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1. UVOD

1.1.p-Kriptogein — bioticki elicitor

Pojam elicitor koristen je iskljuCivo za tvari koje su poticale sintezu fitoaleksina, no
sada se koristi za sve tvari koje poti¢u obrambeni odgovor biljke (Ebel i Cosio 1994).
Indukcija obrambenog odgovora biljaka elicitorima moze dovesti do pojacanog otpora biljke.
Elicitori su klasificirani kao bioti¢ki ili abioti¢ki, ovisno o njihovom podrijetlu i strukturi
molekule (Boller 1995, Ebel i Cosio 1994). Abioticki elicitori su tvari koje nisu bioloskog
podrijetla, a podrazumjevaju kemijske, fizi¢ke i hormonalne ¢imbenike. Bioticki elicitori su
tvari bioloskog podrijetla te ukljuuju razne plijesni, bakterije, viruse, fitokemikalije te
komponente stani¢ne stijenke koje se otpusStaju na mjestu napada patogena ili biljojeda (Naik
i Al-Kayri 2016, Radman i sur. 2003). Oni induciraju obrambeni odgovor biljke, te se koriste
pri proizvodnji sekundarnih metabolita (Zhao i sur. 2005).Opéenito tretmani biotiCkim
elicitorima se koriste za povecanje otpornosti biljke na patogene te i na druge okoliSne
¢imbenike. Elicitori su jedan od vaznih faktora koji djeluju kao prekidaci za povecanje
sinteze sekundarnih metabolita, korisnih bioaktivnih spojeva u kulturama stanica (Gaid i sur.
2011), te je elicitacija je jedna od najznacajnijih metoda za povecanje proizvodnje
sekundarnih metabolita. Elicitor igra vaznu ulogu u poticanju kaskadnih puteva prijenosa
signala koji pokre¢e povecanu ekspresiju gena potrebnih za sintezu sekundarnih biljnih
metabolita (Shinde i sur. 2009, Verma i sur. 2014). Jednako tako, primjenom elicitora u
biljkama se aktiviraju signalni putevi unutarstani¢ne obrane (Odjacova i Hadjiivanova 2001,
Garcia-Brugger i sur. 2006). Koncentracija elicitora igra vaznu ulogu u procesu elicitacije.
Pri visokim dozama potice se hipersenzitivni odgovor, $to dovodi do stani¢ne smrti, dok je
samo optimalna razina potrebna za indukciju (Mukandan i Hjorosto 1987, Collinge i
Susarenka 1990).

Elicitini su skupina malih proteina, tzv. proteinski elicitori koje luce vrste roda
Phytophthora. To su vrlo konzervirani holoproteini veli¢ine 10 kDa. Smatraju se glavnim
odrednicama u obrambenom odgovoru duhana protiv oomiceta, jer prociS¢eni elicitini, sami 1
pri niskim koncentracijama, mogu izazivati snazne obrambene reakcije. Nazivaju se joS i
oomicetalni fitopatogeni. Dvije su strukturne skupine elicitina, a i S-elicitini (LIoyd 1995). a-

Elicitini su kiseli proteini koji imaju valinski aminoskiselinski ostatak na 13. mjestu, dok su



p-elicitini bazi¢ni proteini te na istom mjestu sadrze lizinske ili treoninske ostatke.
Aminokiselinski ostatak na 13. mjestu je aktivno ili regulatorno mjesto klju¢no za toksi¢nost
(Fefeu i sur. 1997). p-Elicitini uzrokuju vise nekroza i samim time pruzaju bolju zastitu od
napada patogena (Lloyd 1995).

[-Kriptogein pripada skupini elicitina koji sadrze sterole i svojstva za prijenos lipida
tekoji su sposobni izazvati obrambenu reakciju na patogene, ukljucujuéi ekspresiju
obrambenih gena i sustavno stec¢enu otpornost (SAR) (Ponchet i sur 1999, Osman i sur. 2001,
Blein i sur. 2002, Buhot i sur. 2004, Garcia-Brugger i sur. 2006). Proizvodi ga oomiceta
Phytophthora cryptogea,a sastoji se od 5 konzerviranih a-petlji, a s druge strane nalazimo
kljunastu strukturu koju oblikuju 2 antiparalelne B-ploce i Q-petlje (Bourque i sur. 1999)
(Slika 1). Istrazivanja na suspenziji duhanskih stanica pokazala su kako f-kriptogein inducira
fosforilaciju proteina, protok kalcija, efluks klora i kalcija, depolarizaciju membrane,
aktivaciju membranske NADPH-oksidaze, aktivaciju protein-kinaza, te ekspresiju
obrambenih gena kao i stvaranje reaktivnih kisikovih tvari (engl. Reactive Oxygen Species,
ROS) (Viard i sur. 1994, Tavernier i sur. 1995, Pugin i sur. 1997, Lebrun-Garcia i sur. 1998,
Kieffer i sur. 2000, Leborgne-Castel i sur. 2008). Do ovih dogadaja dolazi nakon vezanja f-
kriptogeina na specificne receptore (glikozilirani heterodimerni proteini) smjestene na
plazma membrani stanice (Bourque i sur. 1999). Vazan oblik biljne obrane je hipersenzitivni
odgovor u kojem dolazi do brze stanicne smrti oko mjesta infekcije kako bi se ogranicio rast
patogena. Jedan od najranijih odgovora biljaka na djelovanje g-kriptogeina je proizvodnja
ROS-a. Provedena istrazivanja pokazala su kako p-kriptogein uzrokuje brzu proizvodnju
ROS-a u biljkama nekoliko minuta nakon percepcije patogena, dok daljnja akumulacija ROS-

a u konacnici rezultira smréu stanice (Grant i Loake 2000).



Slika 1. Struktura g-kriptogeina. (Izvor: Web 1)

1.2. Reaktivne kisikove tvari i oksidacijski stres

Jedna od najvaznijih funkcija biljnih stanica je sposobnost da reagiraju na promjene u
svojoj okolini. Razli¢iti okolisni ¢imbenici kao $to su npr. promjena temperature, salinitet,
susa, poplave i drugo mogu uzrokovati oksidacijski stres u stanici. Oksidacijski stres se
definira kao pomak ravnoteze u stani¢énim oksidacijsko - redukcijskim reakcijama u smjeru
oksidacije. Rije¢ je o stanju prekomjernog stvaranja velike koli¢ine ROS-a, kao $to su
superoksidni radikal (O,"), hidroksilni radikal (OH"), perhidroksil radikal (HO," ), alkoksil
(RO") i peroksil (RO,") radikal, vodikov peroksid (H-0,), singletni kisik (*O, ) i 0zon (O3)
(Arora i sur. 2002, Halliwell 1996), pri cemu dolazi do gubitka ravnoteZe stvaranja slobodnih
radikala 1 moguc¢nosti neke stanice da ih razgradi, a rezultira promjenama vezanim uz

oStecenje stanica. ROS su reaktivne molekule koje djeluju tako da stupaju u interakciju sa



razli¢itim stani¢nim molekulma i samim time smanjuju ili potpuno uniStavaju njihovu
funkciju (Foyer i Noctor 2001, Vranova i sur. 2002). U normalnim uvjetima, ROS se
pojavljuju u stanicama kao Stetni nusprodukti, nastali kao rezultat uzastopne redukcije
molekularnog kisika. Pri povecanju razine ROS-a u stanici ukljucuje se enzimski i

neenzimski antioksidacijski sustav koji ih u¢inkovito uklanja (Cassells i Curry 2001).

