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POPIS KRATICA

APX — askorbat peroksidaza

BSA — albumin iz govedeg seruma

CAT — katalaza

CBB — boja Coomassie Brilliant Blue

€ — molarni apsorpcijski koeficijent

EDTA — etilendiamintetraoctena kiselina

FCR - Folin—Ciocalteu reagens

Fv — varijabilna fluorescencija

Fo — minimalna vrijednost fluorescencije

Fm — maksimalna vrijednost fluorescencije

F'm — vrijednost maksimalne fluorescencije na svjetlosti

Fs —fluorescencija ravnoteznog stanja

g — relativna centrifugalna sila

GPOD - gvajakol peroksidaza

JA — jasmonska kiselina

K — kontrolna grupa biljaka

| — duljina opti¢kog puta (duljina kivete)

LED — svjetle¢a dioda

Lo — elektri¢na provodljivost otopine nakon autoklaviranja

L. — elektri¢na provodljivost otopine nakon 24 h inkubacije

MDA — malondialdehid

MS1h — tkivo listova biljaka 1 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu
MS20h — tkivo listova biljaka 20 h nakon izlaganja mehanickom stresu
MSso — listovi biljaka koji su uzeti za analizu s ciljem odredivanja sistemskog odgovora
NBT — nitro-plavi tetrazolijski klorid

PPO - polifenol oksidaza

PSII — fotosistem 11

PVPP — polivinilpolipirolidon

PVP-40 — polivinilpirolidon relativne molekularne mase 40 000
RCF — relativna centrifugalna sila

ROS - reaktivne kisikove vrste

SOD - superoksid dismutaza



su.t. — suho tkivo

sv.t. — svjeze tkivo

TBA — tiobarbituratna kiselina

TCA —trikloroctena kiselina

NPQ — nefotokemijsko gaSenje fluorescencije
gP — fotokemijsko gasenje fluorescencije
XOD — ksantin oksidaza

®ps —efektivna uéinkovitost PSII



1. UVOD
1.1. Znacaj istrazivanja odgovora biljaka na stresne uvjete

Ubrzani porast svjetske populacije, klimatske promjene te potros$nja prirodnih resursa predstavljaju
ozbiljan globalni problem jer utjeu na poljoprivrednu proizvodnju ¢ija je uloga osigurati prehranu
stanovni$tva. Zbog nedostatne proizvodnje u odnosu na potros$nju hrana postepeno postaje
ograniCavajué¢im resursom te prioritetnim izazovom za znanost. Prehrana sve veéeg broja ljudi,
potreba pravilnog i odrzivog raspolaganja dostupnim resursima te potraga za alternativnim
nacinima proizvodnje postat ¢e srediSnja okosnica istrazivanja na podru¢ju agronomije, biljne
biologije te biotehnologije. Razumijevanje mehanizama odgovora biljaka na razlicite stresne uvjete
nuzno je kako bismo osigurali opskrbu hranom i razvili visoko otporne biljne vrste (Freeman i
Beattie, 2008).

1.2. Bioticki i abioticki stresni uvjeti

U prirodnim uvjetima, kao i pri uzgoju na poljoprivrednim povrSinama, biljke su tijekom svog
zivotnog ciklusa izloZene promjenjivim okoli$nim uvjetima koji mogu na razli¢ite nacine djelovati
na njihov rast, razvoj i produktivnost. Posljedice takvih uvjeta su promjene u fizioloSkim i
biokemijskim procesima koje se ¢esto manifestiraju kao promjene morfologije te prinosa (Taiz i
Zeiger, 2006).

Stresni uvjeti mogu se podijeliti na bioticke i1 abioticke, ali i antropogene koji nastaju pod utjecajem
covjeka. Bioticki stresni uvjeti obuhvacaju kompeticiju s drugim organizmima, napad herbivora te
infekcije patogenima poput bakterija, gljivica, virusa i obli¢a (Suzuki i sur., 2014). Abioticki stresni
uvjeti obuhvacaju neposredan ili posredan utjecaj nezivog okoliSa na organizam te ukljucuju susu,
poviSenu temperaturu, hladnocu, suvisak ili manjak hranjivih tvari, nedostatak kisika (hipoksiju ili
anoksiju) u podrucju korijena, ultraljubicasto zracenje i onecis¢enje tla i atmosfere (Taiz i Zeiger,
2006; Freeman i Beattie, 2008). Osim navedenih tzv. primarnih stresnih faktora postoje i
sekundarni koji nastaju kao posljedica djelovanja primarnih. Primjerice, njima pripada oksidacijski
stres, koji je rezultat djelovanja primarnih faktora poput ekstremnih temperatura, suse, napada
patogena, te osmotski stres, koji je rezultat djelovanja suse, povecane koncentracije soli u tlu te

visoke i niske temperature (Zhu, 2016).



Svaki od navedenih stresnih uvjeta u biljkama uzrokuje zapanjujuéi niz mehanizama odgovora i
obrane koji su regulirani aktivacijom raznih signalnih puteva i fitohormona (Suzuki i sur., 2014;
Fujita i sur., 2006). Stani¢ni, molekularni i biokemijski odgovori, a ponekad i promjena morfologije
koja prati percepciju stresnih signala, ¢esto dovode do indukcije sofisticiranih mehanizama
prilagodbe na nepovoljne okoli$ne uvjete (Taiz i Zeiger, 2006; Benikhlef i sur., 2013). Otpornost
na odredeni stres biljke mogu ste¢i na dva nacina — adaptacijom ili aklimatizacijom. Za razliku od
adaptacije, koja je genetski stupanj otpornosti na stres steen selekcijom tijekom evolucijskog
vremena, aklimatizacija predstavlja razvijanje tolerancije na stres, uslijed prethodnog izlaganja
stresnom faktoru, tijekom zivotnog vijeka biljke (Taiz i Zeiger, 2006). Pritom se ocituje kao niz
razli¢itih strukturnih, ali i molekularnih, biokemijskih i fizioloskih promjena koje su specificne za

pojedine tipove okoli$nih faktora (Read i Stokes, 2006; Taiz i Zeiger, 2006; Benikhlef i sur., 2013).

1.3. Mehanicki stres

Mehanicki stres pojavljuje se kao prirodna posljedica nepovoljnih okolisnih uvjeta, a moze biti
uzrokovan bioti¢kim i abioti¢kim ¢imbenicima. Ekstremne vremenske pojave, poput mraza, tuce,
poplava, jakih i olujnih vjetrova, u posljednje su vrijeme sve ¢eS¢a pojava koja uzrokuje znatne
Stete u poljoprivrednim kulturama. Osim mehani¢kog stresa uzrokovanog klimatskim nepogodama
bitno je spomenuti stres nastao djelovanjem ljudi i Zivotinja. Sirok raspon mehani¢kih podrazaja
koji ukljucuje gazenje, savijanje, pomicanje pojedinih dijelova biljke, medusobni kontakt i trljanje
moze utjecati na rast i razvoj drveca i trava, ali i agronomski vaznih usjeva (Read i Stokes, 2006;

lida, 2014).

Medutim, spomenuti bioticki i abioticki ¢imbenici koji uzrokuju mehanicki stres u nekim
slu¢ajevima mogu biti agronomski povoljni faktori, ukoliko se od posljedica njihova djelovanja
biljka moze oporaviti. Naime, lida je 2014. godine preveo i objavio dostupna saznanja o dotad,
ostatku svijeta, nepoznatoj metodi. Radi se o japanskoj praksi zvanoj ,,Mugifumi” pomocu koje je
moguce ostvariti veéi prinos usjeva pSenice i jeCma izazivaju¢i mehanicki stres gaZenjem i
gnjecenjem biljaka. Razlog zbog kojeg ova metoda nije Siroko poznata i primjenjivana lezi u
nedostatku dostupnih zapisa na engleskom jeziku. Praksu gazenja japanski poljoprivrednici
provodili su stolje¢ima tijekom zimskih mjeseci na sadnicama pSenice i jeCma posijanih u jesen.
Prema sveobuhvatnom, narativnom vodi¢u napisanom u 17. stolje¢u farmeri su, u Japanu, ve¢ tada

imali empirijski steCena znanja o pozeljnim karakteristikama biljaka koje nastaju kao odgovor na



ovakvu vrstu stresa. Neke od uocenih morfoloSkih prilagodba jesu ojacani korijen te njegov
posljedicni intenzivniji rast i Sirenje, smanjena duljina stabljike te veci prinos usjeva (lida, 2014;

Tomas-Grau i sur., 2017).

Postoje i druga istraZivanja koja govore o u¢inku izlaganja biljaka mehani¢kom stresu. Primjerice,
u kasnijim su istraZivanjima zamijecene jo§ neke morfoloske promjene, kao Sto je povecana
fleksibilnost stabljike i drugih organa te manja visina stabljike, listova i peteljki, Sto rezultira
biljkama nizeg rasta i kompaktnije grade (Biddington, 1986; Read i Stokes, 2006). Takoder, brojna
istrazivanja upucuju na povezanost mehanickog stresa s razvojem otpornosti na brojne stresne
uvjete ukljucujuéii opetovano djelovanje mehanickog stresa. Tako stabla izloZena djelovanju vjetra
postaju otpornija na daljnje izlaganje snaznim navalama vjetra u usporedbi sa zaklonjenim
stablima, koja su u pravilu krhka i lako lomljiva. Laboratorijska istrazivanja pokazala su da
izlaganje mehani¢kom stresu djeluje na biomehani¢ka svojstva omogucujuci elasti¢nost i ¢vrstoéu
prilikom istezanja i savijanja (Jaffe i Forbes, 1993). Stovise, na grahu je prikazana povezanost
mehani¢kog stresa s razvojem otpornosti na suSu i mraz, dok je na soji ustanovljena poveéana
otpornost na mraz nakon mehani¢kog stresa izazvanog trljanjem (Jaffe i Forbes, 1993). Biljke imaju
sposobnost osjeta ne samo jakih mehanic¢kih podrazaja, poput onih uzrokovanih vjetrom, veé i
podrazaja niskog intenziteta, poput onih uzrokovanih medusobnim dodirivanjem, trljanjem te
ostalim oblicima blagih kratkotrajnih podrazaja (Tomas-Grau i sur., 2017). Odgovor na blage
mehanicke podrazaje takoder dovodi do pokretanja obrambenih odgovora biljaka spregom
biokemijskih, fizioloskih i morfolo§kih reakcija. Primjerice, istraZivanjem na modelnoj biljci
Arabidopsis thaliana izazvana je jaka i prolazna imunost na sivu plijesan (Botrytis cinerea Pers.)

uslijed djelovanja blagog mehanic¢kog stresa (Benikhlef i sur., 2013).

1.5. Sistemski odgovor u biljaka

Sposobnost prezivljavanja nepovoljnih okoliSnih uvjeta ovisi o ucinkovitim obrambenim
mehanizmima i signalnim putevima koji dovode do poveéanja tolerancije na stres (Huber i Bauerle,
2016). Pojam sistemske signalizacije su uveli T. R. Green i C.A. Ryan (1972) s revolucionarnom
otkri¢em de novo sinteze obrambenih proteinaznih inhibitora u raj¢ice ne samo na mjestima ozljede
vec i na razini cijele biljke nakon lokaliziranog napada Colorado krumpirove zlatice (Leptinotarsa
decemlineata). Kao zastitu od nepovoljnog ucinka opetovanog izlaganja slicnim bioti¢kim ili

abiotickim stresnim uvjetima biljke posjeduju sistemske signalne mreze koje omogucavaju da se



percepcija lokalnih stresnih signala razvije u otpornost na razini cijele biljke (Schilmiller i Howe,
2005; Hilleary i Gilroy, 2018). Takva sistemski steCena rezistencija najCeS¢e nastaje uslijed
izlaganja biljaka biotiCkom stresu, odnosno mehani¢kom stresu koji je posljedica napada Stetnika i
biljojeda (Heil i Bostock, 2002). U sloZenim signalnim procesima, koji dovode do promjene
ekspresije gena, sudjeluju mnogi hormoni i sekundarni glasnici od kojih su najznacajniji
abscizinska kiselina, jasmonska kiselina, salicilna kiselina i etilen te kalcij (Buchanan i sur., 2015).
Mehanizam S§irenja signala u neosteé¢eno tkivo, kao i aktivacija sistemske rezistencije, jedna su od
glavnih okosnica istrazivanja u razumijevanju obrambenih odgovora na stres (Schilmiller i Howe,
2005).

