3'->5' ;::'glclifjllil?a
1-FEH GATCCCTCTGGACCGATGTA | GGTCCAGCAACCGTCTATGT | 183 pb
1-SST GTGCTGTACGTGCTCAAGGA | CACGGGGTCGTAGAATGACT | 177 pb
6-SFT AGATGGACTCGGCACACAA | GGTTGTGCAGAATGATTCGAT | 153 pb
HvVGAPDH [ ATCATTCCAAGCAGCACTGG [ GCCATTCCAGTCAACTTTCC 600 pb

2.7. Semi-kvantitativno mjerenje ekspresije gena

Kvaliteta pocetnica prethodno je provjerena lanéanom reakcijom polimeraze (engl.
Polymerase Chain Reaction, PCR) usporeduju¢i veli¢inu odsjecka genomske DNA i cDNA.
Takoder, za svaki gen je odreden optimalan broj ciklusa u kojem je umnazanje PCR
produkata linearno. Reakcijska smjesa sastojala se od 10 pL 2x Takara Emerald Mix
(Clontech) koji sadrzi polimerazu, PCR pufer, dNTP smjesu i MgClz, 150 nM uzvodne i
nizvodne pocetnice za referentni gen (HVGAPDH), 1 uL cDNA kalupa i 50 ng prethodno
izolirane genomske DNA kao pozitivne kontrole. Negativna kontrola sadrzavala je
odgovaraju¢i volumen sterilne destilirane vode umjesto CDNA kalupa. Reakcija PCR za gen
HVGAPDH odvijala se prema sljede¢em protokolu: inicijalna denaturacija 2 minute i 30 s na
95°C, 38 ciklusa denaturacije na 95°C 45 s, prianjanje pocetnica na 64°C 45 s, produljivanje

lanca na 72°C 1 minutu i 30 s, nakon Cega je uslijedilo zavr$no produljivanje na 72°C u




trajanju od 3 minute i hladenje na 4°C. Nakon denzitometrije na osnovu dobivenih podataka
odredena potrebna koli¢ina ¢cDNA za normalizaciju ekspresije gena HVGAPDH u svim
uzorcima. Ekspresija gena 1-FEH, 1-SST i 6-SFT u internodijima je¢ma izmjerena je Semi-
kvantitativno usporedujuéi razinu ekspresije u uzorcima mjerenjem koli¢ine PCR produkta i
usporedujudi je s referentni genom HVGAPDH. Za gene 1-SST, 6-SFT i 1-FEH provedene su
PCR reakcije koriste¢i 150 nM pocetnice i 0,9 do 1,7 pL ¢cDNA, ovisno o uzorku, prema
slijede¢em protokolu: inicijalna denaturacija 2 minute i 30 s na 95°C, 38 ciklusa denaturacije
na 95°C 45 s, prianjanje pocetnica na 60°C 45 s, produljivanje lanca na 72°C 1 minutu i 30 s,
nakon cega je uslijedilo zavrsno produljivanje na 72°C u trajanju od 3 minute i hladenje na
4°C. Ekspresija gena mjerila se u tri internodija sorte jarog jeCma Astor i obuhvacala je tri

razlicite razvojne faze: klasanje, cvatnja i nalijevanje zrna.

2.8. Elektroforeza DNA odsjecaka u agaroznom gelu

Nakon PCR reakcije 9 uL svakog PCR produktna naneseno je na 2% agarozni gel u
1X TAE puferu (Tris-acetat EDTA, pH=8,0). Uzorci su razdvojeni na gelu pri 100V. Za
odredivanje veli¢ine produkata koristen je 50 kb DNA biljeg (Sigma). Gelovi su skenirani i
intenzitet PCR produkata izmjeren je koriste¢i program Kodak D 3.6 (Kodak).

2.9. Statisticka obrada podataka

Podaci o sadrzaju fruktana u internodijima obradeni su analizom varijance (engl.
ANalysis Of VAriance, ANOVA) pri ¢emu je koristen DMRT (engl. Duncan multiple range
test) za analizu znacajnosti. Sve analize provedene su uz pomo¢ racunalnog programa

Statistica 7.1. (StatSoft, Inc. 2005).