1.2.1. Pokazatelji oksidacijskog stresa

1.2.1.1. Vodikov peroksid

H,0; je reaktivni oblik kisika koji se aktivno stvara u stanici, a preteca je brojnim
drugim radikalima. Relativno je stabilan spoj koji ima dug Zivotni vijek te djeluje 1 kao
signalna molekula jer prolazi kroz stanicne membrane (Wojtaszek 1997). H,O; ima vaznu
ulogu u nepovoljnim Zivotnim uvjetima, omogucava biljci stjecanje otpornosti U Stresnim
uvjetima (Dat i sur. 2000). Sudjeluje u mnogim mehanizmima rezistencije, ukljucujuci
jacanje stanicne stijenke, proizvodnju fitoaleksina, poboljSanje otpornosti na stres (Dempsey
I Klessig 1995). Takoder je dokazano kako H,0, djeluje kao klju¢ni regulator u Sirokom
rasponu fizioloSkih procesa kao Sto je senescencija (Peng i sur. 2005), fotorespiracija i
fotosinteza (Noctor i Foyer 1998), otvaranje i zatvaranje puci (Bright i sur. 2006), stani¢ni
ciklus (Mittler i sur. 2004) te rast i razvoj (Foreman i sur. 2003).

Do pojacanog stvaranja H,O, dolazi izlaganjem biljke stresnim uvjetima (Foyer i sur.
1997). U odredenoj mjeri visak akumulacije H,O, moze dovesti do oksidacijskog stresa kod
biljaka, koji potom aktivira stanicnu smrt. Razina HyO, u stanicama regulirana je Sirokim
rasponom antioksidacijskih enzima od kojih su najvazniji katalaza (CAT) 1 razlicite
peroksidaze (POD) koje uklanjaju H,O, prevodenjem u vodu. Odrzavanje koncentracije
H20; u stanici na odgovarajucoj razini moZe potaknuti razvoj biljke i povecati njezinu

otpornost na okoliSne stresore (Neill i sur. 2002).
1.2.1.2. Lipidna peroksidacija
Lipidna peroksidacija (LPO) bioloskih membrana je najocitiji simptom oksidacijskog

stresa u biljaka (Labudda 2013). Peroksidacija lipida moze se opisati kao proces u kojem

oksidansi, kao §to su slobodni radikali, napadaju lipide a ponajvise visestruko nezasicene



masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids, PUFA). Glavna mjesta napada u
molekulama fosfolipida su dvostruke veze izmedu dva ugljikova atoma te esterska veza
izmedu glicerola i masne kiseline (Yin i sur. 2011). Kada razine ROS-a u stanicama postanu
prevelike, biljka gubi sposobnost uklanjanja te se u bioloskim membranama povecava razina
LPO, sto utjeCe nepovoljno na fizioloSke procese u stanici. Osim ROS-a, oStecenja
membrana peroksidacijom PUFA-e mogu pokrenuti i lipidni radikali ili se moze potaknuti
enzimskim djelovanjem lipooksigenaze (LOX). LOX je klju¢ni enzim LPO-a koji proizvodi
hidroperokside, uvode¢i molekularni kisik u linolnu (LA) 1 linolensku kiselinu (LnA)
(Rosahl, 1996). Zavrsni produkti LPO su reaktivni aldehidi. To su 4-hidroksialkenali i drugi
srodni nezasi¢eni aldehidi koji se smatraju ,,drugim toksi¢nim glasnicima® primarnih
slobodnih radikala (Esterbauer i sur. 1991). Kao pokazatelji oksidacijskog stresa najcesce se
mjere krajnji produkti lipidne peroksidacije (npr. malondialdehid). Malodialdehid (MDA) je
jedan od krajnih produkata oksidacijske modifikacije lipida, te je on odgovoran za oSte¢enja
stanicnih membrana, ukljuujué¢i promjene svojstava membrane kao S§to je propusnost,
transport iona, gubitak enzimske aktivnosti i sl. Ove promjene u konacnici dovode do

stani¢ne smrti (Sharma i sur. 2012).

1.2.2. Pokazatelji antioksidacijskog statusa biljke

Ukoliko se razina ROS-a poveca, u biljkama se inducira obrambeni mehanizam koji
ukljucuje enzimski 1 neenzimski antioksidacijski sustav koji ih u¢inkovito uklanja. Medutim,
kada stanica izgubi kontrolu nad stvaranjem i razgradnjom ROS-a, nastupaju velika stani¢na
oSte¢enja (Cassells 1 Curry 2001). Najvazniji antioksidacijski enzimi su superoksid-
dismutaza (SOD), POD, CAT, askorbat-peroksidaza (APX) i glutation-reduktaza (GR)
(Allen 1995). Neenzimski antioksidansi ukljucuju one topive u vodi (askorbat, glutation,
fenolni spojevi i flavonoidi) i topive u lipidima (a-tokoferol, b-karoten, likopen) (Rao i sur.
1996).

1.2.2.1. Katalaza

CAT je enzim koji se nalazi u svim aerobnim eukatiotima a vazan je pri uklanjanju
H,0, pohranjenog u peroksisomima nastalog djelovanjem oksidaza u procesu /5-oksidacije

masnih Kiselina, glikoksilatnog ciklusa i transporta mitohondrijskih elektrona. Lokalizirana je



u mitohondrijima, peroksisomima i citoplazmi visih biljaka (Bray i sur. 2000). CAT je
tetramerni enzim koji sadrzi hem skupine koji katalizira razgradnju H,O.navodu i Kisik,
prema jednadzbi: 2H,0, — 2H,0 + O, (Scandalias 1990, Willekens 1997).

CAT ima vaznu ulogu u obrani biljke, starenju 1 scenescenciji. U biljkama izlozenim
stresu, dolazi do znaCajanog porasta aktivnosti CAT pri ¢emu katalaza stiti biljku od LPO
membranskih sustava i oksidacijskog oSte¢enja uklanjanjem H,0, (Mafakheri i sur. 2011).
Za razliku od POD, CAT ima znatno manji afinitet za H,O, (Willekens i sur. 1995).

Zanimljivo je napomenuti da je CAT vrlo osjetljiva na svjetlost te ima visoku stopu
fluktuacije (Hertwig i sur. 1992). To moze biti rezultat apsorpcije svjetla od strane hem
skupine ili inaktivacije H,O,. Stresni uvjeti kojima se smanjuje stopa prometa proteina, kao
§to su salinitet i promjena temperature, uzrokuju smanjenje aktivnosti CAT (Hertwig i sur

1992, Feirabend i sur. 1992).

1.2.2.2. Gvajakol-peroksidaze

U obrani biljaka od Stetnog djelovanja ROS-a vaznu ulogu imaju POD. To su
glikoproteini koji sadrze hem skupinu te su uklju¢eni u mnoge fizioloske cikluse u biljaka
(npr. katabolizam auksina, lignifikaciju, suberinizaciju, obranu biljke, zarastanje rana)
(Gaspar i sur. 1991, Asada 1992). POD takoder sudjeluju u kontroli razine H,0; i tako Stite
stanice koje su izloZene stresnim uvjetima (Del Rio i sur. 1998).

Gvajakol-peroksidaza (GPOD) pripada biljnim peroksidazama skupine 1ll koje su
ukljucene u regulaciju mnogih fizioloskih procesa te u antioksidacijskom odgovoru u
uvjetima stresa (Hiraga u sur. 2001, Mathe 1 sur. 2010). Budu¢i da GPOD imaju ve¢i afinitet
za H,0; od CAT, imaju vazniju ulogu od CAT u uklanjanju ROS-a tijekom oksidacijskog
stresa (Gill i Tuteja 2010, Tayefi-Nasrabadi 2011). Za redukciju H,O, peroksidaza Koristi

organski supstrat kao donor elektrona prema jednadzbi: RH; + H,O, —R + H,0.
1.3. Biljke i solni stres
Stres je svako stanje nekog sustava ili organizma koje odstupa od optimuma. Do

stresa dolazi utjecajem razli¢itih ¢imbenika, vanjskih ili unutrasnjih. Biljke su tijekom svog

zivotnog perioda izlozene razliitim stresnim uvjetima koji djeluju nepovoljno na njihov



razvoj. Stresni ¢imbenici se dijele na abioticke (fizikalno- kemijske) i bioticke (bioloske)
(Vukadinovi¢ 2016).