1.6. Parametri stresa u biljkama

Tijekom razvoja biljke su izlozene raznim stresnim uvjetima koji utjeu na osnovni metabolizam
biljaka. (Bartwal i sur., 2012). Za smanjenje ucinka stresnih uvjeta biljke posjeduju niz sloZenih
mehanizama zaStite koji se temelje na promjeni ekspresije gena, dinamike odvijanja metaboli¢kih
reakcija i fizioloskih procesa. Fizioloske i molekularne promjene do kojih dolazi prilikom izlaganja
stresu ukljuCuju promjenu membranske fluidnosti i sastava membranskih lipida, koncentracije
otopljenih tvari, metabolizma ugljikohidrata, fotosintetske aktivnosti i jo§ brojne druge (Chaves i
sur., 2003). Medutim, veoma je malo stani¢nih odgovora koji su specifi¢ni za pojedinu vrstu stresa.
Vecina stresnih uvjeta izaziva univerzalne odgovore kao $to je proizvodnja prekomjerne koli¢ine
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, engl. reactive oxygen species) te pojacana aktivnost enzimatskog
i neenzimatskog antioksidativnog sustava (Bartwal i sur., 2012). Pritom se razina oksidacijskog
stresa najceS¢e mjeri detekcijom pojedinih ROS-a poput vodikovog peroksida, dok se
antioksidacijski status biljke odreduje mjerenjem aktivnosti antioksidativnih enzima poput
katalaze, peroksidaze, superoksid dismutaze te koncentracije neenzimatskih antioksidansa poput
askorbata, glutationa, fenola i karotenoida. Medutim, slozena mreza stani¢nih odgovora koja
nastaje uslijed akumulacije ROS-a otezava detekciju odgovora na stres, odnosno razlikovanje
uzrocno-posljedi¢nih veza. Stoga se za procjenu stresa mjere i drugi parametri. Jedan od primarnih
stani¢nih odgovora do kojeg dolazi uslijed izlaganja uvjetima manjka vode i poviSenog saliniteta
jest biosinteza niskomolekularnih organskih tvari — kompatibilnih osmolita poput prolina, glicin-
betaina i Se¢ernih alkohola (poliola). Koncentracija se ovih osmolita, kao i drugih metabolita poput
pigmenata i fenola, koristi za procjenu antioksidacijskog potencijala biljke (Farooq i sur., 20009;

Bartwal i sur., 2012). Razvijanje tolerancije na stres takoder je povezano i sa sintezom poliamina,
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medu kojima se nalaze spermidin i spermin kao bitni indikatori otpornosti na uvjete manjka vode,
povisen salinitet i nizu temperaturu (Li i Chen, 2000). Fluorescencija klorofila in vivo predstavlja
jo§ jednu cCestu tehniku za neinvazivno pracenje ucinaka stresa proucavanjem promjene
fotosintetske aktivnosti fotosistema Il (PSII) (Lukaszuk i sur., 2016). Vrlo je pogodan alat za rano
otkrivanje stresa u biljkama, kao i za proucavanje procesa oporavka nakon uklanjanja stresnog
faktora (Lichtenthaler, 1988).

1.6.1. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres pojava je poja¢anog nakupljanja ROS-a kao odgovora na razli¢ite bioticke i
abioticke okolisne uvjete (Gill 1 Tuteja, 2010). U bioloskim sustavima postoji veliki broj razli¢itih
vrsta ROS-a, medu kojima najbitniju ulogu u oksidacijskom stresu imaju singletni kisik (*O),
superoksidni radikal (O2"), vodikov peroksid (H20>) i hidroksilni radikal (*OH) (Choudhury i sur.,
2017).

U biljnim stanicama ROS nastaju kontinuirano kao nusprodukti razli¢itih metabolickih puteva
poput fotosinteze i stani¢nog disanja (Choudhury i sur., 2017). Glavna mjesta nastanka ROS-a u
biljnoj stanici jesu kloroplasti, mitohondriji i peroksisomi. ROS se, u normalnim uvjetima, nalaze
u niskim koncentracijama pri kojima imaju bitnu ulogu kao signalne molekule u aktiviranju daljnje
biljne zastite (Demidchik, 2015; Choudhury i sur., 2017), dok pri vi$§im koncentracijama sluze kao
indikatori razli¢itih stresnih ¢imbenika ukljucujuci i mehanicki stres (Mittler, 2002; Apel i Hirt,
2004; Choudhury i sur., 2017). Pretjerana akumulacija ROS-a moze biti posljedica promjena u
normalnoj biljnoj fiziologiji koje dovode do poremecaja normalnog oksidativno-redukcijskog

stanja stanice (Demidchik, 2015; Choudhury i sur., 2017).

Kao $to je ranije napomenuto, iako su ROS najpoznatije po ostecenjima koja uzrokuju u stanici,
imaju i brojne pozitivne uloge (Mittler, 2002; Choudhury i sur., 2017; Foyer, Ruban i Noctor,
2017). Jedna od njih je uloga ROS-a u prijenosu signala koji se javlja kao odgovor na stresne uvjete
i koji Cesto dovodi do aklimatizacije biljke (Dowling i Simmons, 2009; Miller i sur., 2009; Foyer,
Ruban i Noctor, 2017). Signalne ROS cesto mijenjaju redoks-status regulatornih proteina kao §to
su transkripcijski faktori, pa time i ekspresiju odredenih gena, najcesé¢e onih koji kodiraju za
receptorske kinaze, aneksin i proteine vezane uz biogenezu peroksisoma (Apel i Hirt, 2004).
Desikan i suradnici (2001) su analizom transkriptoma biljke Arabidopsis thaliana nakon tretmana
vodikovim peroksidom dokazali promjenu ekspresije 175 gena od kojih je vecina imala signalnu

funkciju, a manji broj gena antioksidacijsku funkciju. Za aklimatizaciju je, uz opisanu ulogu ROS



u prijenosu signala, bitno da takoder stupaju u interakciju s hormonima stresa koji su izrazito bitni
u aklimatizaciji biljke na abioticke stresne faktore (Choudhury i sur., 2017; Foyer, Ruban i Noctor,

2017).
1.6.1.1. Posljedice oksidacijskog stresa u biljnoj stanici

Zajednicko svojstvo svih ROS-a jest sposobnost stvaranja ireverzibilnih i reverzibilnih
oksidacijskih ostecenja makromolekula, kao Sto su oste¢enja nukleinskih kiselina, proteina i lipida,
koja dovode do naruSavanja njihove funkcije (Mittler, 2002; Choudhury i sur., 2017; Foyer i sur.,
2017). Oksidacija proteina naj¢esce utjece na strukturu molekule, $to posljedi¢no dovodi do gubitka
metabolicke, transportne i regulatorne funkcije (Demidchik, 2015). Tako oksidacijski stres
uzrokuje promjene u metaboliCkim reakcijama, ali i promjene na razini transkripcije i translacije
(Choudhury i sur., 2017). Osim §to su vrlo reaktivni, a samim time i toksi¢ni, za detoksikaciju ROS
potrebno je utrositi velike koli¢ine energije, $to dovodi do smanjenja energetskih zaliha organizma
¢ineci ga manje otpornim na stres (Choudhury i sur., 2017). Krajnji u¢inak oksidativnog stresa ovisi
o nizu faktora, medu kojima su koli¢ina i kemijska priroda nastalih ROS-a (Dowling i Simmons,
2009; Foyer, Ruban i Noctor, 2017), vrsta biljke, vrsta i jac¢ina stresa (Choudhury i sur., 2017),

razvojni stadij te lokalizacija unutar stanice (Noctor, Lelarge-Trouverie i Mhamdi, 2015).
Vodikov peroksid

Vodikov peroksid jedan je od glavnih Kisikovih spojeva koji nastaje u biljkama tijekom
oksidativnog stresa. Relativne je stabilnosti i dugog Zivotnog vijeka (Demidchik, 2015). Takoder
je i prirodni produkt metabolizma biljaka koji nastaje u neenzimskim i enzimskim reakcijama u
razli¢itim stani¢nim odjeljcima (del Rio i sur., 1992). Glavni Stetni ucinci vodikovog peroksida
oCituju se u poticanju lipidne peroksidacije i inaktivaciji enzima. Oksidacija tiolne (-SH) skupine,
koja potjeCe od aminokiseline cisteina, uzrokuje promjenu rasporeda disulfidnih veza, s$to
posljedi¢no dovodi do modifikacije i promjene same funkcije proteina, poput vezanja na molekulu
DNA (Apel i Hirt, 2004; Choudhury i sur., 2017). Takoder, dovodi do stvaranja visokoreaktivnog
i toksi¢nog hidroksilnog radikala u prisutnosti prijelaznih metala, u tzv. Haber-Weiss i Fentonovim

reakcijama (Hasanuzzaman i sur., 2013).
Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija, odnosno peroksidacija masnih kiselina kojom nastaju molekule poput

malondialdehida (MDA), Cesti je marker oksidacijskog stresa (Demidchik, 2015; Noctor, Lelarge-
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Trouverie i Mhamdi, 2015). Predstavlja sekundarnu reakciju na stres izazvanu primarnim
proizvodima stresa, odnosno ROS (Blokhina i sur. 2003). Proces lipidne peroksidacije odvija se u
tri faze: inicijacija, propagacija i terminacija (Catala, 2006). Zapocinje uklanjanjem vodikovog
atoma iz lipidne molekule uz pomoc¢ hidroksilnog, alkoksilnog ili peroksilnog radikala ¢ime nastaje
lipidni radikal koji moZe aktivirati molekulu kisika koja nastavlja proces oksidacije lipida.
Posljedice lipidne peroksidacije jesu jaka oSte¢enja stani¢nih membrana, gubitak njihove funkcije
kao barijere i dezintegracija organela (Demidchik, 2015).

1.6.1.2. Antioksidacijski status biljke

Kao §to je ve¢ spomenuto, ROS su neizbjezni produkti acrobnog metabolizma (Choudhury i sur.,
2017). Buduéi da su biljke evoluirale uz njihovu prisutnost, razvile su i brojne prilagodbe na njihove
toksi¢ne ucinke (Kliebenstein i sur., 1998; Demidchik, 2015). U obrani od oksidacijskog stresa
sudjeluju razli¢iti enzimatski i neenzimatski antioksidacijski mehanizmi (Dowling i Simmons,
2009; Caverzan i sur., 2012; Choudhury i sur., 2017) koji su ¢esto vezani uz pojedine stani¢ne
odjeljke (Apel i Hirt, 2004), a identificirani su u mitohondrijima, kloroplastima, peroksisomima i
citosolu (Mittler, 2002). Bitni su antioksidacijski enzimi superoksid dismutaza, katalaza, i
peroksidaze (Mittler, 2002; Apel i Hirt, 2004; Caverzan i sur., 2012; Demidchik, 2015). Glavnha
zadaca antioksidacijskog sustava jest odrzati ravnotezu nastajanja i razgradnje superoksidnog iona,

vodikovog peroksida i hidroksilnog radikala (Apel i Hirt, 2004).
Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) glavni je antioksidacijski enzim za uklanjanje superoksidnog radikala
u kloroplastima te se smatra prvom linijom obrane od oksidacijskog stresa (Alscher i sur., 2002;
Mittler, 2002; Dowling i Simmons, 2009). SOD Kkatalizira reakciju disproporcioniranja
superoksidnog radikala na molekularni kisik i vodikov peroksid na sljede¢i na¢in (Kliebenstein i

sur., 1998; Corpas i sur., 2017):
20, +2H" > H02+ 0O,

Superoksid dismutaze mogu kao metalni kofaktor koristiti ion Zeljeza, mangana te bakra i cinka,
pa se prema tome razlikuju i tri izoenzima SOD koji su locirani u razli¢itim stani¢nim organelima
(Kliebenstein i sur., 1998; Alscher i sur., 2002). Budu¢i da su fosfolipidne membrane nepropusne
za nabijene superoksidne molekule, vazno je da se superoksid dismutaze nalaze u svim odjeljcima

u kojima superoksid nastaje kako bi ga mogle razgraditi (Takahashi i Asada, 1983).



Katalaza

Katalaza (CAT) je Siroko rasprostranjen enzim koji predstavlja dio antioksidacijske zastite stanice
(Anjum i sur., 2016). Nalazi se u mitohondrijima, peroksisomima i citoplazmi visih biljaka, a sluzi
za razlaganje vodikovog peroksida koji nastaje tijekom transporta elektrona u lancu prijenosa
elektrona u mitohondriju, B-oksidacije masnih kiselina te tijekom fotorespiracije (Arora i sur.,
2002; Mafakheri i sur., 2011). Katalizira razgradnju H2O- pri ¢emu nastaje voda i kisik (Willekens
i sur.,1995) prema jednadzbi:

2 H,0; — 2 H,0+ O,

Mnoga su istrazivanja pokazala da izlaganje biljaka stresnim uvjetima dovodi do porasta aktivnosti
katalaze $to posljedi¢no spreCava naruSavanje membranskog integriteta i oksidaciju nukleinskih
kiselina, proteina i lipida (Arora i sur., 2002; Mafakheri i sur., 2011). Iako ima visoku kataliti¢ku

ucinkovitost, ima izrazito nizak afinitet prema supstratu (Willekens i sur., 1995).

Peroksidaza

Peroksidaze, u koje se ubrajaju askorbat (APX, engl. ascorbate peroxidase) i gvajakol peroksidaza
(GPOD, engl. guaiacol peroxidase), su glikoproteini, koji poput katalaze imaju bitnu ulogu u
detoksifikaciji vodikovog peroksida (Tayefi-Nasrabadi i sur., 2011; Erofeeva, 2015). Smatra se da
su u kompeticiji s katalazom buduci da koriste isti supstrat. Medutim, CAT je aktivna samo pri
relativno visokim koncentracijama H»O, dok se nize koncentracije H,O, uklanjaju pomocu
gvajakol peroksidaze zbog veéeg afiniteta za H.O. (Gadjev i sur, 2008). Takoder, zbog prisutnosti
na razli¢itim mjestima unutar stanice peroksidaze uklanjaju i onaj H2O> koji je CAT nedostupan
(Van Breusegem i sur, 2001). Za redukciju H2O,, peroksidaze koriste organski supstrat, poput

askorbata, kao donor elektrona prema jednadzbi (Asada, 1992):
RH; + H,O, — R +2H,0

Askorbat peroksidaza se primarno nalazi u kloroplastima, ali i u citosolu, mitohondrijima i
peroksisomima (Caverzan i sur., 2012; Anjum i sur., 2016). Djelovanje APX-a temelji se na
redukciji vodikova peroksida do vode oksidacijom dviju molekula askorbata do
monodehidroaskorbata koji se mogu regenerirati preko monodehidroaskorbat reduktaze (Uarrota i

sur., 2016). Gvajakol peroksidaza kao reducirajuce sredstvo preferira aromatske donore elektrona



poput gvajakola (Tayefi-Nasrabadi i sur., 2011; Erofeeva, 2015). GPOD je smjeSten u apoplastima,
citoplazmi, vakuoli i stani¢noj stijenci (Tayefi-Nasrabadi i sur., 2011; Uarrota i sur., 2016).