3. Rezultati

3.1. Sadrzaj fruktana u stabljici

Najvise fruktana u stabljici je¢ma utvrdeno je u fazi nalijevanja zrna, a najmanje u fazi
zriobe jer je pocela mobilizacija prema zrnu zbog povecanja udjela suhe tvari i smanjenja
fotosintetskih procesa u biljci (slika 1).

U fazi klasanja najvise fruktana sadrzi prvi internodij, a najmanje tre¢i intrenodij.
Tijekom cvatnje sadrzaj fruktana se povecava u svim internodijima, a najveci sadrzaj izmjeren
je u drugom internodiju. U normalnim razvojnim uvjetima rezerve fruktana nakupljaju se u
nizem dijelu stabljike prije i to je vidljivo smanjenjem koli¢ine inulina u prvom, a povecanjem
u drugom i tre¢em internodiju tijekom cvatnje. U fazi nalijevanja zrna sadrzaj fruktana ne
mijenja se u trecem internodiju za razliku od prvog i drugog internodija. U 0voj razvojnoj

fazi, u drugom internodiju, izmjeren je i ukupno najveci sadrzaj fruktana.
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Slikal. Sadrzaj fruktana u internodijima sorte Astor u razli¢itim razvojnim fazama: klasanje,
cvatnja, nalijevanje zrna 1 zrioba izrazen kao mikrogram ekvivalenta fruktoze po gramu suhe
tvari (ug ekv. fruktoze/g suhe tvari). RazliCito slovo oznacava statisticku znacajnost P<0,05.

Stupci predstavljaju srednju vrijednost £ standardna devijacija (SD).

3.2. Ekspresija gena ukljucenih u sintezu i remobilizaciju fruktana
Enzimi 1-SST i 6-SFT sudjeluju u sintezi fruktana, a enzim 1-FEH sudjeluje u

razgradnji i remobilizaciji fruktana iz stabljike u zrno. Rezultati analize pokazuju da je



ekspresija gena odgovornog za enzim 1-SST najveca u drugom internodiju u fazi klasanja i
nalijevanja zrna te u treCem internodiju u fazi cvatnje, dok u prvom internodiju tijekom
nalijevanja zrna uopée nema ekspresije gena 1-SST (slika 2), ali i ni jednog drugog
proucavanog gena (1-FEH i 6-SFT). Ekspresija gena za enzim 6-SFT najslabija je od sva tri
gena i u fazi nalijevanja zrna je gotovo i nema, a najjaca ekspresija uocava se U treCem
internodiju tijekom klasanja i u prvom i tre¢em internodiju tijekom cvatnje. Ova dva enzima
odgovorna su za sintezu fruktana i medusobno su povezani $to je vidljivo u fazi klasanja i u
fazi nalijevanja zrna. Naime, tamo gdje je pojacana ekspresija 1-SST, smanjena je ekspresija
gena 6-SFT i obrnuto. Ekspresija gena za enzim 1-FEH, koji sudjeluje u mobilizaciji fruktana
postupno raste, s izuzetkom u prvom internodiju faze nalijevanja zrna, gdje nema nikakve
ekspresije. Ekspresija gena 1-FEH najveca je u tre¢em internodiju u fazi cvatnje te u drugom i

tre¢em internodiju u fazi nalijevanja zrna.
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Slika 2. Ekspresija gena za saharoza: saharoza 1-fruktozil transferazu (1-SST), saharoza:
fruktan-6-fruktozil-transferazu (6-SFT) te gena za fruktan-1-egzohidrolazu (1-FEH) u prvom
(I), drugom (II) i tre¢em (III) internodiju tijekom tri razvojne faze je¢ma: klasanje, cvatnja i

nalijevanje zrna.