Abioticki stres se definira kao negativan utjecaj nezivih ¢imbenika na zive organizme
u nekom okruzenju. Biljke su posebno ovisne o okoliSnim ¢imbenicima, tako da svaki
negativni utjecaj ovih ¢imbenika ima velike posljedice na rast i produktivnost usjeva u
svijetu. Cimbenici koji uzrokuju abioti¢ki stres su temperatura, svjetlost, koli¢ina vode te
koncentracija mineralnih tvari.Kako bi prezivjele stresne uvjete biljke su razvile sposobnost
prilagodbe, u koje se ubraja i veliki broj fizioloskih, biokemijskih i molekularnih promjena.

Solni stres spada u jedan od glavnih ograni¢avajuéih abioti¢kih ¢imbenika te utjece na
ograni¢enu produktivnost i rast usjeva (Flowers 2004, Jaleel i sur. 2007, Athar i sur. 2008).
Salinitet uzrokuju razni prirodni procesi ili ljudski postupci koji rezultiraju nakupljanjem
otopljenih soli u suprstratu u tolikoj mjeri da dolazi do inhibicije rasta biljaka (Hayat i sur.
2011). Prekomjerna koncentracija soli u tlu uzrokuje nakupljanje soli u korijenju biljaka
(Schuch i Kelly 2008). Visok salinitet djeluje na biljke na nekoliko naéina: pojava vodnog
stresa, toksi¢nost iona, izmjena metabolickih procesa, smanjenje stani¢ne diobe, Sirenje
genotoksi¢nosti, poremecaji u ishrani biljke (Hasegawai sur. 2000, Munns 2002, Zhu 2007).
Solni stres uzrokuje inhibiciju rasta biljaka redukcijom dostupnosti vode, akumulacijom iona
natrija i neravnotezom minerala, §to dovodi do uniStavanja biljke na stani¢noj 1 molekularnoj
razini u vidu razaranja proteina, membranskih lipida, nukleinskih kiselina i klorofila (Silva-
Ortega i sur. 2008). Izlaganje biljaka solnom stresu rezultira masovnim promjenama u profilu
genske ekspresije pod ¢ijom su kontrolom viSestruki stani¢ni putevi. Geni kontrolirani
stresom kontrolna su tocka odgovora biljaka na stres (Bray 1997, Hasegawa i sur. 2000,
Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki 2000). Odgovor na solni stres genski je reguliran, a oCituje
se u svim aspektima biljnih funkcija i metabolizma, kao §to su npr. prijenos signala,
metabolizam ugljikohidrata, ionska homeostaza, metabolizam duSika, fotosinteza, rast i
razvoj biljke (Kalifa i sur. 2004). Solni stres uzrokuje toksi¢nost ionima koji se nalaze u
solima, tako ioni Na* mogu zamjeniti iona Ca** ¢ime dolazi do promjene permeabilnosti
membrane. Na* i CI" vrse direktnu inhibiciju fotosinteze, takoder djeluju na sve druge
metabolicke procese. Kao sekundarni odgovor na solni stres javlja se oksidacijski stres.
Aktivnost antioksidacijskih enzima povecava se pod utjecajem solnog stresa te je usko
povezana s tolerancijom na solni stres u mnogih biljaka (Azevedo Neto i sur. 2006, Koca i
sur. 2007, Athar i sur. 2008).



1.4. Cilj rada

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj inducibilne ekspresije gena crypt, koji kodira
oomicetalni elicitor g-kriptogein, na oksidacijski i antioksidacijski status transgenog korijenja

ukrasne koprive (Coleus blumei Benth.) izloZenog solnom stresu.



2. MATERIJALI | METODE

2.1. Materijali

2.1.1. Biljni materijal

U istrazivanju je koriSteno transgeno korijenje vrste C. blumei iz porodice Lamiaceae
(Slika 2A). Transformacija ukrasne koprive i indukcija kosmatog korijenja obavljena je
prema metodi koju su opisali Bauer i suradnici (2002). Geneticka transformacija lisnih
eksplantata ukrasne koprive izvedena je pomocu bakterije Agrobacterium rhizogenes, soja
A4, koji sadrzi binarni vektor pBinSRNA-CRYPT. Binarni vektor sadrzi gen alcR, koji je pod
kontrolom CaMV 35S promotora i nos terminatora, te sinteticki gen crypt (O'Donohue i sur.
1995), koji se nalazi pod kontrolom alcA promotora i nos terminatora (Slika 2B).

U istrazivanju su koriStene dvije linije transgenog korijenja: linija O3 1 linija O6.
Navedene linije sadrze gen crypt koji se u tkivu eksprimira te secernira van stanice (Vukovic¢

isur. 2013).

‘ tnos

palch

binSRNA-CRYPT

16518 bp crypt
[ ] tnos

Slika 2. A) Transgeno korijenje ukrasne koprive na teku¢oj MS hranjivoj podlozi. Foto:
R.Vukovi¢; B) Mapa binarnog vektora pBinSRNA-CRYPT. pCaMV 35S: konstitutivni promotor
gena za 35S RNA virusa mozaika cvjetace; alcR: gen za transkripcijski faktor AlCR; tnos: nos
terminator; palcA: promotor alkohol-dehidrogenaze; crypt: gen za pg-kriptogein; nptll: gen za
neomicin-fosfotransferazu Il (otpornost na aminoglikozidne antibiotike); RB: desna grani¢na

sekvenca; LB: lijeva grani¢na sekvenca.



2.1.2. Hranjiva podloga za uzgoj transgenog korijenja

Transgeno korijenje ukrasne koprive je uzgajano na tekucoj hranjivoj Murashige i
Skoog podlozi (Murashige i Skoog 1962, MS; Tablica 1), bez dodatka hormona, u inkubatoru
u tami.

Nakon pripreme, hranjivoj je podlozi podesen pH na 5.7, te je potom sterilizirana u

autoklavu 15 min na 121 °C.

Tablica 1. Sastav MS hranjive podloge

Sastav Koncentracija (mg x L™)
MAKROELEMENTI
NH;NO3 1650
KNO; 1900
CaCl,x 2H,0 755
MgSO,x 7TH,0O 370
KH,PO, 170
MIKROELEMENTI
H3BO;3 6.2
MnSO,x H,0 16.9
ZnS0O,4xH,0 8.6
Kl 0.83
Na,MoQO4x 2H,0 0.25
CuSO,x 5H,0 0.025
CoClyx 6H,0O 0.025
FeSO,x TH,0O 27.8
Na,EDTA x 2H,0 37.3
ORGANSKI DODACI
m — Inozitol 100
Nikotinska kiselina 1
Tiamnin HCI 10
Piridoksin HCI 1
Glicin 2
Saharoza 20000
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2.1.3. Uredaji

Za odrzavanje kulture kosmatog korijenja, odredivanje koli¢ine HyO,, koli¢ine TBARS-a,
aktivnosti CAT i GPOD koristeni su slijedeci uredaji:

e Magnetna mjesalica

e pH metar
e Autoklav
e Laminar

e Inkubator

e Stolna centrifuga

e Vodena kupelj

e Vibracijska mjesalica

e Hladnjak sa zamrzivacem

e Spektrofotometar

2.1.4 Kemikalije i otopine

Pri izradi ovoga rada upotrijebljene su sljedece kemikalije:
e Aceton, 80%
e Albumin govedeg seruma (eng. bovine serum albumin, BSA), ImgxmL™
e Bradford reagens
e HySO4 2M
e Hy0,, 30%
e NH4OH, 25%

e KH,PO4, 1M

o Ky;HPO,4 1M

e Pufer za ekstrakciju proteina (pH 7.0): 100 mM Kkalij-fosfatni (KP) pufer (pH 7.0),
1 mM EDTA

e Polivinil-polipirolidon (PVPP)

e Pufer za mjerenje aktivnosti GPOD: 50 mM KP-pufer (pH 7.0), 18 mM gvajakol,
5 mM H,0,

e Pufer za mjerenje aktivnosti CAT: 50 mM KP-pufer (pH 7.0), 10 mM H,0,
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e Reagens za odredivanje koli¢ine malondialdehida: 0.5% tiobarbituratna kiselina
(TBA) u 20% trikloroctenoj kiselini (TCA)
e Trikloroctena kiselina (TCA), 0.1%

e Titanov reagens (komercijalni reagens)

2.2. Metode

2.2.1. Odrzavanje kulturekosmatog korijenja

Transgeno korijenje ukrasne koprive uzgajano je u Petrijevim zdjelicama,promjera 9
cm, na 8§ mL tekuée MS podloge, u tami u inkubatoru na temperaturi od 28°C. Kultura je
presadivana svaka 2 tjedna na novu, svjezu hranjivu podlogu. Presadivanje kulture kosmatog
korijenja odvijalo se u laminaru, u sterilnim uvjetima uz upotrebu sterilnog pribora i posuda.
Tijekom uzgoja korijenja jednom dnevno je bilo potrebno promijeSati sadrzaj u Petrijevci
kako bi se hranjiva podloga dodatno aerirala i homogenirala. Nakon $to je prikupljena

dovoljna koli¢ina tkiva, korijenje je stavljeno u pokus.