Fenoli

Fenoli su sekundarni biljni metaboliti koji obuhvaéaju veliki broj spojeva raznolikih funkcija.
Postoji oko 8000 prirodno prisutnih biljnih fenola od kojih polovicu ¢ine flavonoidi, a osim njih u
fenole se ubrajaju i fenolne Kiseline, tanini i drugi spojevi (Sulaiman i Balachandran, 2012).
Zajednicka karakteristika svih fenola je hidroksilna skupina na aromatskom prstenu (Budet, 2007).
Neki fenolni spojevi djeluju u sklopu neenzimatskog antioksidativnog sustava, zajedno s
askorbatom, glutationom, tokoferolom i karotenoidima (Apel i Hirt, 2004). Antocijanini, koji
pripadaju klasi flavonoida, su jedna od glavnih skupina prirodnih pigmenata koja posjeduje
antioksidacijsku aktivnost (Kim i sur., 2007). Antioksidacijska sposobnost fenola dolazi od visoke
tendencije da vezu metalne ione u obliku helata i posljedi¢no ih inaktiviraju, posebice Zeljezo i
bakar. Na taj nacin sprjeCavaju odvijanje Fentonovih reakcija kojima nastaje izrazito toksi¢an
hidroksilni radikal. Osim toga, fenoli mogu smanjiti lipidnu peroksidaciju reakcijom s alkoksilnim
lipidnim radikalom (Michalak, 2006) ili smanjenjem membranske fluidnosti ¢ime ometaju prijenos
slobodnih radikala (Arora i sur., 2000).

Oksidacija fenola

U vecini biljaka polifenol oksidaza (PPO, engl. polyphenol oxidase) je Siroko rasprostranjen
metaloenzim koji katalizira oksidaciju fenola, odnosno monofenola i o-difenola u visoko reaktivne
o-kinone. Budud¢i da se reakcija odvija u prisutnosti kisika, polifenol oksidaza posredno utjece na
razinu kisika i ROS-a u stanici (Boeckx i sur., 2015a; Tran i sur., 2012). Odgovor enzima na
okolisne faktore i njegova ciljana lokalizacija upucuju na ulogu u aklimatizaciji ili kratkoro¢énom
odgovoru na stres (Boeckx et al., 2015b). Budué¢i da se enzimi PPO uglavhom nalaze u
kloroplastima, a fenoli u vakuoli, njihova interakcija zahtjeva uniStenje stani¢nih organela, do kojeg
dolazi uslijed ranjavanja tkiva. Stoga je aktivnost enzima PPO najceS¢e povezana s obrambenim
mehanizmima biljaka protiv patogena i insekata (Abdi i sur, 2017; Boeckx et al., 2015a). Medutim,
njegova je uloga u vecini biljaka jo§ nepoznata te je predmetom mnogih istrazivanja. Zanimljivo je
da, unato¢ opseznim pretrazivanjima, u genomima biljaka Arabidopsis thaliana i A. lyrata nisu
otkriveni geni za PPO niti sekvence koje su slicne genima za PPO (Tran i sur., 2012). lako
iznenadujuci, ovaj rezultat je u skladu s ranijim istrazivanjem genoma A. thaliana, u kojem se

takoder nije uspio identificirati gen za PPO (Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Nedostatak tog



gena u biljci Arabidopsis sugerira da vjerojatno nije potreban za primarnu ve¢ za ekoloSku ili
sekundarnu metabolicku funkciju. Takoder, moguce je da nedostatak njegove funkciju u uro¢njaku
nadoknaduju drugi oksidativni enzimi kao $to su lakaze. U genomu biljke Arabidopsis pronadeno
je 17 gena za enzim lakazu, te je pokazano da usprkos razli¢itim strukturama, lakaze i PPO provode

slicnu funkciju (Tran i sur., 2012).

1.6.2. Fotosintetski pigmenti

Fotosintetski pigmenti u biljaka su klorofil a, klorofil b i karotenoidi koji se dijele na karotene i
ksantofile. Klorofil su klju¢ni pigmenti u procesu fotosinteze, ¢ija je razina u nepovoljnim uvjetima
dobar pokazatelj fotosintetske aktivnosti (Xu i sur., 2008). Pritom, najvece znacenje ima klorofil a
jer jedino on moze sudjelovati u reakciji razdvajanja naboja u reakcijskom sredistu fotosistema.
No, za efektivno odvijanje fotosinteze znacajni su i klorofil b i karotenoidi koje nazivamo
pomoc¢nim pigmentima jer mogu apsorbirati svjetlost i prenositi energiju na klorofil a (Armstrong
i Hearst, 1996). Karotenoidi su po svojoj gradi terpeni koji sadrze konjugirane dvostruke veze $to
im omogucéava apsorpciju svjetlosti u §irokom rasponu valnih duljina od 450 do 570 nm, unutar
plavog dijela spektra. Vidljivi su kao zuti, narancasti ili crveni lipofilni pigmenti u cvjetovima,
plodovima i gomoljima biljaka te listovima tijekom razgradnje klorofila u jesen (Havaux, 2013).
Osim uloge pomoc¢nih pigmenata u fotosintezi sudjeluju i u zastititi od fotooksidacijskog stresa
inaktivacijom ROS-a ¢ime pruZanju zaStitu od lipidne peroksidacije (Lim i sur., 1992; Johnson i
sur., 2007) i stabiliziraju lipidnu membranu (Havaux, 1998). Aluru i suradnici (2009) su dokazali
da su fotosintetski organizmi s nedostatkom karotenoida jako fotoosjetljivi, podlozni o$tecenju

fotosustava te mutagenezi uslijed prekomjerne proizvodnje singletnog kisika (*O).
1.6.3. Fluorescencija klorofila

Mjerenje fluorescencije klorofila in vivo jedna je od najce$¢e koriStenih metoda u istraZivanju
ucinaka stresnih uvjeta na u¢inkovitost fotosinteze i na prilagodbu tijekom duzeg izlaganja stresnim
uvjetima. U ovom je istrazivanju koriStena metoda saturacijskog pulsa koja omogucava mjerenje
fluorescencije klorofila u intaktnim organima biljaka (Maxwell i Johnson, 2000). U optimalnim
okoli$nim uvjetima vecina se apsorbirane svjetlosne energije koristi za proces fotosinteze, odnosno
prijenos energije u antenama fotosistema i pokretanje lanca prijenosa elektrona. Mali dio energije
se gubi u obliku topline i fluorescencije. U stresnim uvjetima povecava se udio energije koji se gubi
u obliku topline i svjetlosti (fluorescencije). Stoga se mjerenjem fluorescencije moze procijeniti

ucinkovitost fotosinteze. Budu¢i da se spektar emitirane svjetlosti koja potje¢e od fluorescencije

10


https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tpj.12386#tpj12386-bib-0069
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tpj.12386#tpj12386-bib-0053
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/tpj.12386#tpj12386-bib-0042

klorofila razlikuje od spektra apsorbirane svjetlosti, moguce ju je detektirati pomocu fluorimetra.
Naime, energija koja se oslobada pri fluorescenciji u crvenom je dijelu spektra i vece je valne
duljine od apsorbirane svjetlosti (Roger i Weiss 2001).

1.6.4. Oslobadanje elektrolita iz biljnog tkiva

Cjelovitost i stabilnost stani¢ne membrane presudni su za normalno funkcioniranje stanice, a ¢esto
je upravo membrana prva ,,meta“ brojnih nepovoljnih stresnih uvjeta. Prilikom osStecenja stanica
naruSava se integritet stani¢nih membrana, $to dovodi do propuStanja elektrolita iz stanica.
Mjerenjem provodljivosti otopine u kojoj se inkubira biljno tkivo prethodno izlozeno stresnim
uvjetima, moze se procijeniti koli¢ina propustenih elektrolita (Bajji i sur, 2001; Lutts, 1996). Tako
se na jednostavan nacin moze procijeniti razina uc¢inka biotickog ili abioti¢kog stresnog ¢imbenika

(Hatsugai i Katagiri, 2018).

1.7. Vrsta Arabidopsis thaliana kao modelni organizam

Uro¢njak Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. jednogodi$nja je zeljasta biljka porijeklom iz centralne
Azije, Siroke geografske rasprostranjenosti u Europi, Aziji te Sjevernoj Americi (Meinke, 1998;
Weigel i Mott, 2009). Pripada porodici krstaSica ili kupusnjada (Brassicaceae) koja obuhvaca
mnoge ekonomski znac¢ajne vrste poput brokule, kupusa, kelja, cvjetace, korabice, rotkvice i brojne
druge. Friedrich Laibach je davne 1943. godine prvi istaknuo potencijal biljke Arabidopsis thaliana
kao modelne biljke za geneticka istrazivanja (Koornneef i Meinke, 2010). Jednostavan uzgoj, kratki
zivotni ciklus, samooplodnja, jednostavna geneticka manipulacija te relativno mali genom, samo
su neke prednosti koje €ine ovu biljnu vrstu idealnim te najpoznatijim biljnim modelnim
organizmom u podrucju genetike, molekularne te razvojne biologije (Mitchell-Olds, 2001).
Haploidni genom veli¢ine 125 do 150 Mb sadrzan je u pet kromosoma, obuhvaca oko 28 000 gena
i U potpunosti je sekvencioniran (Serino i Marzi, 2018). Postoje brojni ekotipovi iz prirodnih
populacija koji sluze za geneticke i molekularne analize, od kojih se ekotip Columbia (Col)
opCenito koristi kao referentni genotip (Meinke, 1998; Koornneef i Meinke, 2010). Vecina
ekotipova koristenih u istraZivanju, procvjeta u kontroliranim uvjetima nakon 4-5 tjedana. Uzgajaju
se u zemlji u uvjetima dugog dana (16 sati svjetla i 8 sati tame) pri temperaturi uzgoja od 23 °C.
Optimalni intenzitet svjetlosti iznosi 120 — 150 umol/m?s, dok je optimalna vlaznost za rast biljke
izmedu 50 1 60% (Rivero i sur., 2013).
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Za svoje smo istraZivanje izabrale upravo ovu vrstu zbog dva osnovna razloga. Naime, iako nije
agronomski znacajna vrsta, predstavlja pogodan modelni organizam i referentni sustav zahvaljuju¢i
mogucoj ekstrapolaciji dobivenih rezultata na brojne srodne povrtne vrste visoke prehrambene
vrijednosti. Takoder, budu¢i da je temeljito opisana i Siroko koriStena, istrazivanjima na toj biljnoj
vrsti u podruc¢ju genetike, fiziologije i metabolizma polazu se temelji za istraZivanje biologije svih

drugih biljnih vrsta.
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2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Istrazivanja odgovora na bioticke i abioticke stresne uvjete znacajno pridonose ukupnom
poznavanju fizioloskih i biokemijskih procesa te mehanizama prilagodbe u biljaka. U odnosu na
druge stresne uvjete koji su bili predmet opseznih istrazivanja, postoje¢i podaci o uéincima
mehanickog stresa na biljke su malobrojni. Stoga je opéa svrha ovog istrazivanja bila doprinijeti
boljem razumijevanju odgovora biljke Arabidopsis thaliana na mehani¢ki stres, koji znacajno

utjeCu na poljoprivrednu proizvodnju.
Specifi¢ni ciljevi rada su sljedeci:

1. procijeniti u¢inak mehani¢kog stresa na pojavu oksidacijskog stresa mjerenjem koncentracije

vodikovog peroksida i odredivanjem stupnja lipidne peroksidacije

2. odrediti u¢inak mehani¢kog stresa na aktivaciju obrambenih antioksidacijskih mehanizama
mjerenjem koncentracije fenola te odredivanjem aktivnosti antioksidacijskih enzima katalaze,

peroksidaze i superoksid dismutaze
3. odrediti u¢inak mehani¢kog stresa na oksidaciju fenola
4. odrediti u¢inak mehani¢kog stresa na koli¢inu fotosintetskih pigmenta

5. odrediti u¢inak mehanic¢kog stresa na ucinkovitost fotosinteze mjerenjem fluorescencije

klorofila in vivo
6. procijeniti u¢inak mehani¢kog stresa na integritet staniéne membrane

U nasem istrazivanju koristile smo tri grupe biljaka: biljke koje nisu bile izlagane mehani¢kom
stresu te predstavljaju kontrolnu grupu (K), biljke &iji su listovi analizirani 1 h nakon izlaganja
mehani¢kom stresu (MS1h) i biljke ¢iji su listovi analizirani 20 h nakon izlaganja mehanickom
stresu (MS20h). Kod MS20h biljaka takoder je analizirano netretirano tkivo listova s ciljem
procjene sistemskog odgovora biljaka. Cilj je istrazivanja bila medusobna usporedba odgovora
biljaka na stres u svrhu boljeg razumijevanja; (1) indukcije obrambenih mehanizama uslijed
izlaganju kratkotrajnom mehani¢kom podrazaju slabe jakosti, (2) oporavka biljke 20 h nakon
izlaganja stresnom faktoru te (3) efikasnosti sistemske signalizacije, odnosno indukcije sistemskog

odgovora.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Biljni materijal

U pokusu smo Koristile biljke uro¢njaka (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.), ekotip Columbia, koje
su bile u fazi razvoja prije indukcije cvjetanja, tj. prije rasta cvjetne stapke (Slika 1). Biljke smo
uzgajale u zemlji, u komori za uzgoj biljaka, u uvjetima kratkog dana (8 sati svjetla i 16 sati tame),
pri temperaturi od 20 °C i relativnoj vlaznosti od 59%. Uzgoj biljaka u uvjetima kratkog dana te
nizu temperaturu od optimalne (Rivero i sur., 2013) izabrale smo s ciljem odgode cvjetanja, kako
bi biljke $to dulji period bile pogodne za izvodenje pokusa. Za rasvjetu su koristene LED cijevi,
snage 18 W. Intenzitet svjetlosti na razini biljaka bio je 60—65 uE m*s . Sjemenke smo prije

sijanja stratificirale dva dana na 4 °C.