4. Rasprava

Sinteza fruktana potaknuta je u uvjetima kada produkata fotosinteze ima u suvisku,
odnosno kada se pojavi suvisak saharoze u biljkama. Smatra se da takav mehanizam sinteze i
pohrane ugljikohidrata u spremi$na tkiva omogucava biljci daljnje odvijanje procesa
fotosinteze (Wagner i sur., 1983). U ovom radu rezultati pokazuju porast sadrzaja fruktana u
internodijima od klasanja do nalijevanja zrna. Najveci sadrzaj fruktana izmjeren je u fazi
nalijevanja zrna, a namanju u fazi zriobe (slika 1) $to je u suglasnosti s prijaSnjim
istrazivanjima (Pollock i Cairns, 1991). Rana akumulacija fruktana pruza zastitu od hladnoce
(Gaudet i sur., 2001), Sto dobiveni rezultati potvrduju budué¢i da u fazi klasanja najvise
fruktana sadrzi prvi internodij. Najmanje fruktana u fazi klasanja sadrzi tre¢i internodij jer
mobilizacija tek pocinje, zato u fazi cvatnje dolazi do porasta u drugom i trecem internodiju.
Faza nalijevanja zrna je najbogatija fruktanima, u prvom i drugom internodiju dolazi do
znacajnog porasta sadrzaja fruktana, dok tre¢i internodij sadrzi podjednako fruktana kao i u
fazi cvatnje. U zriobi uocljiv je znacajan pad sadrzaja fruktana u svim internodijima (slika 1).
Drugi internodij mogao bi imati ulogu premosnika tijekom mobilizacije fruktana zbog toga
§to dolazi do opadanja koncentracije fruktana idu¢i prema visim dijelovima stabljike (Shiomi
I sur., 2006). Ta pojava dolazi do izraZaja u fazama cvatnje i nalijevanja zrna kada drugi
internodij prednjaci s najvecom koncentracijom fruktana. Sinteza fruktana zapoCinje u vakuoli
stanice pri ¢emu sudjeluju enzimi saharoza: Saharoza- fruktozil-1-transferaza (1-SST) i
saharoza: fruktan-6-fruktozil-transferaza (6-SFT). Enzim fruktan-1-egzohidrolaza (1-FEH)
hidrolizira nakupljene fruktane i time omoguéava njihovu remobilizaciju u fazi nalijevanja
zrna. Aktivnost gena ukljucenih u procese sinteze i remobilizacije ovisni su 0 genotipu te
uvjetima rasta i razvoja biljke (Khoshro i sur., 2014). Tijekom razvoja se mijenja aktivnost
gena odgovornih za sintezu i mobilizaciju fruktana. Tako se ekspresija gena 1-SST povecéava
tijekom klasanja i cvatnje te je najveca u trecem internodiju, a tijekom faze nalijevanja zrna u
drugom internodiju (slika 2). U prvom internodiju tijekom faze nalijevanja zrna nije uoc¢ena
ekspresija ovoga gena. Gen 6-SFT je u pocetku nije eksprimiran ili je vrlo slabo aktivan, u
cvatnji dolazi do porasta ekspresije nakon cega opet opada. Do znacajnijeg povecanja
ekspresije dolazi u trecem internodiju u fazi klasanja jer je prije toga ekspresija gena 6-SFT
bila vrlo mala (slika 2). U drugom internodiju tijekom cvatnje nije zabiljeZena ekspresija ovog
gena, kao i u prvom internodiju u fazi nalijevanja zrna, a u drugom i tre¢em internodiju
ekspresija je vrlo niska, kao i u fazi klasanja. lako geni 1-SST i 6-SFT imaju istu zadacu, a to