2.2.2.Solni stres i indukcija sinteze p-kriptogeina u transgenom korijenju

Nakon dva tjedna rasta, tkivo (oko 1 g) je subkultivirano na 8 mL svjeze teku¢e MS
hranjive podloge, te je nakon 4 dana subkulture tretirano 100 i 200 mM otopinom NaCl kako
bi se izazvao solni stres. Dio Petrijevki s korijenjem koje je izloZzeno razli¢itim
koncentracijama NaCl, dodatno je tretirano s 1%-tnim etanolom kako bi se inducirala sinteza
[S-kriptogeina. U eksperimentu su koriStene dvije linije tkiva, linija O3 i linija O6. Tkivo je za
analize uzorkovano 7. i 14. dan nakon tretmana otopinom NaCl i indukcije etanolom.
Eksperimentalne skupine transgenog korijenja su:

e LinijaO3:
= Tretman 100 mM NaCl-om
= Tretman100 mM NaCl-om i 1%-tnim etanolom (indukcija
sinteze S-kriptogeina)
= Tretman200 mM NaCl-om
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=  Tretman200 mM NaCl-om i 1%-tnim etanolom (indukcija

sinteze S-kriptogeina)
e Linija O6:

= Tretman100 mM NaCl-om

=  Tretman100 mM NaCl-om i 1%-tnim etanolom (indukcija
sinteze S-kriptogeina)

= Tretman200 mM NaCl-om

=  Tretman200 mM NaCl-om i 1%-tnim etanolom (indukcija

sinteze S-kriptogeina)

Nakon uzorkovanja tkivo je od ostatka medija oprano u dH,O te je posuSeno
papirnatim ubrusom. Kao pokazatelji oksidacijskog stresa u transgenom su Kkorijenju
spektrofotometrijski odredivani koli¢ina HpO, i razina LPO. Navedeni pokazatelji
oksidacijskog stresa mjereni su neposredno nakon uzorkovanja korijenci¢a. Antioksidacijski
status odreden je spektrofotometrijski, mjerenjem aktivnosti CAT i nespecificnih GPOD u
proteinskim ekstraktima. Sva spektrofotometrijska mjerenja provedena su na UV-VIS
spektrofotometru Perkin Elmer Lambda 2 (PerkinElmer, Waltham, SAD).

2.2.3. Odredivanje koli¢ine H,O,

Koli¢ina H;0; u transgenom korijenju odredena je metodom po Mukherejee i
Choudhouri (1983). Tkivo transgenog korijenja usitnjeno je u tarioniku pomocu tekuceg
dusika.Oko 0.2 g usitnjenog praha alikvotira se u tubicu ¢emu se doda 1 mL hladnog acetona.
Tubicu s homogenatom potrebno je promijesati na vibracijskoj mijesalici, nakon ¢ega je
slijedilo centrifugiranje 5 min pri 6000 g na temperaturi od +4 °C. Dobiveni supernatant
odvojen je u drugu tubicu te mu je dodano 400 pL titan-sulfata i 500 uL NH4;OH (konc.).
Dodatkom NH4OH i titan-sulfata dolazi do egzotermne reakcije te nastaje kompleks titan-
peroksida. Titan-peroksid odvojen je centrifugiranjem tijekom 10 min na 15000 g pri
temperaturi od +4 °C. Dobiveni talog je potom otopljen dodatkom 1 mL 2M H,SO,, te je
ponovljeno centrifugiranje pri istim uvjetima kako bi se odvojile istalozene Cestice.
Apsorbancija supernatanta mjerena je pri valnoj duljini od 415nm. Koli¢ina ukupnog H,0,

D -1
izraZena je u pmol X g gicze tvari-
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2.2.4. Odredivanje koli¢ine reaktivnih supstanci tiobarbiturne kiseline

Razina LPO odredena je metodom po Verma i Dubey (2003), mjerenjem reaktivnih
supstanci tiobarbiturne Kkiseline (engl. thiobarbituric acid reactive substances, TBARS),
uglavnhom malondialdehida (MDA). Tkivo transgenog korijenja usitnjeno je u tarioniku
pomocu tekuceg dusika. Oko 0.2 g usitnjenog praha se alikvotira u tubicu ¢emu se doda 1
mL 0.1% TCA. Tkivo tretirano s TCA centrifugirano je pri 6000 g 5 min na 4 °C. Nakon
centrifugiranja odvojeno je 0.5 mL supernatanta te pomijeSano sa 1 mL reagensa za
odredivanje TBARS-a, TCA/TBA. Kao slijepa proba koristena je smjesa od 0.5mL 0.1%
TCA i 1 mL reagensa TCA/TBA. Reakcijska smjesa inkubirana je 30 min u vodenoj kupelji
na temperaturi 95 °C, nakon Cega je reakcija zaustavljena hladenjem u ledenoj kupelji 10min.
Smjesa je zatim centrifugirana pri 18000 g 15 min na 4°C. Odvojenom supernatantu mjerena
je apsorbancija na 532 nm i na 600nm. Apsorbancija pri 600 nm oduzima se od apsorbancije
pri 532 nm zbog korekcije za nespecifi¢nu reakciju. Koli¢ina TBARS-a izraCunata je na
temelju ekstinkcijskog koeficienta (¢ = 155 mM™ x cm™) i izraZena u nmol po gramu svjeze

. -1
tvari (nmol x g svjeze tvari)-

2.2.5. Ekstrakcija ukupnih topljivih proteina

Uzorkovano transgeno korijenje oprano je u destiliranjoj vodi, posuSeno ubrusom te
usitnjeno u tarioniku uz pomo¢ tekuéeg dusika uz dodataka PVPP-a koji sluzi za uklanjanje
fenolnih spojeva iz biljnog ekstrakta. Usitnjeno tkivo odvagano je (0.3 g) u tubice, te su
proteini ekstrahirani 15 min na ledu u 1 mL hladnog pufera za ekstrakciju. Homogenat je
potom centrifurgiran na 22000 g 15 min pri +4 °C. Dobiveni supernatant je prebacen u Ciste
tubice te je pohranjen na -80 °C do mjerenja aktivnosti enzima i odredivanje koncentracije

proteina.

2.2.6. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina odredena je metodom po Bradfordu (1967). Razrijedeni

proteinski ekstrakt pomijesan je s 1 mL Bradfordova reagensa, nakon ¢ega je inkubiran 5 min
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na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije mjerena je apsorbancija na 595 nm. Kao standard
upotrjebljen je albumin govedeg seruma (engl. Bovin Serum Albumin, BSA). Na temelju
vrijednosti apsorbancije poznatih koncentracija BSA dobiva se standardna krivulja iz koje se

ekstrapolira koncentracija proteina u uzorku.