Slika 1. Biljka Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., ekotip Columbia, u fazi
razvoja u kojoj je koristena za istrazivanje.

3.2. KoriSteni uredaji

Koristeni uredaji su liofilizator Alfa 1-2, Christ; centrifuga Sigma 3K18; UV-VIS spektrofotometar
Specord 40, Analytic Jena; ultrazvucna kupelj DLS 660 — T/H; mijesalica Cole Parmer (Orbital
Shaker); magnetna mijesalica Tehtnica Rotamix 550 MMH; inkubator Memmert; fluorimetar
Quibit Systems; pH metar i konduktometar SevenCompact Duo, Mettler Toledo te uredaj za

mjerenje primijenjene sile razvijen na Fakultetu elektrotehnike i racunarstva SveuciliSta u Zagrebu.
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3.3. Izlaganje biljaka mehani¢kom stresu

Dva do tri lista svake biljke uro¢njaka jednokratno smo izlozile mehanickom stresu. Pritom smo
primijenile silu od 5 N u trajanju od 20 sekundi. Pojedini listi¢ smo s jedne strane pritisnule
senzorom sile, a s druge strane poklopcem Eppendorf epruvete zalijepljenim na prst (Slika 2).
Uzevsi u obzir povrsinu poklopca Eppendorf epruvete kojim smo primijenile silu na list biljke,
ostvareni tlak iznosio je oko 30 kPa. Tretirale smo iskljucivo biljke koje nisu razvile tamno-zelene

listove u rozeti, a ha odgovarajuc¢im biljkama izabrale smo listove priblizno iste starosti (Slika 1).

=

Slika 2. Prikaz primjene mehani¢kog stresa na biljku Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh. koriste¢i fleksibilan senzor sile — Flexi Force (model A201)
proizvodaca Tekscan. Pojedini listi¢ je s jedne strane pritisnut senzorom sile,
a s druge strane s poklopcem Eppendorf epruvete zalijepljenim na prst.

Za primjenu i mjerenje sile pritiska na list, koristile smo uredaj za mjerenje sile s fleksibilnim
senzorom sile — FlexiForce (model A201) proizvodaca Tekscan (Slika 2). Pritom smo primijenjenu

silu promatrale graficki na osobnom racunalu u stvarnom vremenu (Fancev, 2010). Navedeni
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senzor smo prije koriStenja bazdarile upotrebom utega za tehnicku vagu. Bazdarna krivulja
obuhvacala je vrijednosti od 1 do 10 N. Tijekom tretiranja, silu pritiska smo koncentrirale na
srediSnju os lista, odnosno na mjesto kojim prolazi glavna Zila, $to je otprilike na sredini lisne

plojke.

Za svaki pokus koristile smo po 18 biljaka koje smo rasporedile u tri grupe: kontrolnu (odnosno
netretirane biljke), biljke ¢iji su listovi analizirani 1 h nakon tretmana te one Ciji su listovi
analizirani 20 h nakon tretmana. 1z posljednje grupe biljaka smo za analizu takoder uzele dodatne

listove s ciljem procjene sistemskog odgovora biljaka na kratkotrajno izlaganje mehani¢kom stresu.

3.4. Ekstrakcija topivih proteina

Za izradu jednog proteinskog ekstrakta koristile smo po 100 mg svjeZeg tkiva listova kontrolnih
biljaka, odnosno listova izlozenih mehani¢kom podrazaju. Listove smo homogenirale u hladnom
tarioniku, uz dodatak oko 50 mg polivinilpolipirolidona (PVPP, engl. polivinilpolypirrolidone) i
1,5 mL ekstrakcijskog pufera. Ekstrakcijski pufer sastojao se od 100 mM Kalij—fosfatnog pufera
(pH 7,0) te 0,1 mM EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid). Uzorci su centrifugirani 30 min
na 20 000 g pri 4 °C. Nakon centrifugiranja odvojile smo supernatant koji smo u daljnjem radu
koristile za mjerenje ukupne koncentracije topivih proteina, odredivanje aktivnosti katalaze,

gvajakol peroksidaze i superoksid dismutaze te odredivanje stupnja oksidacije fenola.

3.5. Mjerenje koncentracije ukupnih topivih proteina metodom Bradforda

Koncentraciju topivih proteina odredile smo prema metodi Bradford (1976). Za
spektrofotometrijsko mjerenje, u 1 mL Bradfordovog reagensa dodale smo 50 pL proteinskog
ekstrakta, razrijedenog dva puta ekstrakcijskim puferom, kako bi izmjerene vrijednosti
apsorbancija bile u rasponu vrijednosti bazdarne krivulje. Za slijepu probu smo umjesto ekstrakta
koristile 50 pL ekstrakcijskog pufera. Postupak pripreme proteinskog ekstrakta kao i sastav
ekstrakcijskog pufera navedeni su u poglavlju 3.4. Dobivenu smjesu pomijeSale smo na mijeSalici
i inkubirale na sobnoj temperaturi 15 min. Apsorbanciju smo potom mjerile spektrofotometrom pri
valnoj duljini od 595 nm. Za svaki uzorak napravile smo po dva mjerenja Ciju smo srednju
vrijednost koristile za daljnji izracun. 1z dobivene vrijednosti apsorbancije, uz pomo¢ bazdarnog

dijagrama, za svaki smo uzorak izracunale koncentraciju ukupnih topivih proteina u ekstraktu, pri
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¢emu smo uzele u obzir ranije spomenuto razrjedenje ekstrakta. Bazdarnu krivulju napravile smo
koriste¢i otopine poznatih koncentracija albumina iz govedeg seruma (BSA, engl. bovine serum
albumin), u rasponu od 0,1 do 0,8 mg mL™. Koncentraciju ukupnih topivih proteina prikazale smo
kao mg proteina po mL ekstrakcijskog pufera [mgpr. mL™] te kao mg proteina po g svjeze tvari

[MQprot. g5v.e.]-

3.6. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost enzima katalaze odredile smo prema metodi Aebi (1984), koja ukljucuje
spektrofotometrijsko mjerenje enzimatske razgradnje vodikovog peroksida (Willekens, 1997).
Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti katalaze sastojala se od 50 mM kalij—fosfatnog pufera
(pH 7,0) te 10 mM H;0,. U kvarcnu kivetu od 2 mL dodale smo 950 pL reakcijske smjese i 50 plL
proteinskog ekstrakta. Za slijepu probu smo umjesto ekstrakta dodale 50 pL ekstrakcijskog pufera.
Postupak pripreme proteinskog ekstrakta kao i sastav ekstrakcijskog pufera navedeni su u poglavlju
3.4. Apsorbanciju smo mijerile pri valnoj duljini od 240 nm, 20 puta svakih 10 sekundi. Aktivnost

. v - - - = 1 -1 . 1t
katalaze izrazena je kao nmol H,O2 po min po mg proteina [nmol min mgpm], prema jednadzbi:

AAgy x6x V. xF.R. x1000 L4 4
CAT = [nmol min™ mg
Vuz X ex1xy prot.

AAsy. — srednja vrijednost promjene apsorbancije u 10 sekundi
6 — faktor korekcije, za izrazavanje rezultata po minuti

V:s. — volumen reakcijske smjese (1000 pL)

F.R. — faktor razrjedenja uzorka

Vuz. — volumen uzorka (0,05 mL)

& —molarni ekstinkcijski koeficijent (40 mM™ cm™?)

| — duljina opti¢kog puta (1 cm)

¥ — masena koncentracija proteina u ekstraktu [mg mL™]

-1

Dobivena vrijednost pomnozena je s 1000 kako bi rezultat bio u nmol min™ mg o
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3.7. Odredivanje aktivnosti gvajakol peroksidaze

Aktivnost enzima gvajakol peroksidaze odredile smo prema metodi Chance i Maehly (1995) koja
ukljucuje spektrofotometrijsko mjerenje nastanka tetragvajakola u reakciji gvajakola i H2Ox.
Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti gvajakol peroksidaze sastojala se od 50 mM kalij—
fosfatnog pufera (pH 7,0), 18 mM gvajakola i 4,5 pM H20,. U plasti¢nu kivetu od 1 mL dodale
smo 980 uL reakcijske smjese i 20 pL proteinskog ekstrakta razrijedenog dva puta ekstrakcijskim
puferom. Za slijepu probu smo umjesto ekstrakta koristile 20 uL ekstrakcijskog pufera. Postupak
pripreme proteinskog ekstrakta kao i sastav ekstrakcijskog pufera navedeni su u poglavlju 3.4.
Apsorbanciju smo mijerile pri valnoj duljini od 470 nm, 10 puta svakih 15 sekundi. Aktivnost

gvajakol peroksidaze smo izrazile kao nmol gvajakola po min po mg proteina [pmol min™ mg;r})t_ ,

prema jednadzbi:

AAgy, x4 x Vg xFR
VX exlxy

GPOD = [umol min™ mg_*

prot.

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

V5. — volumen reakcijske smjese (1000 pL)

F.R. — faktor razrjedenja uzorka (2)

V2. — volumen uzorka (0,02 pL)

& — molarni ekstinkcijski koeficijent (26,6 mM™ cm™)

| — duljina opti¢kog puta (1 cm)

¥ — masena koncentracija proteina u ekstraktu [mg mL™]

3.8. Odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze

Aktivnost enzima askorbat peroksidaze odredile smo prema metodi Nakano i Asada (1981) koja
ukljucuje mjerenje pada koncentracije supstrata, tj. askorbinske kiseline. Ekstrakcijski pufer
sastojao se od 50 mM kalij—fosfatnog pufera, 0,1%-tnog (w/v) TritonX i 1%-tnog (w/v) PVP-40
(pH 7,0) (Drazkiewicz i sur., 2004). Za pocetak smo oko 100 mg svjezeg tkiva lista homogenirale
u hladnom tarioniku, uz dodatak 1,5 mL ekstrakcijskog pufera. Dobiveni ekstrakt je potom

centrifugiran 30 min na 20 000 g pri temperaturi od 4 °C te smo odvojile supernatant. Za
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spektrofotometrijsko mjerenje aktivnosti askorbat peroksidaze smo u kvarcnu Kkivetu od 2 mL
dodale 880 pul. 50 mM kalij—fosfatnog pufera (pH 7,0) koji je sadrzavao 0,1 mM EDTA, 5 uL
otopine askorbata, 180 uL ekstrakta i 15 plL 12 mM otopine H2O,. Za slijepu probu smo umjesto
ekstrakta koristile 180 pL ekstrakcijskog pufera. Apsorbanciju smo mjerile pri valnoj duljini od

290 nm, 10 puta svake sekunde. Aktivnost askorbat peroksidaze izrazena je kao umol askorbata po

-1

min po mg proteina [pmol min™* 1’ngprot.

], prema jednadzbi:

AAgy x6x V¢ xFR. 4 |
APX = [umol min™ mg_ ]
Vuz.x ex1x Y prot.

AAsy. — srednja vrijednost promjene apsorbancije svake sekunde
6 — faktor korakcije, za izrazavanje rezultata po minuti

V5. — volumen reakcijske smjese (1000 pL)

F.R. — faktor razrjedenja uzorka

V.. — volumen uzorka (0,180 pL)

& — ekstinkcijski koeficijent (2,8 mM*cm ™)

| — duljina opti¢kog puta (1 cm)

y — masena koncentracija proteina u ekstraktu [mg mL™]

3.9. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost superoksid dismutaze odredile smo prema metodi Beauchamp i Fridovich (1971).
Superoksidni ioni, koje generira sustav ksantin-ksantin oksidaza (XOD, engl. xanthine oxidase),
reduciraju supstrat nitro-plavi tetrazolijski klorid (NBT, engl. nitroblue tetrazolium chloride) u
NBT-diformazan koji apsorbira svjetlost valne duljine 560 nm. SOD smanjuje koncentraciju
superoksidnih iona i tako smanjuje koli¢inu nastalog NBT-diformazana. Postupak pripreme
proteinskog ekstrakta kao i sastav ekstrakcijskog pufera navedeni su u poglavlju 3.4. Reakcijski
pufer za mjerenje aktivnosti enzima SOD sastojao se od 50 mM kalij—fosfatnog pufera (pH 7,8),
75 uM NBT i 0,1 mM EDTA. Prije mjerenja, uredaj smo kalibrirale pomocu slijepe probe koja se
sastojala od 800 pL reakcijskog pufera za SOD, 75 puL 10,8 mM ksantina, 50 pL ekstrakcijskog
pufera i 75 pL dH>O. Potom smo odredile maksimalnu brzinu redukcije NBT—a u NBT—diformazan
koja bi pri valnoj duljini od 560 nm trebala inicijalno odgovarati promjeni apsorbancije od 0,025

po min. Smjesa se sastojala od 800 pL reakcijskog pufera za SOD, 75 uL 10,8 mM ksantina, 50 pL
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ekstrakcijskog pufera i 75 uL 0,05 U mL™ ksantin oksidaze. Nakon uspjesne provjere aktivnosti
ksantin oksidaze, izmjerile smo aktivnost SOD u ekstraktima pri valnoj duljini od 560 nm, sedam
puta svakih 30 sekundi. Za spektrofotometrijsko mjerenje aktivnosti SOD smo u plasti¢nu kivetu
dodale 800 uL reakcijskog pufera za SOD, 75 uL 10,8 mM ksantina (kona¢ne koncentracije u
reakciji 2,5 mM), 45 uL ekstrakcijskog pufera, 50 pL 0,05 U mL™ ksantin oksidaze i 5 pL

proteinskog ekstrakta. Aktivnost SOD za svaki pojedini uzorak odredile smo koriStenjem
recipro¢ne vrijednosti izmjerene promjene apsorbancije u minuti ($) i bazdarne krivulje,
dobivene uz pomoc¢ razlicitih koncentracija govede SOD kao standarda, u rasponu od 0,005 do 0,5
U pL *. Dobivene vrijednosti smo podijelile s koncentracijom proteina u ekstraktu te je u kona¢nici

aktivnost SOD izrazena u jedinicama (U, engl. unit) po mg proteina [U mg;mt.]. Jedinica aktivnosti

SOD (1 U) definirana je kao koli¢ina enzima koja uzrokuje 50%-tnu inhibiciju redukcije NBT-a u
NBT-diformazan (Drazkiewicz i sur., 2004).