je sinteza fruktana, njihova ekspresija je razli¢ita. Do te pojave dolazi jer su ta dva gena
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regulirana na drugaciji nacin, kako na razini transkripcije (mMRNA), tako i na proteinskoj
razini. Oba gena su aktivirana citoplazmatskom saharozom, ali 1-SST ima nizi prag za
saharozu od 6-SFT, zbog ¢ega aktivnost 1-SST brze raste, ali i pada. Iz tog razloga je 1-SST
klju¢an u kontroli sinteze fruktana. Slijedovi mMRNA za gene 1-SST i 6-SFT vrlo su sli¢ni (70
%), no njihove 5'- i 3'- UTR regije imaju vrlo malo sli¢nosti (36 %) i moguce je da te razlike
utjeCu na njihovu razlicitu aktivnost (Nagaraj i sur., 2004). Ekspresija gena 1-FEH postupno
se povecava tijekom razvoja sto ukazuje na pocetak mobilizacije fruktana u stabljici. Najveca
ekspresija utvrdena je u fazi cvatnje i nalijevanja zrna. Tijekom cvatnje ekspresija gena 1-
FEH nesto je ve¢a u prvom i tre¢em, nego u drugom internodiju. U klasanju je najveca
ekspresija u drugom internodiju, ali to je ujedno i faza u kojoj je utvrdena najniza ekspresija
gena 1-FEH bududi da je to ujedno i faza u kojoj se pojacava sinteza fruktana u biljci.
Ekspresija gena 1-FEH povecava se tijekom razvoja te kada dostigne maksimalnu vrijednost
(treci internodij tijekom cvatnje), njegova ekspresija se smanjuje ili ostaje konstantna.

Razlike u sadrzaju fruktana objasnjavaju razliite aktivnosti gena odgovornih za
stvaranje B (2,6) veza u razli¢itim fazama razvoja (Jondi i sur., 2012). Uvjeti koji vode do
povecanja koncentracije saharoze i inicijacije sinteze fruktana praceni su porastom aktivnosti
1-SST. Prekid inicijacije sinteze fruktana uzrokuje izlaganje tami ili inhibicija ekspresije
gena, sto je popraceno padom aktivnosti 1-SST (Pollock i Cairns, 1991). Postupno povecanje
sadrzaja fruktana u drugom i tre¢em internodiju odgovara kombiniranom porastu ekspresije
gena 1-SST i 6-SFT. Do znacajnog porasta ekspresije gena 6-SFT dolazi u trecem internodiju
u fazi klasanja, §to je popraceno i porastom sadrZaja fruktana u tom internodiju u fazi cvatnje.
Porast sadrzaja fruktana prati promjena u ekspresiji gena 1-SST i 6-SFT, a smanjenje sadrzaja
fruktana povezano je s povecanjem ekspresije gena 1-FEH. Gen 1-FEH aktivan je u
skra¢ivanju lanaca fruktana u nastajanju tijekom sinteze (Van den Ende i sur., 2003).
Njegova ekspresija raste tijekom razvoja te je popracena smanjenjem koncentracije fruktana.
Aktivnost gena 1-FEH raste sve do faze nalijevanja zrna (slika 2) jer dolazi do poveéane
mobilizacije rezervi fruktana (slika 1) u stabljici Sto je u suglasnosti s prijasnjim
istrazivanjima (Wardlaw i Willenbrink, 2000).

Razumijevanje procesa sinteze i remobilizacije fruktana tijekom razvoja je¢ma
doprinosi procesima selekcije 1 oplemenjivanja sorti s bogatim sadrzajem fruktana u cilju
povecanja prinosa i kvalitete zrna §to ujedno povecava i proizvodnju jeCma osim za potrebe

privrede i za industriju zdrave hrane.
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5. Glavni rezultati i zakljucci

1.  Sadrzaj fruktana raste tijekom razvoja i najveci je u fazi nalijevanja zrna, a najmanji u
fazi zriobe.

2. Najveci sadrzaj fruktana izmjeren je u drugom i treem internodiju u fazi nalijevanja
zrna.

3. Ekspresija gena saharoza: saharoza-1-fruktozil-transferaza (1-SST) poveéava se od
prvog do treCeg internodija u fazi klasanja, a u fazi cvatnje podjednaka je u sva tri
internodija. Najmanja ekspresija ovog gena uocCava se u prvom internodiju u fazi
nalijevanja zrna.

4. Gen za saharoza:fruktan-6-fruktozil-transferazu (6-SFT) ima najveéu ekspresiju
tijekom cvatnje u drugom i trecem internodiju.

5. Enzim fruktan-1-egzohidrolaza (1-FEH) sudjeluje u razgradnji i mobilizaciji fruktana
pa se i ekspresija gena odgovornog za ovaj enzim poveéava tijekom razvoja od
klasanja do nalijevanja zrna sto ukazuje na pocetak mobilizacije fruktana iz stabljike u

ZIno.
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