2.2.7. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost CAT mjerena je metodom po Aebiju (1984). Reakcijski pufer za mjerenje
sastojao se od 50 mM Kalij-fosfatnog pufera i 10 mM H,0,. Reakcija je zapoceta
dodavanjem 50 pL uzorka u 950 pL reakcijske smjese. Pad apsorbancije do kojeg dolazi
uslijed razgradnje H,O,, mjeren je svakih 10 sek tijekom 2 min pri valnoj duljini od 240 nm.
Aktivnost CAT izrazena je kao koli¢ina umol) razgradenog H,O, po minuti po miligramu
proteina koriste¢i ekstincijski koeficijent (¢ = 43.6 M™xcm™), odnosno u jedinicama

aktivnosti CAT po miligramu proteina (U><mg'1 proteina; U = umolxmin'lpmteina).

2.2.8. Odredivanje aktivnosti gvajakol-peroksidaza

Aktivnost GPOD mjerena je metodom po Siegel i Galstonu (1967). Reakcijski pufer
za mjernje aktivnosti GPOD sadrzavao je 18mM gvajakola i 5 mM H,0, u KP-puferu. Za
mjerenje aktivnosti u 990 pL pufera dodano je 10uL uzorka te je apsorbancija mjerena
svakih 10 sekudni tijekom 2 min na valnoj duljini od 470 nm. Porast apsorbancije dogada se
zbog oksidacije gvajakola pri ¢emu nastaje tetragvajakol. Aktivnost GPOD izraZzena je kao
koli¢ina nastalog tetragvajakola u pmol po minuti po miligramu proteina koristec¢i
ekstinkcijski koeficient (¢ = 26.6 mM™ x cm™), odnosno u jedinicama aktivnosti GPOD po

miligramu proteina (U GPOD x mg'lproteina; U = umol x min'l).

2.3. Statisticka obrada podataka

Svi su eksperimenti ponovljeni tri puta i svi uzorci uzimani u triplikatu. Podaci
dobiveni u ovom radu obradeni su u statistickom programu STATISTICA 12.0 (Statsoft, Inc,
Tulsa, SAD). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD).
Razlike izmedu srednjih vrijednosti pojedinih tretmana (viSe skupina podataka) utvrdene

pomocu analize varijance s jednim promjenjivim faktorom (one-way ANOVA). Nakon §to je

15



utvrdeno postojanje razlika, provedeno je post hoc testiranje pomocu testa Newman-Keuls
kako bi odredili koje se skupine medusobno razlikuju. Svi testovi provedeni su uz razinu

znacajnosti od 5%.
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3. REZULTATI

3.1. Koli¢ina vodikovog peroksida u transgenom korijenju ukrasne koprive

Jedan od pokazatelja oksidacijskog stresa je koli¢ina H,0O,. Ucinak endogeno
sintetiziranog pS-kriptogeina na koli¢inu H,O, nakon izazvanog solnog stresa odreden je u
tkivu transgenog korijenja 7. i 14. dan nakon induciranja ekspresije gena crypt 1%-tnim
etanolom.

Kod linije O3,tjedan dana nakon tretmana tkiva 100 mM NaCl-om, u tkivu u kome je
inducirana ekspresija gena crypt nije doslo do promjene koli¢ine H,O, u odnosu na kontrolno
tkivo bez indukcije etanolom, dok je koli¢ina H,O, znacajno porasla u tkivu tretiranom 200
mM NaCl-om u odnosu na odgovaraju¢e kontrolno tkivo (Slika 3A). Dva tjedna nakon
indukcije gena crypt etanolom, i dalje nije bilo znacajne razlike kod tretmana 100 mM NacCl-
om izmedu tkiva u kome je inducirana sinteza f-kriptogeina i kontrolnog tkiva u kome sinteza
nije inducirana. Jednako tako kod tretmana 200 mM NaCl-om nije bilo znacajne razlike u
koli¢ini H,O; izmedu tkiva induciranog etanolom i kontrolnog tkiva bez indukcije ekspresije
gena crypt, iako se uocava trend smanjenja H,O, kod tkiva s induciranom sintezom p-
kriptogeina (Slika 3B).

Kod linijje O6, tjedan dana nakon indukcije tkiva etanolom nije uocena znaajna
promjena u koli¢ini H,O; kod oba tretmana NaCl-om (100 i 200 mM) izmedu tkiva u kome je
potaknuta sinteza f-kriptogeina i odgovaraju¢eg kontrolnog tkiva bez inducirane sinteze /-
kriptogeina. Dva tjedna nakon tretmana 100 mM NaCl-om, koli¢ina H,O, znacajno je opala
(19.32%) u tkivu u kome je inducirana ekspresija gena crypt u odnosu na kontrolno tkivo bez
inducirane ekspresije.Kod tkiva tretiranog 200 mM NaCl-om, ekspresija gena crypt
uzrokovala je znacajno povecanje koli¢ine H,O, za 28.17%. u odnosu na odgovarajucu

kontrolu (Slika 4.)
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Slika 3. Koli¢ina H,O, u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive (linija O3) tretiranog
100 i 200 mM otopinom NaCl: A) 7 dana nakon indukcije ekspresije gena crypt etanolom
(100 mM NaCIl/EtOH, 200 mM NaCI/EtOH) i B) 14 dana nakon indukcije ekspresije gena
crypt etanolom (100 mM NaCl/EtOH, 200 mM NaCl/EtOH). Rezultati (n = 9) su prikazani
kao srednje vrijednosti = SD. Razlike izmedu skupina testirane su Newman-Keulspost hoc

testom RazliCita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P <
0.05).
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Slika 4. Koli¢ina H,O, u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive (linija O6) tretiranog
100 i 200 mM otopinom NaCl: A) 7 dana nakon indukcije ekspresije gena crypt etanolom
(100 mM NaClIl/EtOH, 200 mM NaCI/EtOH) i B) 14 dana nakon indukcije ekspresije gena
crypt etanolom (100 mM NaCIl/EtOH, 200 mM NaCl/EtOH). Rezultati (n = 9) su prikazani
kao srednje vrijednosti + SD. Razlike izmedu skupina testirane su Newman-Keulspost hoc

testom RazliCita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P <
0.05).
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3.2. Razina lipidne peroksidacije u transgenom korijenju ukrasne koprive

Jo§ jedan od pokazatelja oksidacijskog stresa je razina LPO. Uc¢inak endogeno
sintetiziranog S-kriptogeina na koli¢inu TBARS-a nakon izazvanog solnog stresa odreden je u
tkivu transgenog korijenja 7. i 14. dan nakon induciranja ekspresije gena crypt 1%-tnim
etanolom.

Kod linije O3, tjedan dana nakon tretmana tkiva 100 mM NaCl-om, u tkivu u kome je
inducirana ekspresija gena crypt nije doSlo do promjene koli¢ine TBARS-a u odnosu na
kontrolno tkivo bez indukcije etanolom, dok je koli¢ina TBARS-a znac¢ajno porasla u tkivu
tretiranom 200 mM NaCl-om u odnosu na odgovarajuc¢e kontrolno tkivo za 22.94% (Slika
5A). Dva tjedna nakon indukcije gena crypt etanolom, koli¢ina TBARS-a znacajno je porasla
(42.7%) u tkivu tretiranom 100 mM NaCl-om u kome je inducirana sinteza S-kriptogeina u
odnosu na kontrolno tkivo u kome sinteza nije inducirana. Kod tretmana 200 mM NaCl-om
dolazi do znacajnog smanjenja koli¢ine TBARS-a za 16.15% u tkivu induciranom etanolom u
odnosu na kontrolno tkivo bez indukcije ekspresije gena crypt (Slika 5B).