3.10. Priprema ekstrakta i odredivanje stupnja lipidne peroksidacije

Lipidnu peroksidaciju smo odredile mjerenjem koncentracije malondialdehida, prema metodi
Health i Packer (1968). Za pripremu ekstrakta smo oko 100 mg tkiva lista homogenirale u hladnom
tarioniku uz dodatak 1300 pL reakcijske smjese za lipidnu peroksidaciju. Reakcijska smjesa
sastojala se od 0,25% (w/v) tiobarbarituaratne kiseline (TBA, engl. thiobarbituric acid) i 10% (w/v)
trikloroctene Kiseline (TCA, engl. trichloroacetic acid). Uzorke smo inkubirale u suSioniku 30 min
na 60 °C u staklenim semimikroepruvetama, a potom naglo ohladile u ledu i centrifugirale 10 min
na 15 000 g pri 4 °C. Supernatant smo odvojile te mjerile apsorbancije na valnim duljinama 532 i
600 nm. Za slijepu probu smo koristile Cistu reakcijsku smjesu za lipidnu peroksidaciju. Stupanj
lipidne peroksidacije smo izrazile kao koncentraciju MDA odnosno pmol malondialdehida po g

svjezeg tkiva [nmol g;i_t_], prema jednadzbi:

(As3y — Agoo)* V;
exlxm

=~ [nmol g!

Sv.t.

Sadrzaj MDA =

As3, — apsorbancija izmjerena na 532 nm
Agoo — apsorbancija izmjerena na 600 nm
V:s. — volumen reakcijske smjese (1300 pL)

& — molarni ekstinkcijski koeficijent (155 mM*cm™)
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| — duljina optickog puta (1 cm)
m — masa tkiva [g]

3.11. Priprema ekstrakta i odredivanje koli¢ine vodikovog peroksida

Koli¢inu H,O, odredile smo prema metodi Sergijev i sur. (1997). Za pripremu ekstrakta izvagale
smo po 100 mg tkiva lista i homogenirale ga u hladnom tarioniku uz dodatak 1 mL 0,1%-tne (w/v)
trikloroctene kiseline (TCA). Dobiveni ekstrakt je potom centrifugiran 15 min na 12 000 g pri
temperaturi od 4 °C te smo odvojile supernatant. Za spektrofotometrijsko mjerenje koli¢ine
vodikovog peroksida smo u plasti¢nu kivetu dodale 500 uL supernatanta, 500 uL. 10 mM kalij—
fosfatnog pufera (pH 7,0) i 1 mL 1M Kkalij jodida (KI). Za slijepu probu smo umjesto ekstrakta
koristile 500 pL ekstrakcijskog pufera. Apsorbanciju smo mjerile spektrofotometrijski pri valnoj
duljini 390 nm. BaZdarni dijagram =za odredivanje koli¢ine H20, napravile smo
spektrofotometrijskim mjerenjem apsorbancija sljede¢ih koncentracija vodikovog peroksida: 1,86
3,64 ;546 ;728 ;91 ;1092 i 16,38 ug mL™. Pomoéu bazdarnog dijagrama, izmjerenih
apsorbancija uzoraka te mase svjezeg tkiva izra¢unale smo udio vodikovog peroksida i izrazile kao

ng H202 po mg svjezeg tkiva ekstrakta [ng mg;! 1.

3.12. Priprema ekstrakta i odredivanje udjela ukupnih fenola

Koncentraciju fenola odredile smo prema metodi Humadi i Istudor (2009). Za pripremu ekstrakta,
10 mg liofiliziranog biljnog tkiva smo homogenirale u tarioniku uz dodatak 1 mL 80%-tnog (v/v)
metanola. Uzorke smo inkubirale 45 min u vodenoj kupelji na 65 °C. Potom su centrifugirani 10
min na 15 000 g pri 4 °C. Reakcijska smjesa sastojala se od 1550 uL dH2O, 50 pL ekstrakta i 100
uL Folin—Ciocalteu reagensa (FCR, engl. Folin-Ciocalteu reagent). Za nuliranje smo umjesto
ekstrakta koristile 80%—tni (v/v) metanol. Sve uzorke smo pomijeSale na mijesalici te im dodale
300 pL 1,88 M natrijevog karbonata. Uzorke smo opet kratko promijeSale na mijeSalici i inkubirale
30 min na 45 °C. Apsorbanciju smo mjerile pri 765 nm. Ukupni udio fenola u uzorcima odredile
smo uz pomo¢ bazdarnog dijagrama dobivenog mjerenjem apsorbancija poznatih koncentracija

galne kiseline u rasponu od 0,05 do 1,0 mg mL™ i izazile u pg ukupnih fenola po g suhog tkiva [ug

-1
gsu.t. '
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3.13. Odredivanje stope oksidacije fenola

Stopu oksidacije fenola odredile smo prema metodi Lavid i sur. (2001). Reakcijska smjesa sastojala
se od 0,1 mM kalij—fosfatnog pufera (pH 7,0), 0,5 mM EDTA i 0,05 M katehola. U kivetu od 1 mL
dodale smo 800 puL reakcijske smjese za mjerenje oksidacije fenola i 200 pL proteinskog ekstrakta.
Postupak pripreme proteinskog ekstrakta kao i sastav ekstrakcijskog pufera navedeni su u poglavlju
3.4. Za slijepu probu smo umjesto ekstrakta koristile 200 pL ekstrakcijskog pufera. Apsorbanciju
smo mijerile pri valnoj duljini od 420 nm, 10 puta svakih 15 sekundi. Stopu oksidacije fenola smo
- - - - - - =1 -1 . M1t
izrazile kao promjenu apsorbancije (AA) po min po mg proteina [min mgpmt.] prema jednadZzbi:
AAgy x4 x V. xF.R

ksidacije fenola = ~ [min mg’!
Stopa oksidacije fenola V< Ixy [min~mg 1]

AAsy. — srednja vrijednost promjene apsorbancije u 15 s
4 — faktor korekcije za izraZzavanje rezultata po minuti
V5. — volumen reakcijske smjese (1000 pL)

F.R. — faktor razrjedenja uzroka

V2. — volumen uzorka (200 uL)

| — duljina opti¢kog puta (1 cm)

v — masena koncentracija proteina u ekstraktu [mg mL™]

3.14. Odredivanje udjela fotosintetskih pigmenata

Koli¢inu fotosintetskih pigmenata odredile smo prema metodi Wellburn (1994). Vagnule smo oko
30 mg liofiliziranog uzorka listova koje smo potom homogenirale u hladnom tarioniku, uz dodatak
nekoliko mL tekuéeg duSika. Nakon $to je sav dusik ispario, dodale smo 1,5 mL hladnog 96%—
tnog (v/v) acetona i oko 50 mg kalcijevog karbonata (CaCQOs3). Ekstrakte smo prebacile u Eppendorf
epruvete, te su uzorci centrifugirani 10 min na 5000 g pri 4 °C. Nakon centrifugiranja, supernatant
smo prebacile u graduirane staklene epruvete koje smo odmah zacepile i stavile u posudu s ledom.
Na preostali talog dodale smo 1 mL hladnog 96%-tnog (v/v) acetona te smo navedenu smjesu
pomijeSale na mijesalici i stavile centrifugirati. Supernatant smo dodale odgovarajucoj graduiranoj

epruveti koja je potom nadopunjena acetonom do 3 mL. Apsorbanciju dobivenog ekstrakta smo
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mjerile pri 470 nm, 646 nm i 663 nm. Koli¢ine fotosintetskih pigmenata izrazile smo kao pg

pigmenta po mg suhog tkiva [ug mg_’ ], prema jednadzbama:

-1
su.t.

Ca = 12,21 Ay — 2,81 Agys [ngmL"]
o = 20,13 Aggs — 5,03 Ages [ngmL™']

(1000 Agy0 — 3,27 ¢y — 104 ¢1)

Cx+c = 198 [ng mL_l]

Budu¢i da smo radile sa suhim biljnim tkivom, dobivene koncentracije pigmenata smo uvrstile u
sljedecu formulu da bi rezultate izrazile kao pg po mg suhe tvari [ug mg;}“_ ;

_ Cpig X Ve.p_ 4
c=———[ngmg,,]

Ca— koligina klorofila a [pg mL™]

co— koligina klorofila b [pg mL™']

Cxrc— koligina karotenoida (ksantofila i karotena) [ug mL™']
Cpig— koli¢ina pojedinog pigmenta [ug mL'l]

Auzo— absorbancija mjerenja pri 470 nm

Asgse — absorbancija mjerenja pri 646 nm

Agsz — absorbancija mjerenja pri 663 nm

m— masa suhog tkiva [mg]

Vep. — volumen ekstrakcijskog pufera (3 mL)

3.15. Mjerenje razine fluorescencije klorofila in vivo

Fluorescenciju klorofila mjerile smo metodom saturacijskog pulsa (Maxwell i Johonson, 2000;
Schreiber i sur., 1994). Mjerenje smo provele pomoc¢u Qubit sustava za mjerenje fluorescencije i
programa Logger Pro 3.2. Prije mjerenja, biljke smo 30 minuta ostavile u tami kako bi se zaustavio
proces fotosinteze i pritom i oksidirale sve molekule plastokinona koji je jedan od spojeva koji

sudjeluju u lancu prijenosa elektrona.
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Pokus smo zapocele izlaganjem lista biljke uvjetima slabog osvjetljenja (svjetlosti intenziteta oko
2-3 umol m? s%). U tim uvjetima izmjerile smo minimalnu fluorescenciju (Fo). Nakon toga,
primijenile smo kratkotrajnu svjetlost visokog intenziteta (>5000 pmol m2s™), tj. saturacijski puls.
Pritom smo izmjerile maksimalnu fluorescenciju (Fm). Razlika maksimalne i minimalne
fluorescencije je definirana kao varijabilna fluorescencija (Fv), a omjer varijabilne i maksimalne
fluorescencije predstavlja maksimalni prinos fotosistema Il (PSII). Listove smo nakon toga
osvijetlile bijelim aktini¢nim svjetlom (intenziteta ~150 pmol m? s™) koje ostaje ukljué¢eno do
kraja pokusa. Potom smo u odredenim vremenskim razmacima (svakih 20 sekundi) primjenjivale
saturacijske pulseve pri ¢emu smo zabiljezile vrijednosti maksimalne fluorescencije (F'm) te
fluorescencije ravnoteznog stanja (Fs) u listu prilagodenom svjetlosnim uvjetima. Mjerenje smo
zavrsile gaSenjem aktiniéne svjetlosti te ocitavanjem F'o vrijednosti koja predstavlja minimalnu
vrijednost fluorescencije pri crvenom osvjetljenju u listu prilagodenom na uvjete svjetla. Prema
spomenutim parametrima (Fo, Fm, Fs, F'm, F'o) odredile smo vrijednosti fotokemijskog i
nefotokemijskog gaSenja, maksimalnog prinosa PSII i efektivnog prinosa PSIlI prema

jednadzbama:

Efektivni prinos PSII (®psii)

F',— Fy  AF,
Dpgj = —2 S —
o Fn Fn

Maksimalni prinos PSII (maksimalni prinos PSII)

— F F
Maksimalni prinos PSIT = —=——2 = —¥
Fin Fin

Fotokemijsko gaSenje fluorescencije (qP)

F'm - Fs

p= -~ _°
T Ry

Nefotokemijsko gaSenje fluorescencije (NPQ)

F,— F
NPQ=%
m
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3.16. Procjena propusnosti plazmatske membrane

Provodljivost, kao mjeru propusnosti plazmatske membrane, odredile smo prema metodi Lutts i
sur. (1996). Na tri lista jedne bioloske replike izrezale smo disk promjera sedam mm. Uzorke smo
isprale deioniziranom vodom tri puta kako bi uklonile elektrolite vezane uz stani¢nu povrsinu.
Diskove smo stavile u 10 mL deionizirane vode i potom inkubirale 24 h pri 24°C na rotacijskoj
mijeSalici (100 rpm). Nakon inkubacije, izmjerile smo elektri¢nu provodljivost otopine u kojoj su
inkubirani diskovi (L:). Uzorke smo potom autoklavirale na 120 °C 20 min i pri tlaku 0,15 MPa.
Nakon $to su se ohladili na 25 °C, ponovno smo im izmjerile elektri¢énu provodljivost (Lo). Prije
koristenja, mjera¢ elektri¢ne provodljivosti kalibrirale smo standarnim otopinama vodljivosti 1,41
mS cm™ i 12,88 mS cm™. Propustanje elektrolita preko plazmatske membrane smo u konaénici

izrazile prema jednadzbi:

L, x 100

0

Elektri¢éna provodljivost = [%]
L — elektri¢na provodljivost inkubiranih otopina nakon 24h
Lo — elektri¢na provodljivost autoklaviranih otopina

100 — faktor korekcije, kako bi rezultat bio izrazen kao postotak

3.17. Prikaz i statisticka obrada podataka

Sve izracune iz prikupljenih brojcanih podataka provele smo u racunalnom programu Microsoft
Excel 2013. Dobiveni rezultati su srednja vrijednost pet ili Sest bioloskih replika. Odstupanje od
srednje vrijednosti izrazile smo kao standardnu pogreSku. Podatke smo statisticki obradile
raCunalnim programom Statistica 10 (Statsoft Inc., SAD). Provele smo jednosmjernu analizu
varijance (one-way ANOVA) nakon ¢ega smo provele Newman—Keulsov test s ciljem odredivanja
znacajnih razlika medu tretmanima. Prilikom tumacenja obradenih rezultata, za sve pokuse smo

statisti¢ki znacajnim smatrale razinu znacajnosti manju ili jednaku 0,05 (p<0,05).
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4. REZULTATI