Kod linije O6, tjedan dana nakon indukcije tkiva etanolom nije uocena znacajna
promjena u koli¢ini TBARS-a kod oba tretmana NaCl-om (100 i 200 mM) izmedu tkiva u
kome je potaknuta sinteza f-kriptogeina i odgovarajuceg kontrolnog tkiva bez inducirane
ekspresije gena crypt. Dva tjedna nakon tretmana 100 mM NaCl-om, koli¢ina TBARS-a
znacajno je porasla (50.5%) u tkivu u kome je inducirana ekspresija gena crypt u odnosu na
kontrolno tkivo bez inducirane ekspresije gena. Kod tkiva tretiranog 200 mM NaCl-om, nisu
zamjeCene statisticki znacajne promjene izmedu tkiva u kome je potaknuta sinteza p-
kriptogeina i odgovarajuc¢eg kontrolnog tkiva bez inducirane sinteze f-kriptogeina (Slika
6A,B).
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Slika 5. Koli¢ina TBARS-a u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive (linija O3)
tretiranog 100 i 200 mM otopinom NaCl: A) 7 dana nakon indukcije ekspresije gena crypt
etanolom (100 mM NaCIl/EtOH, 200 mM NaCIl/EtOH) i B) 14 dana nakon indukcije
ekspresije gena crypt etanolom (100 mM NaCIl/EtOH, 200 mM NaCIl/EtOH). Rezultati (n =
9) su prikazani kao srednje vrijednosti = SD. Razlike izmedu skupina testirane su Newman-
Keuls post hoc testom Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu

pojedinih skupina (P < 0.05).
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Slika 6. Koli¢ina TBARS-a u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive (linija O6)
tretiranog 100 i 200 mM otopinom NaCl: A) 7 dana nakon indukcije ekspresije gena crypt
etanolom (100 mM NaCIl/EtOH, 200 mM NaCIl/EtOH) i B) 14 dana nakon indukcije
ekspresije gena crypt etanolom (100 mM NaCIl/EtOH, 200 mM NaCIl/EtOH). Rezultati (n =
9) su prikazani kao srednje vrijednosti £ SD. Razlike izmedu skupina testirane su Newman-
Keuls post hoc testom Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu

pojedinih skupina (P < 0.05).
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3.3. Aktivnost katalaze u transgenom korijenju ukrasne koprive

Antioksidacijski status transgenog korijenja ukrasne koprive odreden je mjerenjem
aktivnosti CAT, 7. i 14. dana nakon indukcije ekspresije gena crypt 1%-tnim etanolom.

Kod linije O3, tjedan dana nakon tretmana tkiva 100 mM NaCl-om, uocen je znacajan
porast aktivnosti CAT u tkivu u kome je inducirana ekspresija gena crypt za 147.5% u odnosu
na kontrolno tkivo bez indukcije ekspresije gena crypt. Tkivo tretirano 200 mM NaCl-om
takoder pokazuje znacajan porast aktivnosti CAT u tkivu u kome je inducirana sinteza S-
kriptogeina za 224.2% u odnosu na kontrolno tkivo bez indukcije sinteze -kriptogeina (Slika
7A). Dva tjedna nakon tretmana 100mM NaCl-om uocen je statisticki znacajan porast
aktivnosti CAT (53.35%) u tkivu u kome je inducirana sinteza fS-kriptogeina etanolom, u
odnosu na odgovarajuée kontrolno tkivo bez inducirane sinteze f-kriptogeina. Dva tjedna
nakon tretmana 200 mM NaCl-om nisu uocene statisticki znacajne razlike izmedu tkiva u
kojem je inducirana ekspresija gena crypt i kontrolnog tkiva u kome nije inducirana sinteza
gena crypt, iako je vidljiv trend porasta aktivnosti CAT (Slika 7B).

Kod linije O6 tjedan dana nakon tretmana 100 mM NaCl-om uocen je statisticki
znacajan porast aktivnosti CAT u tkivu u kome je inducirana ekspresija gena crypt za 27.03%
u odnosu na odgovarajuc¢e kontrolno tkivo u kome nije inducirana ekspresija gena crypt.
Tretman 200mM NaCl-om u tkivu u kome je inducirana ekspresija gena crypt biljezi porast
aktivnosti CAT za 69.9% u odnosu na odgovarajuce kontrolno tkivo u kome nije inducirana
ekspresija gena crypt (Slika 8A). Dva tjedna nakon tretmana 100mM NaCl-om uocen je
statisticki znacajan porast aktivnosti CAT (50.8%) u tkivu u kome je inducirana sinteza /-
kriptogeina u odnosu na kontrolno tkivo u kojem nije inducirana sinteza p-kriptogeina, dok
kod tretmana 200 mM NaCl-om nema statisticki znacajne razlike izmedu tkiva u kome je
inducirana sinteza S-kriptogeina i kontrolnog tkiva bez indukcije g-kriptogeina, iako je vidljiv
trend porasta aktivnosti CAT (Slika 8B).
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Slika 7. Aktivnost CAT u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive (linija O3) tretiranog
100 i 200 mM otopinom NaCl: A) 7 dana nakon indukcije ekspresije gena crypt etanolom
(100 mM NaClIl/EtOH, 200 mM NaCI/EtOH) i B) 14 dana nakon indukcije ekspresije gena
crypt etanolom (100 mM NaCI/EtOH, 200 mM NaCIl/EtOH). Rezultati (n = 9) su prikazani
kao srednje vrijednosti + SD. Razlike izmedu skupina testirane su Newman-Keuls post hoc
testom Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P <

0.05).
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Slika 8. Aktivnost CAT u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive (linija O6) tretiranog
100 i 200 mM otopinom NaCl: A) 7 dana nakon indukcije ekspresije gena crypt etanolom
(100 mM NaCl/EtOH, 200 mM NaCIl/EtOH) i B) 14 dana nakon indukcije ekspresije gena
crypt etanolom (100 mM NaCl/EtOH, 200 mM NaCl/EtOH). Rezultati (n = 9) su prikazani
kao srednje vrijednosti = SD. Razlike izmedu skupina testirane su Newman-Keuls post hoc

testom RazliCita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P <
0.05).
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3.4. Aktivnost gvajakol-peroksidaze u transgenom korijenju ukrasne
koprive

Kod linije O3, tjedan dana nakon tretmana 100 mM NaCl-om i 200 mM NaCl-om nisu
uocene statisticki znacajne razlike izmedu tkiva u kome je inducirana sinteza fS-kriptogeina i
odgovarajuceg kontrolnog tkiva bez sinteze f-kriptogeina (Slika 9A). Dva tjedna nakon tretmana
100 mM NaCl-om uocen je znacajan pad aktivnosti GPOD-a (38.61%) u tkivu u kome je
inducirana sinteza S-kriptogeina u odnosu na kontrolno tkivo bez indukcije sinteze S-kriptogeina.
Takoder kod tretmana 200 mM NaCl-om aktivnost GPOD-a znacajno opada (20.8%) u tkivu u
kome dolazi do indukcije sinteze S-kriptogeina u odnosu na odgovarajuée kontrolno tkivo bez
indukcije sinteze S-kriptogeina (Slika 9B).

Kod linije O6, tjedan dana nakon tretmana 100 mM NaCl-om dolazi do znacajnog
porasta aktivnosti GPOD-a (31.35%) u tkivu u kome je inducirana ekspresija gena crypt u
odnosu na odgovaraju¢e kontrolno tkivo bez indukcije. Medutim kod tretmana 200 mM
NaCl-om dolazi do znacajnog opadanja aktivnosti GPOD-a za 20.57% u tkivu u kome je
inducirana ekspresija gena crypt u odnosu na odgovaraju¢e kontrolno tkivo bez indukcije
(Slika 10A). Dva tjedna nakon tretmana 100 mM NaCl-om nisu vidljive statisticki znacajne
razlike izmedu tkiva u kome je inducirana sinteza S-kriptogeina i odgovarajuéeg kontrolnog
tkiva bez sinteze p-kriptogeina. Dok je kod tretmana 200 mM NaCl-om uocen znacajan pad
aktivnosti GPOD-a (39.73%) u tkivu u kome je inducirana sinteza S-kriptogeina u odnosu na

odgovarajuce kontrolno tkivo bez sinteze S-kriptogeina (Slika 10B).
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Slika 9. Aktivnost GPOD u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive (linija O3) tretiranog
100 i 200 mM otopinom NaCl: A) 7 dana nakon indukcije ekspresije gena crypt etanolom
(100 mM NaClIl/EtOH, 200 mM NaCIl/EtOH) i B) 14 dana nakon indukcije ekspresije gena
crypt etanolom (100 mM NaCl/EtOH, 200 mM NaCl/EtOH). Rezultati (n = 9) su prikazani
kao srednje vrijednosti = SD. Razlike izmedu skupina testirane su Newman-Keuls post hoc
testom RazliCita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P <

0.05).
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Slika 10. Aktivnost GPOD u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive (linija O6) tretiranog
100 i 200 mM otopinom NaCl: A) 7 dana nakon indukcije ekspresije gena crypt etanolom
(100 mM NaClIl/EtOH, 200 mM NaCI/EtOH) i B) 14 dana nakon indukcije ekspresije gena
crypt etanolom (100 mM NaCI/EtOH, 200 mM NaCIl/EtOH). Rezultati (n = 9) su prikazani
kao srednje vrijednosti + SD. Razlike izmedu skupina testirane su Newman-Keuls post hoc

testom Razlic¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih skupina (P <
0.05).
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4. RASPRAVA

Op¢i simptomi oSteéenja prouzrokovani solnim stresom su inhibicija rasta, ubrzani
razvoj 1 starenje, te smrt stanica nakon duzeg izlaganja. Povecane koncentracije natrijevih
iona mogu poremetiti ishranu biljke, tj. uzimanje kalija. Nedostatak kalija dovodi do
inhibicije rasta, remecenja turgora, membranskog potencijala te aktivnosti enzima (Zhu
2007). Tretman listova ukrasne koprive NaCl-om uzrokuje smanjenje rasta, sadrzaja
proteina, zatvaranje puci, $to takoder dovodi do inhibicije fotosinteze (Gilbert i sur. 1997).
Solni stres moze potaknuti oksidacijski stres stvaranjem ROS-a na viSe nacina u razliitim
biljnim tkivima tj. organelima npr. poveéanjem propusnosti elektrona koji se pretvaraju u
ROS. Takoder, osim curenja elektrona poti¢e se fotorepiracija $to dovodi do nakupljanja
H,O, u peroksisomima (Abogadallah 2010). Kako bi prezivjele, biljke imaju razne
mehanizme obrane od oksidacijskog stresa, kao $to je povecanje enzimske aktivnosti ili
akumulacija sekundarnih metabolita (Nikravesh i sur. 2012). S obzirom da solni stres utjece
negativno na vecéinu biljnih vrsta te da je jedan od opasnijih abiotickih ¢imbenika stresa koji
uzrokuje pojavu oksidacijskog stresa, u ovom radu su praceni pokazatelji stresa, kao $to su
koli¢ina H,O; i razina LPO kako bi se odredio utjecaj endogeno eksprimiranog oomicetalnog
elicitora na pokazatelje oksidacijskog stresa koji se javlja kao posljedica solnog stresa.

Elicitori se zbog svojih svojstava aktivacije mehanizama obrane biljke protiv
patogena Koriste i opc¢enito u povecanju otpornosti biljke na druge ¢imbenike koji uzrokuju
stres (Bowell 2001). Tako oomicetalni elicitor p-kriptogein moze izazvati hipersenzitivni
odgovor u duhanu i drugim biljnim vrstama (Keller i sur. 1999). Poznat je kao elicitin koji
izaziva kaskadu reakcija potrebnih za odgovor na napade patogena. S-Kriptogeinom
inducirana signalna transdukcija ima zajedni¢ke elemente sa stresom koji izaziva suSa ili
salinitet, kao npr. prijenos Ca, NO, stvaranje ROS-a, te aktivacija protein-kinaza (Lecourieux
i sur. 2002, Lamolette i sur. 2004, Hirasawa i sur. 2005, Lebrun-Garcia i sur. 2002). f-
Kriptogein inducira faktor transkripcije koji korelira s aktivacijom vise razli€itih gena koji
sudjeluju u odgovoru na stres (Guo i sur. 2004). Prijasnja istrazivanja su pokazala kako f-
kriptogein u transgenom duhanu povecéava otpornost duhana na solni stres (Jiang i sur. 2004).

Na temelju navedenih Cinjenica cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj endogeno
eksprimiranog p-kriptogeina u ublazavanju ucinaka solnog stresa u transgenom korijenju
ukrasne koprive. U ovom eksperimentu koristeno je transgeno korijenje ukrasne koprive C.

blumei Benth. u kojem se nalazi gen crypt nalazi pod kontrolom inducibilnog alkoholnog
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promotora, Cija se ekspresija inducira tretmanom s etanolom. Prednost upotrebe inducibilnih
alkoholnih promotora je kontrola ekspresije gena, budu¢i da prekomjerna ekspresija f-
kriptogeina moze dovesti do izazivanja hipersenzitivhog odgovora. U eksperimentu su
koristene 2 linije transgenog korijenja, linija O3 1 O6, od kojih svaka predstavlja jedan
transformacijski dogadaj, te se ocekivao razli¢it odgovor ovih linija na isti tretman. Prema
dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je da ekspresija gena crypt inducirana alkoholom u
transgenom korijenju ukrasne koprive ima utjecaj na pokazatelje oksidacijskog stresa (H2O i
TBARS). Koncentracija H,O; i razina LPO u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive s
eksprimiranim crypt genom nije znacajno poviSena s obzirom na tkivo bez eksprimiranog
gena crypt, te je to objasSnjeno tako da biljka nije izloZzena oksidacijskom stresu uslijed
ekspresije gena crypt (Vukovi¢ 2013). Razlog smanjenim ili nepromjenjenim razinama H,O;
1 MDA je povecana aktivnost antioksidacijskih enzima koja je inducirana g-kriptogeinom
(Vukovi¢ 2013). H,0, spada u skupinu ROS, ¢ije povecane koli¢ine uzrokuju oksidacijski
stres, a povezan je i s obranom biljke od patogena ili drugih stresora (Dorey i sur. 1999).
Proizvodnju ROS-a inducira tretman elicitorima, to¢nije dolazi do naglog stvaranja H;O; i
superoksidnog aniona (Radman i sur. 2003). Cesto proizvodnja ROS-a mozZe biti glavni
okida¢ za aktivaciju obrambenog odgovora u biljke, te samim time ROS mogu sudjelovati u
programiranoj stani¢noj smrti (PCD) putem hipersenzitivnog odgovora biljnih stanica
(Mitller 1 sur. 2004). Dok prekomjerna akumulacija ROS dovodi do oStecenja tkiva 1 same
biljke (Allen 1995). Brojna istrazivanja pokazuju kako je jedan od najranijih odgovora biljnih
stanica na djelovanje p-kriptogeina proizvodnja ROS-a, pri ¢emu je H,0, vrlo vazan
pokazatelj oksidacijskog stresa. Ucinak endogeno sintetiziranog fS-kriptogeina na koli¢inu
H,0, nakon izazvanog solnog stresa odreden je u tkivu transgenog Kkorijenja tjedan dana i
dva tjedna nakon induciranja ekspresije gena crypt. Opcenito pod utjecajem solnog stresa
dolazi do povecanja H,0, u korijenju rize (Lin 1 Kao 2001). Nakon izazivanja oksidacijskog
stresa izlaganjem korijenja solnom stresu oc¢ekivan je porast H,O,, no dodatkom p-
kriptogeina ocekuje se pad razine H,O; ili nepromijenjena razina.Vazno je istakunti da u
tretmanima 200 mM NaCl-om nakon tjedan dana u tkivu u kome je inducirana sinteza p-
kriptogeina dolazi do porasta H,O,, dok se na tretmanima nakon 2 tjedna ne zamjecuje
statisticni znacajna razlika, ali vidljiv je trend opadanja razine H,O, (Slika 3, 4). Ovakvi
rezultati su prema drugim istrazivanjima (Kumar i sur. 2016, Vukovi¢ 2013) ocekivani, te se
mogu objasniti kao utjecaj S- kriptogeina na produkciju ROS-a (porast nakon tjedan dana),
iako je vaznija ¢injenica da tretman fS-kriptogeinom u konacnici dovodi do smanjenja razine

H,O,. S obzirom da se trend smanjenja razine H,O, pojavljuje nakon dva tjedna, to je
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vrijeme potrebno za indukciju sinteze S-kriptogeina kod linije O3, dok je kod linije O6
zabiljezen znacajan pad od 19.32% u tretmanu 100 mM NaCl-om u tkivu u kom je
inducirana sinteza f-kriptogeina, te porast razine H,O; u tretmanu 200 mM NaCl-om, nakon
dva tjedna. Razli¢iti rezultati izmedu dvije linije su ocekivani. Povecanje razine H»O-
objasnjava se utjecajem fS-kriptogeina na stvaranje ROS-a.