4.1. Udio ukupnih topivih proteina

Mehanicki podrazaj od 5 N u trajanju od 20 sekundi u biljci Arabidopsis thaliana nije doveo do
statisti¢ki znacajne promjene udjela ukupnih topivih proteina u odnosu na kontrolu koja je iznosila
8,76 MQprot. & (Sllka 3)
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Slika 3. Koncentracija ukupnih topivih proteina u biljaka Arabidopsis thaliana izloZenih mehanickom stresu
od 5 N u trajanju od 20 sekundi prikazana kao mgprot. g;lm. Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola,
MS1h - 1 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso -
netretirani listovi 20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost od pet ili Sest bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati koji se medusobno znacajno
razlikuju prema Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznaceni su razli¢itim slovima.
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4.2. Aktivnost katalaze

Aktivnost katalaze u ekstraktu biljnog tkiva nakon izlaganja listova mehani¢kom podrazaju od 5 N
u trajanju od 20 sekundi doveo je do statisti¢ki znafajne promjene aktivnosti enzima CAT u
biljkama analiziranim 1 h i 20 h nakon tretmana, te kod sistemskog odgovora, u odnosu na

vrijednost kontrole koja je iznosila 26,38 nmol min* mgi,lrot. (Slika 4). Najveéi porast aktivnosti

CAT zabiljeZen je kod biljaka analiziranih 20 h nakon tretmana (58,51 nmol min™ mg;mt.).
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Slika 4. Aktivnost enzima katalaze u biljaka Arabidopsis thaliana izlozenih mehani¢kom stresu od 5 N u
trajanju od 20 sekundi prikazana kao nmol min-! mg;mt'. Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola,
MS1h - 1 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso -
netretirani listovi 20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu). Rezultati su izraZeni kao srednja
vrijednost od pet ili Sest bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati koji se medusobno znacajno
razlikuju prema Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznaceni su razli¢itim slovima.
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4.3. Aktivnost gvajakol peroksidaze

Mehanicki podrazaj od 5 N u trajanju od 20 sekundi u biljci Arabidopsis thaliana nije doveo do
statisticki znaCajne promjene aktivnosti gvajakol peroksidaze. No, vidljiv je trend povisSenja
aktivnosti kod tretiranih biljaka u odnosu na vrijednost kontrole koja je iznosila 0,572 pmol

min mg;rot (Slika 5).
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Slika 5. Aktivnost enzima gvajakol peroksidaze u biljaka Arabidopsis thaliana izlozenih mehani¢kom stresu
od 5 N u trajanju od 20 sekundi prikazana kao umol min- mg;mt'. Analizirano je tkivo listova biljaka (K -

kontrola, MS1h - 1 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu,
MSso - netretirani listovi 20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehanickom stresu). Rezultati su izrazeni kao
srednja vrijednost od pet ili Sest bioloskih replika + standardna pogre$ka. Rezultati koji se medusobno
znadajno razlikuju prema Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznadeni su razli¢itim slovima.

4.4. Aktivnost askorbat peroksidaze

Nakon nekoliko pokusaja mjerenja, nismo uspjele zabiljeziti aktivnost enzima askorbat
peroksidaze, odnosno promjenu apsorbancije u vremenu, ni u kontrolnoj skupini kao ni u jednom

tretmanu. Rezultate stoga nismo graficki prikazale.
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4.5. Aktivnost superoksid dismutaze

Izlaganje uro¢njaka mehani¢kom stresu od 5 N u trajanju od 20 sekundi dovelo je do statisticki
znacajne promjene aktivnosti superoksid dismutaze u biljkama analiziranim 1 h i 20 h nakon

tretmana, te kod sistemskog odgovora, u odnosu na kontrolu koja je iznosila 30,05 U mg;mt (Slika

6). Izmedu pojedinih tretmana nije bilo statisticki znac¢ajne razlike.

80 . ,
7" r
2 260
S 5
5 £ 50 \
22 40 b
RS
e g 30 I
= >
gE

S 10

0
K MS1h MS20h MSs0

Slika 6. Aktivnost enzima superoksid dismutaze u biljaka Arabidopsis thaliana izlozenih mehanickom stresu
od 5 N u trajanju od 20 sekundi prikazana kao U mg;mt'. Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola,

MS1h - 1 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso -
netretirani listovi 20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu). Rezultati su izraZeni kao srednja
vrijednost od pet ili Sest bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati koji se medusobno znacajno
razlikuju prema Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznadeni su razli¢itim slovima. Pritom U
predstavlja onu koli¢inu SOD koja uzrokuje 50%-tnu inhibiciju redukcije NBT-a u NBT-diformazan
(Drazkiewicz i sur., 2004).
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4.6. Stupanj lipidne peroksidacije

Mehanicki stres izazvao je statisticki znacajno povecanje stupnja lipidne peroksidacije kod biljaka
analiziranih 1 h nakon tretmana (8,65 nmol MDA g;lv't') u odnosu na kontrolu koja je iznosila 3,58

nmol MDA ¢! (Slika 7).
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Slika 7. Stupanj lipidne peroksidacije u biljaka Arabidopsis thaliana izlozenih mehani¢kom stresu od 5 N u
trajanju od 20 sekundi prikazana kao hmol MDA g;lv't'. Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola,
MS1h - 1 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso -
netretirani listovi 20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost od pet ili Sest bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati koji se medusobno znacajno
razlikuju prema Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznaceni su razli¢itim slovima.
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4.7. Koli¢ina vodikovog peroksida

Izlaganje biljaka Arabidopsis thaliana mehanickom stresu od 5 N u trajanju od 20 sekundi dovelo
je do statisti¢ki znac¢ajnog porasta koncentracije vodikovog peroksida kod biljaka analiziranih 20 h
nakon tretmana (109 ng mg;lv't') u odnosu na kontrolu koja je iznosila 64 ng mg;\lﬁt. (Slika 8). Pritom

se rezultati sistemskog odgovora nisu znacajno razlikovali ni od kontrolnih ni od tretiranih skupina

biljaka.
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Slika 8. Koncentracija H,O; u biljaka Arabidopsis thaliana izlozenih mehani¢kom stresu od 5 N u trajanju
od 20 sekundi prikazana kao ng mg;lv.t.. Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola, MS1h - 1 h nakon
izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso - netretirani listovi
20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehanickom stresu). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od pet
ili Sest bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati koji se medusobno znacajno razlikuju prema
Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznaceni su razli¢itim slovima.
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4.8. Koncentracija ukupnih fenola

Koncentracija ukupnih fenola uslijed izlaganja mehanickom stresu, u biljci Arabidopsis thaliana,
dovela je do statisticki znac¢ajnog smanjenja koncentracije ukupnih fenola kod biljaka analizirnaih
1 h nakon tretmana (1,35 pg g ), u odnosu na kontrolu koja je iznosila 3,20 ng g! . (Sika 9).
Iako nije statisticki znacajan, moze se zamijetiti trend blagog povecanja koncentracije ukupnih

fenola u biljkama analiziranim 20 h nakon tretmana (4,74 pg g;l't') i kod sistemskog odgovora (3,85

ug g;L‘t‘) (Slika 9).
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Slika 9. Koncentracija ukupnih fenola u biljaka Arabidopsis thaliana izloZenih mehani¢kom stresu od 5 N u
trajanju od 20 sekundi prikazana kao pg g;i.t.- Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola, MS1h - 1 h
nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso - netretirani
listovi 20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu). Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost
od pet ili $est bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati koji se medusobno znacajno razlikuju prema
Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznaceni su razli¢itim slovima.
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4.9. Stopa oksidacije fenola

Mehanicki podrazaj od 5 N u trajanju od 20 sekundi doveo je do statisticki znaCajnog porasta

stupnja oksidacije fenola kod biljaka analiziranih 20 h nakon tretmana (0,88 min™ mg;mt_) i kod

sistemskog odgovora (0,79 min™ rng]jmt_) u odnosu na kontrolu koja je iznosila 0,26 min™ mg;)lmt_

(Slika 10). Pritom se rezultati stupnja oksidacije fenola kod biljaka analiziranih 1 h nakon tretmana

nisu znacajno razlikovali od rezultata kontrole, tretiranih biljaka i sistemskog odgovora.
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Slika 10. Stopa oksidacije fenola u biljaka Arabidopsis thaliana izloZzenih mehani¢kom stresu od 5 N u
trajanju od 20 sekundi prikazana kao min! mg;mt.. Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola, MS1h -
1 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso - netretirani
listovi 20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost
od pet ili $est bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati koji se medusobno znacajno razlikuju prema
Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznaceni su razli¢itim slovima.
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4.10. Udio pigmenata u tkivu

Udio klorofila a i b, kao i udio karotenoida nije se znac¢ajno promijenio u odnosu na kontrolu
prilikom izlaganja mehanickom stresu (Slika 11). Medutim, moze se primijetiti trend smanjenja

udjela karotenoida kod biljaka anliziranih 20 h nakon tretmana (1.32 pg mg;lll.t.) i kod sistemskog

-1

odgovora (0,94 ug mg;lll't.), u odnosu na kontrolu koja je iznosila 1,48 pgmg_ .
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Slika 11. Udio klorofila a i b (lijevo) i udio karotenoida (desno) u biljaka Arabidopsis thaliana izloZenih
mehani¢kom stresu od 5 N u trajanju od 20 sekundi prikazani kao pg mg;u'. Analizirano je tkivo listova
biljaka (K - kontrola, MS1h - 1 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja
mehani¢kom stresu, MSso - netretirani listovi 20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu).
Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost od pet ili Sest bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati
koji se medusobno znacajno razlikuju prema Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznaceni su
razli¢itim slovima.
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4.11. Fluorescencija klorofila in vivo
4.11.1. Maksimalni prinos fotosistema 11

Mehanicki podrazaj od 5 N u trajanju od 20 sekundi u biljci Arabidopsis thaliana doveo je do
statisti¢ki znacajnog povecanja maksimalnog prinosa fotosistema Il kod biljaka analiziranih 20 h

nakon tretmana (0,68) i sistemskog odgovora analiziranog na istim biljkama (0,69), u odnosu na
kontrolu koja je iznosila 0,64 (Slika 12).
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Slika 12. Maksimalni prinos fotosistema Il (PSII) u biljaka Arabidopsis thaliana izloZenih mehani¢kom
stresu od 5 N u trajanju od 20 sekundi. Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola, MS1h - 1 h nakon
izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso - netretirani listovi
20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od pet

ili Sest bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati koji se medusobno znacajno razlikuju prema
Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznaceni su razli¢itim slovima.
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4.11.2. Efektivni prinos fotosistema Il (®psi)

Mehanicki stres doveo je do statisticki znac¢ajnog povecanja efektivnog prinosa fotosistema Il kod
biljaka analiziranih 20 h nakon tretmana (0,62) i sistemskog odgovora analiziranog na istim
biljkama (0,63), u odnosu na kontrolu koja je iznosila 0,58 (Slika 13).
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Slika 13. Efektivni prinos fotosistema Il (®@psn) u biljaka Arabidopsis thaliana izlozenih mehani¢kom stresu
od 5 N u trajanju od 20 sekundi. Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola, MS1h - 1 h nakon izlaganja
mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso - netretirani listovi 20 h nakon
izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od pet ili $est
bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati koji se medusobno znacajno razlikuju prema Newman-
Keulsovom testu narazini P < 0,05, oznaceni su razli¢itim slovima.
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4.11.3. Fotokemijsko gaSenje fluorescencije (qP)

Mehanicki podrazaj od 5 N u trajanju od 20 sekundi u biljci Arabidopsis thaliana nije doveo do

statisticki znacajne promjene fotokemijskog gasenja fluorescencije.
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Slika 14. Fotokemijsko gasenje fluorescencije (qP) u biljaka Arabidopsis thaliana izlozenih mehani¢kom
stresu od 5 N u trajanju od 20 sekundi. Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola, MS1h - 1 h nakon
izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso - netretirani listovi
20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost od pet
ili Sest bioloskih replika + standardna pogre$ka. Rezultati koji se medusobno znacajno razlikuju prema
Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznaceni su razli¢itim slovima.
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4.11.4. Nefotokemijsko gasenje fluorescencije (NPQ)

Izlaganje biljaka mehani¢kom stresu nije dovelo do znacajne promjene nefotokemijskog gasenja

fluorescencije.

0,2
. a
= T
2 0,15 I a
80 T

1

£5
g% 0,1
(&}
v
o
2 0,05
(0]
Z

0

K MS1h MS20h MSso

Slika 15. Nefotokemijsko gasSenje fluorescencije (NPQ) u biljaka Arabidopsis thaliana izloZenih
mehani¢kom stresu od 5 N u trajanju od 20 sekundi. Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola, MS1h
- 1 h nakon izlaganja mehanickom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso -
netretirani listovi 20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu). Rezultati su izrazeni kao srednja
vrijednost od pet ili Sest bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati koji se medusobno znacajno
razlikuju prema Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznaceni su razli¢itim slovima.
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4.12. Propusnost plazmatske membrane

Nakon izlaganja biljaka vrste Arabidopsis thaliana mehani¢kom podrazaju od 5 N u trajanju od 20
sekundi, uoéeno je statisti¢ki znacajno povecanje propusnosti membrane kod biljaka analiziranih
20 h nakon tretmana (58,0%) i kod sistemskog odgovora (49,5%), u odnosu na kontrolu koja je
iznosila 15,5%. (Slika 16).
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Slika 16. Propusnost membrane u biljaka Arabidopsis thaliana izlozenih mehani¢kom stresu od 5 N u
trajanju od 20 sekundi prikazana kao postotak. Analizirano je tkivo listova biljaka (K - kontrola, MS1h - 1 h
nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MS20h - 20 h nakon izlaganja mehani¢kom stresu, MSso - netretirani
listovi 20 h nakon izlaganja biljaka MS20h mehani¢kom stresu). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost
od pet ili $est bioloskih replika + standardna pogreska. Rezultati koji se medusobno znacajno razlikuju prema
Newman-Keulsovom testu na razini P < 0,05, oznaceni su razli¢itim slovima.
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5. RASPRAVA

Manja zastupljenost istrazivanja mehanickog stresa u odnosu na broj istrazivanja drugih vrsta
biotiCkih 1 abiotickih stresnih uvjeta uofena je jo§ prije 30 godina (Biddington, 1986).
Pretrazivanjem literature primijetile smo da je u tom podrucju fiziologije stresa i dalje prisutan
manji broj objavljenih radova. Nadalje, u radovima u kojima su objavljeni rezultati istrazivanja
mehanickog stresa opisani su razli¢iti mehanic¢ki podrazaji poput savijanja, dodirivanja, potresanja,
gladenja (Biddington, 1986), laganog pritiskanja (Tomas-Grau, 2018) i centrifugiranja (Garcés i
sur., 2001). Pritom je bitno navesti da je ve¢ina koristenih mehanickih podrazaja provedena bez
preciznog mjerenja intenziteta podrazaja pa je rezultate teSko usporediti s rezultima naSeg rada.
Izdvojile bismo dva znacajna istrazivanja koja su obuhvatila Sirok spektar posljedica mehani¢kog
stresa, poput promjene koncentracije kalcija u stanici, propusnosti membrane (Benikhlef i sur.,
2013), koncentracije ROS-a, genske ekspresije te rezinstencije na infekciju sivom plijesni (Botrytis
cinerea) (Benikhlef i sur., 2013; Tomas-Grau., 2018). Primijenjeni tretmani sastojali su se od
blagog trljanja listova izmedu palca i kaziprsta, nekoliko puta uzastopno. Buduéi da time nije
definirana ni jakost ni trajanje primijenjene sile, otezana je usporedba s naSim rezultatima. Kao
primjer istrazivanja s kojim bismo laksSe usporedile svoje rezultate navele bismo rad u kojem su
Ghosh i sur. (2017) primjenjivali vibraciju odredene frekvencije i odredeno vremensko trajanje s
ciljem odredivanja utjecaja mehani¢kog stresa na propusnost membrane, u¢inkovitost fotosinteze i
gensku ekspresiju kod biljke Arabidopsis. Nadalje, u istrazivanjima mehanickog stresa, rijetko su
zastupljeni oni parametri koji su ¢esto mjereni prilikom istrazivanja utjecaja drugih bioti¢kih i
abiotickih stresnih uvjeta, kao $to su pokazatelji oksidativnog stresa poput lipidne peroksidacije, te
antioksidativnog odgovora biljke, poput aktivnosti CAT, GPOD, APX i SOD. Stoga smo u svojem
radu pokusale Sto preciznije primjeniti mehanicki stres, uz mjerenje tocne sile podrazaja te odrediti
njegov utjecaj na pojavu oksidacijskog stresa, aktivaciju antioksidacijskih mehanizama, propusnost
membrane, koncentraciju pigmenata i fluorescenciju klorofila. Smatramo da upravo u moguénosti
kvantizacije mehanickog stresa i ekstrapolacije rezultata na druge sustave te neistrazenosti ovog

podrudja biljne fiziologije lezi znacaj naseg rada.

Kao i ostale biljke, i vrsta Arabidopsis thaliana ima mogu¢nost odgovora na razli¢ite podrazaje iz
okoli$a, poput mehanickog stresa (Braam i Davis, 1990), §to smo i potvrdile ovim istrazivanjem.
Izlaganjem navedene vrste kratkotrajnom mehanickom podrazaju (od 5 N u trajanju od 20 sekundi),
detektirale smo znacajan porast aktivnosti katalaze, superoksid dismutaze, lipidne peroksidacije,

oksidacije fenola, koncentracije HO, propusnosti membrane te vrijednosti maksimalnog i

41



efektivnog prinosa PSII. Navedeni parametri pokazatelj su djelovanja mehani¢kog stresa kao i

odgovora, tj. obrane biljke.

Uslijed izlaganja biljaka abiotiCkom stresu, vodikov peroksid dovodi do lipidne peroksidacije §to
u nekim sluc¢ajevima moze rezultirati i stanicnom smrti. Naime, navode da povecanje koncentracije
H>0O; uzrokuje nagomilavanje *OH preko Fentonovih reakcija, §to dovodi do razli¢itih stani¢nih
osteéenja, a medu ostalim i odteéenja membrana (Cerny i sur., 2018). Osim toga, H.0; ima vaznu
ulogu u nepovoljnim okoli§nim uvjetima jer pove¢ana akumulacija vodikovog peroksida, u
ostecenom tkivu moze sudjelovati u prijenosu signala i na taj nadin posredovati u stjecanju
otpornosti na abioticki i bioti¢ki stres kroz aktivaciju niza obrambenih mehanizama (Dat 1 sur.,
2000). Uz to, H.0, moze inducirati pove¢anu stabilnost stani¢ne stijenke (Xiong i sur., 2015).
Takoder, H,O, ima bitnu ulogu u sistemskom odgovoru koji omoguc¢ava aklimatizaciju na stresne
okoli$ne uvjete (Si i sur., 2018). Dobiveni rezultati koji ukazuju na povecanu koli¢inu H,O; 20 h
nakon tretmana u odnosu na kontrolu, u skladu su s poznatim ulogama koje H,O, ima u odgovoru
na abioti¢ki stres te s rezultatima dobivenim u drugim istrazivanjima. Naime, znac¢ajno povecanje
koli¢ine H,0; takoder je uoceno kod biljke Arabidopsis thaliana izloZene ranjavanju (Orozco-
Cardenas i Ryan, 1999) i napadu obli¢a (Heterodera glycines) (Waetzig i sur., 1999) kao i kod
biljke Fragaria ananassa izlozene blagom mehani¢kom podrazaju (Thomas-Grau i sur., 2017). Za
razliku od nasih rezultata gdje je poviSena koncentracija H,O; zabiljeZena tek 20 h nakon tretmana,
u navedenim je istraZivanjima poviSena koncentracija detektirana neposredno nakon izlaganja
stresu. Moguéi uzrok takve razlike u dobivenim rezultatima je koriStenje podrazaju razli¢itog
intenziteta. Tako nije statisticki znacajan, kod sistemskog odgovora vidljiv je trend povecanja
koli¢ine H20,. Moguc¢i razlog tome lezi u aktivaciji jasmonske kiseline koja indukcijom NADPH
oksidaze poti¢e akumulaciju H2O,, Sto su Hu i suradnici (2009) pokazali na listovima rajcice.
Pritom je bitno naglasiti da je JA izrazito bitna u odgovoru biljaka na napad patogena, kao i u

odgovoru na ranjavanje (Hu i sur., 2009).

Kako bi odredili utjecaj mehani¢kog stresa na pojavu oksidacijskog stresa u biljci Arabidopsis
thaliana mjerili smo i stupanj lipidne peroksidacije. Pojava oksidacijskog stresa je osim kod
poviSenja koncentracije H,O», vidljiva i u znacajnom povecanju stupnja lipidne peroksidacije 1 h
nakon tretmana, u odnosu na kontrolu, §to ukazuje na o$teCenja membrane. 1z radova drugih autora
poznate su promjene strukturnih lipida kod biljke Arabidopsis thaliana 1 h nakon ozljedivanja

(Ling i sur., 2007) i izlaganja manjku vode (Vu i sur., 2014).

42



Uoceno povecanje propusnosti membrane poklapa se s ve¢ objavljenim rezultatima drugih autora.
Benikhlef i sur. (2013) su takoder detektirali vecu propusnost membrane nakon izlaganja biljke
Arabidopsis thaliana mehani¢kom stresu u obliku njeznog trljanja listica. Buduéi da lipidna
peroksidacija moze dovesti do povecanja propusnosti stani¢ne membrane (Santos i sur., 2001;
Zoeller i sur., 2012), rezultati naseg istrazivanja nisu u potpunosti u skladu s o¢ekivanjem. Znac¢ajno
povecéanje propusnosti membrane u odnosu na kontrolu, detektirano je 20 h nakon tretmana, kada
je lipidna peroksidacija bila smanjena. No, to povecanje propusnosti membrane praceno je
porastom koli¢ine H>O>, $to su takoder detektirali Benikhlef i sur. (2013). Moguce objasnjenje je
da izmjereno povecanje membranske propusnosti nije posljedica same lipidne peroksidacije ve¢ i
mehanickih oSteCenja nastalih tijekom tretmana. Povetana propusnost membrana kod sistemskog
odgovora, analiziranog na biljkama 20 h nakon tretmana, moze se objasniti mehanizmom kojeg su
predlozili Geitman i Gril (2018). Ta se reakcija temelji na brzoj inicijaciji i Sirenju elektricnih
signala. Prilikom fizi¢kih oSteCenja stanica, koja nastaju ranjavanjem i gorenjem biljnog tkiva,
kljuénu ulogu u nastanku sistemskog odgovora, uz hidrauli¢ki pritisak, imaju upravo elektri¢ni
signali, odnosno transmisija membranskog potencijala. Naime, signal se do udaljenih listova brzo
i efektivno provodi istjecanjem iona iz stanica o$te¢enih mehani¢kim podrazajem (Geitmann i Gril,
2018). Nije u potpunosti jasan nacin na koji spomenuti elektricni signali uzrokuju povecanje
permeabilnosti udaljenih tkiva, ali jedna od pretpostavki je da uzrokuju povecanu proizvodnju

ROS-a sto posljedi¢no dovodi i do pove¢ane membranske propusnosti (Benikhlef'i sur., 2013).

Pojacana aktivnost antioksidacijskih enzima CAT, SOD, GPOD i koli¢ine fenola takoder ukazuje
na prisutnost oksidacijskog stresa u stanicama nakon djelovanja mehani¢kog podrazaja. SOD
katalizira konverziju superoksidnog aniona u vodikov peroksid (Kliebenstein i sur., 1998), dok
katalaza i peroksidaza prevode vodikov peroksid do vode (Erofeeva, 2015). Detektirano znacajno
povecanje aktivnosti enzima SOD i CAT kod svih biljaka izloZzenih mehanickom stresu u odnosu
na kontrolu su u skladu s predlozenim obja$njenjem izmjerenih vrijednosti koncentracija H2O; i
stupnja lipidne peroksidacije. Dok je aktivnost navedenih enzima znadajno porasla u svim
tretmanima (1h i 20h), znacajni porast koli¢ine H202 detektiran je tek 20 h nakon tretmana. 1z toga
mozemo zakljuciti da promjena kolic¢ine H>0, nije uvjetovana isklju¢ivo aktivnoséu
antioksidacijskijih enzima. Zanimljivo je da istrazivanja djelovanja razli¢itih stresnih uvjeta
ukazuju i na smanjenje i na povecanje aktivnosti enzima SOD i CAT. Lu i sur. (2007) su detektirali
povisenu aktivnost CAT u Croftonovoj travi nakon izlaganja niskim temperaturama, a nizu
aktivnost u biljkama izloZenim susi i vi§im temperaturama. Osim toga, Guan i Scandalios (2000)

su detektirali poviSenu aktivnost CAT u listovima kukuruza nakon ranjavanja tkiva, dok su Zhang
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i Krikham (1994) detektirali snizenu aktivnost CAT u rizi, juti i suncokretu nakon izlaganja
vodnom stresu. Takoder, Lu i sur. (2007) su detektirali poviSenu aktivnost enzima SOD u biljkama
Croftonove trave nakon izlaganja uvjetima manjka vode te sniZzenoj i poviSenoj temperaturi, dok
su Zhang i1 Kirkham (1994) detektirali snizenu aktivnost SOD nakon vodnog stresa. Moguce
objasnjenje ovih rezultata je da pojedine vrste abioti¢kog stresa uzrokuju razlicite posljedice na
aktivnost antioksidacijskih enzima u biljkama. Nadalje, aktivnosti GPOD se u nasim istrazivanjima
nije zna¢ajno razlikovala od kontrole. PoviSena aktivnost tog enzima detektirana je kod biljke
Sedum telephium ssp. maximum nakon izlaganja visokim temperaturama (Ardelen i sur., 2014) te
kod Croftonove trave nakon izlaganja niskim temperaturama i susi (Lu i sur., 2007). U nasem
istrazivanju zanimljiv je izostanak aktivnosti enzima APX, budu¢i da takoder ima znacajnu ulogu
u odgovoru biljaka na stresne faktore odnosno u obrani od oksidacijskog stresa (Afzal i sur., 2014).
No, Chang i sur. (2004) takoder nisu detektirali aktivnost enzima APX kod biljke Arabidopsis
thaliana izlozene ranjavanju, a detektirana je u istoj vrsti biljaka nakon izlaganja kombiniranom
tretmanu (ranjavanju i svjetlosnom stresu). Moguée objasnjenje navedenog istrazivanja i nasih
rezulatata je to da APX, koja je smjeStena u kloroplastima, nema izraziti znacaj u obrani biljaka na
mehanicki stres te stoga aktivnost tog enzima nije detektirana. Takoder je moguce da su koriSteni

mehani¢ki podrazaji bili nedovoljnog intenziteta za aktivaciju ovog enzima.