Solni stres uzrokuje osSteenja membrana i rezultira povecanjem razine LPO
(Hernandez i Almansa 2002). Najces¢i pokazatelj ucinka oksidacijskog stresa na lipide je
mjerenje akumulacije TBARS-a. LPO kao indikator oksidacijskog stresa takodermoze nastati
nakon tretmana elicitorima (Peever i Higgins 1989). Tako, na primjer kod duhana dolazi do
pojave LPO nakon tretmana f-kriptogeinom (Stallaert i sur. 1995). LPO kod lista duhana
povezana je s hipersenzitivnim odgovorom induciranim g-kriptogeinom (Rustérucci i sur. 1999).
U ovom istrazivanju nepromijenjene razine TBARS-a ili smanjenje koje je uoceno u tretmanu
200 mM NaCl-om je u korelaciji s kolicinom H,0; u istim tretmanima. Takoder pojavljuje se
znacajno poveéanje TBARS-a kod linije O6 pri tretmanu sa 100 mM NaCl-om. Prema
literaturnim navodima indukcija f-kriptogeinom dovodi do stvaranja ROS-a koji samim time
utjecu na razinu LPO. Medutim razlike izmedu kontrolnih skupina, tj tretmana bez indukcije
sinteze S-kriptogeina i tretmana u kojima je postojala indukcija S- kriptogeina ukazuju na to
da ne dolazi do pojave oksidacijkog stresa indukcijom pS-kriptogeina, §to se moze usporediti s
podacima iz prijasnjih istraZzivanja (Vukovi¢ 2013). Porast koli¢ine TBARS-a mozemo
objasniti mozda duljim vremenom potrebnim za indukciju sinteze S-kriptogeina, zbog manjih
koncentracija koje uzrokuju stresne uvjete.

Glavnu ulogu u zastiti od oksidacijskog stresa imaju antioksidacijski enzimi. U ovom
radu mjerene su aktivnosti dva enzima, CAT i GPOD, kao pokazatelja antioksidacijskog
statusa, uslijed utjecaja S-kriptogeina na transgeno korijenje izloZzeno solnom stresu. Prema
dosadasnjih istrazivanjima utvrdeno je da crypt gen povecava aktivnosti antioksidacijskih
enzima, §to regulira koli¢inu H,O, u tkivima i sprjeCava LPO tkiva. Povecanje specifi¢ne
aktivnosti CAT zabiljezeno je u transgenom korijenju nakon indukcije ekspresije p-kriptogeina
kod obje linije transgenog korijenja (O3 i O6) (Vukovi¢ 2013). Takoder, Kumar i suradnici
(2016) su u svom istrazivanju dokazali pozitivan utjecaj f-kriptogeina na antioksidacijski
status biljke duhana ¢ime sepospjesuje obrana od oksidacijskog stresa. Nakon inokulacije
biljke duhana pepelnicom dolazi do povecanja aktivnosti CAT (Lebeda i sur. 1999). U ovom
radu, utvrdeno je znatno povecanje aktivnosti CAT u obje linije transgenog korijenja nakon
indukcije sinteza S-kriptogeina 1%-tnim etanolom. Aktivnost CAT je u pozitivnoj korelaciji s

opadanjem razine H,0..
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Aktivnost GPOD-a u nekim tretmanima ostaje nepromijenjena, iako u tkivu tretiranom
100 mM NaCl-om, linije O3, nakon tjedan dana, tkivu tretiranom 100 mM i 200 mM NaCl-
om, linije O3 nakon dva tjedna, te tkivu treiranom 200 mM NaCl-om linije O6 nakon tjedan i
nakon dva tjedna dolazi do pada aktivnosti GPOD-a nakon indukcije sinteze fS-kriptogeina.
Premda je u svim dosadas$njim istrazivanjima dokazano da aktivhost GPOD raste pod
utjecajem crypt gena, tj. da je inducirana dodatkom pg-kriptogeina te je povezana s putevima
biljne obrane (Goémez-Vasquez 2004, Vukovi¢ 2013, Kumar i sur. 2016). Prema nekim
istrazivanjima utvrdeno je da CAT ima vecu aktivnost pri ve¢im razinama H;O,, dok
peroksidaze uklanjaju manje koncentracije H,O, (Gadjev i sur. 2008). CAT je pokazana kao
glavni antioksidacijski enzim u vrsti Jatropha curcas L. u borbi protiv solnog stresa (Gao i
sur. 2008). Sli¢no tome Chaparzadeh i suradnici (2004) utvrdili su povecanje aktivnosti CAT
u tkivu vrste Calendula officinalis tretiranom razli¢itim koncentracijama NaCl-a, dok se
aktivnost drugih antioksidacijskih enzima ne povecava pod utjecajem solnog stresa.

Kako bi prevladale posljedice oksidacijskog stresa induciranog salinitetom biljke
koriste sustave antioksidansa. Relativno visoke aktivnosti antioksidacijskih enzima
zabiljeZene su u genotipu vrsta tolerantnih na solni stres, u usporedbi s osjetljivim vrstama,
Sto dovodi do pretpostavke da antioksidacijski sustav ima vaznu ulogu u toleranciji solnog
stresa u biljke (Azooz 2009). Kako bi se povecala tolerancija na oksidacijski stres, velik broj
istrazivanja je usmjeren prema konstruiranju transgenih biljaka koje eksprimiraju razlicite
antioksidacijske enzime. U transgenim biljkama duhana pokazano je da se transgenom
manipulacijom moze pojacati obrambeni antioksidacijski odgovor biljke, §to omogucéava
zastitu biljke od razli€itih stresora (Lee i sur. 2007). Prema istrazivanju Gao i suradnika
(2014) dodatkom p-kriptogeina aktivira se ,,gen koji nalikuje na kriptogein“ (ApCL)
kloniranjem tog gena i njegovom transformacijom u druge biljke poboljSava se otpornost
biljke na solni stres i suSu. U svom istraZzivanju Kumar i suradnici (2016) pokazuju da
indukcijom p-kriptogeina biljka ne samo da prezivljava, nego su zabiljeZeno povecanje
aktivnosti antioksidacijskih enzima §to dovodi do pada koli¢ine H,O,. U ovom istrazivanju
takoder je utvrdeno da S-kriptogein potic¢e antioksidacijski odgovor biljke. lako je transgeno
korijenje vec izlozeno jednom obliku stresa, solnom stresu, obrambeni odgovor se pojacava
indukcijom crypt gena. Ovakvim istrazivanjima omogucéava se stvaranje novih ideja koje

vode ka dobivanju transgenih biljaka otpornih na stresne uvjete.
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5. ZAKLJUCCI

Uslijed inducibilne ekspresije p-kriptogeina u transgenom korijenju ukrasne koprive dolazi
do promjene antioksidacijskog statusa tkiva izloZenog solnom stresu. S jedne strane, /-
kriptogein znacajno povecava aktivnost CAT, dok s druge strane smanjuje aktivnost GPOD-
a.

Povecana aktivnost antioksidacijskog enzima CAT regulira koli¢inu H,O; u transgenom
korijenju tkivu te na taj nacin smanjuje lipidnu peroksidaciju tkiva, do koje dolazi uslijed
izlaganja korijenja solnom stresu.

Inducibilna ekspresija oomicetalnog elicitora p-kriptogeina ublazava ucinak solnog
stresa u transgenom korijenju ukrasne koprive povecanjem antioksidacijskog statusa u
tkivu. Stoga bi inducibilna ekspresija gena crypt mogla biti dobra strategija u obrani

biljaka od razli¢itih okoli$nih stresova.
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