Fenoli su sekundarni metaboliti koji obuhvacaju velik broj razli¢itih spojeva od kojih neki imaju
znac¢ajnu ulogu u obrani od oksidacijskog stresa. Kod biljaka izloZenih mehani¢kom stresu smo, u
odnosu na kontrolne biljke, detektirali znacajni pad koncentracije fenola 1 h nakon tretmana.
Dobiveni rezultati nisu u skladu s o¢ekivanjem i prijasnjim istrazivanjima. Jacob-Velazquez i sur.
(2011) detektirali su poviSenu koncentraciju fenola kod mrkve u odnosu na kontrolu, 48 h nakon
ranjavanja. Moguce objasnjenje je da su fenoli koji su bili prisutni u stanici prije i tijekom tretmana
sudjelovali u reakcijama detoksifikacije ROS-a nastalih neposredno nakon tretmana. Naime, Neill
i Gould (2003) pokazali su da antocijani, koji najvise doprinose antioksidativnom svojstvu fenola,
uklanjaju superoksidni anion. Stoga je moguce da je niska koncetracija fenola 1 h nakon tretmana
posljedica njihovog sudjelovanja u detoskifikaciji superoksidnog iona, $to je posljedi¢no dovelo do
smanjenja koli¢ine H2O,. Zanimljivo je da u uzorcima analiziranim 20 h nakon tretmana te kod
sistemskog odgovora, koncentracija fenola poprima vrijednost sli¢énu kontroli, te ¢ak pokazuje
trend poviSenja u odnosu na kontrolu. Jedan od mogucih razloga ovog rezultata je djelovanje JA,
za koju je poznato da se aktivira odredeno vrijeme nakon izlaganja stresnim uvjetima (Vasquez-
Medrano i sur., 2018). Dosadasnja istrazivanja ukazuju na to da JA inducira aktivnost fenilalanin

amonij-lijaze (PAL, engl. phenylalanine ammonia-lyase) i halkon sintaze, enzima nuznih za
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biosintezu nekih skupina fenolnih spojeva (Hu i sur., 2009). Uz to, Thorpe i Hall (1984) detektirali
su povecanu aktivnost enzima PAL uslijed ranjavanja. Nadalje, zanimljiva je pretpostavljena veza
dobivenih rezultata koncentracije fenola, koli¢ine H20- i stupnja lipidne peroksidacije 20 h nakon
tretmana. Trend povecanja koncentracije fenola pracen je pove¢anim udjelom H,O; i smanjenjem
stupnja lipidne peroksidacije. Mogu¢i razlog tome je inhibicija Fentonovih i Haber-Weiss reakcija

uslijed vezanja iona prijelaznih metala pomocu fenola (Arora i sur., 2000).

Dok u biosintezi fenola glavnu ulogu ima PAL, u njegovoj oksidaciji, odnosno degradaciji, kljucnu
ulogu imaju dva enzima: polifenol oksidaza i polifenol peroksidaza (POD, engl. polyphenol
peroxidase). Medutim, gen za PPO nije pronaden u vrstama Arabidopsis thaliana i A. lyata, niti u
njihovom srodniku — vrsti Brassica napus. Budu¢i da je gen pronaden u papaji, Tran i suradnici
(2012) zakljucili su da je zasigurno zajednicki predak reda Brassicales i Malvales sadrzavao gen za
PPO kojeg su predci roda Arabidopsis i njihovi srodnici divergencijom izgubili. No, znacajno
povecéanje stope oksidacije fenola u odnosu na kontrolu, zabiljeZeno kod biljaka analiziranih 1 h i
20 h nakon tretmana, kao i kod sistemskog odgovora ukazuje na aktivnost i prisutnost enzima Kkoji
oksidiraju fenole. Povecana aktivnost oksidacijskih enzima u nepovoljnim okoli§nim uvjetima je
takoder pokazana u istrazivanju utjecaja poviSenih koncentracija kadmija u biljci A. thaliana
(Mianabadi i sur., 2009). Na temelju saznanja, da je u Arabidopsis thaliana otrkiveno ¢ak 17 gena
koji kodiraju za enzim lakazu, koji je strukturno i funckionalno slican PPO (Tran i sur., 2012),
postoji mogucnost da su u uro¢njaku oksidaciju fenola preuzele lakaze. U prilog ovom objasnjenju
idu mnoga in vitro istraZivanja koja su potvrdila funckiju lakaze u oksidaciji fenola (Turlapati i
sur., 2011). Boeckx i sur. (2015b) su istaknuli da lakaza nema kloroplastni tranzitni peptid (TP,
engl. transit peptide) koji je potreban za uspjesan ciljani unos u kloroplast gdje je PPO najvise
zastupljen, te da je stoga malo vjerojatno ta lakaza u potpunosti nadoknaduje nedostatak PPO.
Medutim, i dalje je moguce da lakaze doprinose oksidaciji fenola buduci da se ona dogada uslijed

fizickih oSte¢enja organela, odnosno vakuola (Tran i sur., 2012).

Herde i sur. (1999) su istrazivanjem u¢inka mehani¢kog ranjavanja listova rajCice na sadrzaj
pigmenata i fluorescenciju klorofila utvrdili sli¢nost s dobro istrazenim ué¢inkom svjetlosnog stresa.
Stoga su dobiveni rezultati utjecaja mehanickog stresa na fotoisntetske parametre u ovom radu
uglavnom usporedivani s rezultatima istrazivanja ucinka svjetlosnog stresa. Maksimalni prinos
PSII je najcesce koristeni indikator stresa koji govori o ucinkovitosti fotosinteze, dok efektivni
prinos PSII pokazuje koliki je udio svjetlosti apsorbirane od strane klorofila na PSII iskoriSten za
fotokemijske reakcije (Maxwell i Johnson, 2000). Vrijednosti maksimalnog i efektivnog prinosa

PSII medusobno se slazu u trendovima porasta i pada. Zabiljezeni znacajni porast vrijednosti
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maksimalnog i efektivnog prinosa PSII kod biljaka analiziranih 20 h nakon tretmana kao i
odgovarajuceg sistemskog odgovora upucéuje na odredeni stupanj poveéanja tolerancije stresa te
veéu sveukupnu ucinkovitost fotosinteze. Ovaj rezultat je dosta zanimljiv buduci da su brojna
dosadasnja istrazivanja zamijetila isklju¢ivo pad maksimalnog i efektivnog prinosa PSII uslijed
izlaganja biljaka stresnim uvjetima (Qing-Ming i sur., 2008; Kim i Portis, 2015). Poznato je da
biljke koje su izloZene stresu Cesto reagiraju promjenom koncentracije i sastava fotosintetskih
pigmenata (Walters 2005), te povecanjem koncentracije fenolnih spojeva kao $to su flavonoidi,
antocijani, fenolne kiseline i tanini (Close i McArtur 2002). Medutim, u nasem istraZivanju nije
uocena znacajna promjena udjela pojedinih fotosintetskih pigmenata. Iz toga mozemo zakljuciti da
koristeni mehani¢ki podraZaj nije bio dovoljnog intenziteta da bi inducirao biosintezu fotosintetskih

pigmenata.

U naSim smo pokusima utvrdili da primjena mehanickog podrazaja na listove biljke nije znac¢ajno
utjecala na fotokemijsko gaSenje kao niti na nefotokemijsko gasenje fluorescencije. Fotokemijsko
gasenje je mjera smanjenja fluorescencije zbog u¢inkovitog prijenosa elektrona u lancu prijenosa
elektrona u kloroplastima. Nefotokemijsko gasenje je povezano s procesima zastite, naj¢eSce od
svjetlosnog stresa, na temelju rasipanja suviSka energije u obliku topline. U naSem pokusu niti jedan
od spomenutih parametara nije se razlikovao od kontrole. Chang i sur. (2004.) pokazali su da
ranjavanje listova uro¢njaka dovodi do smanjenih NPQ vrijednosti dok su Kim i Portis (2005)
takoder potvrdili trend smanjivanja vrijednosti prilikom izlaganja biljaka toplotnom stresu. No, vise
vrijednosti NPQ upucuju na poviSenu razinu zastite od fotoinhibicije, a budué¢i da u ovom radu
biljke nisu bile izlozene svjelosti visokog intenziteta koja uzrokuje pojacanu fotoinhibiciju,

dobivene nize vrijednosti NPQ su u skladu s o¢ekivanjem.

Mnoga istrazivanja ukazuju na vaznost antioksidacijskog sustava u toleranciji biljaka na razlicite
stresne faktore (Fecht-Christoffers i sur., 2003). Provedena istraZivanja ukazuju na postojanje veze
izmedu ranjavanja i rezistencije na patogene (Castro-Mercado i sur., 2009). Uoceno je da geni koji
kodiraju za katalazu omogucavaju rezistenciju biljaka na manjak vode, napad patogena i stres
uzrokovan solima i metalima (Afzal sur., 2014). Tsuji i Donnely (2000) su izlaganjem biljke
Arabidopsis thaliana ranjavanju i patogenu Pseudomonas syringae pv. Syringae inducirali
povecanu aktivnost peroksidaza. 1z svega navedenog, kao i na temelju rezultata dobivenih u ovom
istrazivanju, odnosno zamije¢ene povecane aktivnosti nekih antioksidacijskih enzima, predlazemo
detaljnije istraZivanje primjene mehanickog stresa u aklimatizaciji. Misljenja smo da na temelju
dosadasnjih istrazivanja postoje dovoljno Cvrste pretpostavke da bi se uporabom mehanickog stresa

kao mjere aklimatizacije biljaka mogla povecati proizvodnja i otpornost odredenih biljnih vrsta na
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nepovoljne okolisne uvjete. Osim toga, bilo bi korisno istraziti moze li se aklimatizacijom biljaka
na mehanicki stres smanjiti potreba za upotrebom gnojiva, Cija je proizvodnja i primjena
nepovoljna za okoli§. Zeljele bismo zavrsiti ovaj rad sa mi§lju da saznanja dobivena istraZivanjem
mehanickog stresa mogu biti poticaj za daljnja istrazivanja koja bi mogla doprinijeti razvijanju

novih nacina povecanja prinosa biljaka i rjeSavanju izazova nedostatka hrane.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu istrazivale smo utjecaj mehaniCkog podrazaja od 5 N u trajanju od 20 sekundi na

biljku Arabidopsis thaliana. U tu svrhu mjerile smo parametre oksidacijskog stresa,

antioksidacijskog odgovora, propusnost membrane, koncentraciju pigmenata i ucinkovitost

fotosinteze. Na temelju provedenog istrazivanja moze se zakljuditi sljedece:

1 h nakon izlaganja biljaka mehani¢kom stresu uocen je znacajan porast stupnja lipidne
peroksidacije 1 znacajan porast aktivnosti superoksid dismutaze i katalaze te znacajno
smanjenje ukupne koncentracije fenola, u odnosu na kontrolu, $§to ukazuje na pojavu

oksidacijskog stresa i aktivaciju antioksidacijskih mehanizama

20 h nakon izlaganja biljaka mehani¢kom stresu znacajno je porasla koli¢ina vodikovog
peroksida, stopa oksidacije fenola, aktivnost katalaze i superoksid dismutaze, maksimalni
i efektivni prinos fotosistema Il te propusnost plazmatske membrane, u odnosu na kontrolu,

$to takoder upucuje na pojavu oksidacijskog stresa i djelovanje antioksidacijskih enzima.

Na temelju usporedbe tretiranih grupa biljaka analiziranih u razliito vrijeme nakon
tretmana (1 1 20 h) moze se zakljuciti kako je jedino poviSena aktivnost katalaze i
superoksid dismutaze prisutna kod obje grupe. Naime, znacajan porast lipidne
peroksidacije te smanjenje ukupne koncentracije fenola karakteristi¢an je za grupu biljaka
analiziranih neposredno nakon izlaganja mehani¢kom podrazaju (1 h), dok je znacajan
porast koli¢ine vodikovog peroksida, stope oksidacije fenola, maksimalnog i efektivnog
prinosa fotosistema II kao i povecanje propusnosti membrane karakteristicno za grupu

biljaka analiziranih 20 h nakon izlaganja biljaka mehanickom podrazaju.

Na prisutnost sistemskog odgovora (20 h nakon izlaganja biljaka mehani¢kom stresu)
upucuje znacajan porast stope oksidacije fenola, aktivnosti katalaze i superoksid
dismutaze, maksimalnog i efektivnog prinosa fotosistema Il te propusnosti plazmatske
membrane, u odnosu na kontrolu u netretiranom tkivu. Moze se uociti da znacajna
promjena navedenih parametara u sistemskom odgovoru prati promjenu istih u tretiranom
tkiva, 20 h nakon izlaganja tretmanu, osim u slucaju izmjerene koli¢ine vodikovog

peroksida.
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ovog rada bude jedno jako poucno, veselo i lijepo iskustvo.
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9. SAZETAK

Klara Krmpoti¢, Iva Sutevski
Uc¢inak mehanickog stresa na modelnu biljku Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

Tijekom Zivotnog ciklusa biljke su izloZene razli¢itim stresnim uvjetima koji dovode do promjena
fizioloSkih i biokemijskih procesa. Medu njima, znacajno mjesto zauzima mehanicki stres koji
moze biti uzrokovan abiotickim ¢imbenicima, poput ekstremnih vremenskih nepogoda, ali i
biotickim, poput djelovanja herbivora. Osim Stetnih posljedica zabiljezeni su i pozitivni uéinci
mehani¢kog stresa na biljke, kao $to je aklimatizacija na druge nepovoljne okoli$ne uvjete. Prema
broju postojecih literaturnih navoda moze se zakljuciti da je mehanicki stres znacajno manje
istrazen u odnosu na druge vrste stresa. Stoga je cilj naseg rada bio odrediti u¢inak mehani¢kog
stresa na odabrane biokemijske i fizioloSke parametre: propusnost membrane, koncentraciju
fotosintetskih pigmenata, uéinkovitost fotosinteze te pokazatelje oksidacijskog stresa i
antioksidacijskog odgovora. IstraZivanje je provedeno na biljci Arabidopsis thaliana ¢iji su listovi
izloZeni mehani¢kom podraZzaju od 5 N u trajanju od 20 sekundi. Pritom su spomenuti parametri
mjereni u tkivu listova neposredno nakon (1 h) te 20 h nakon tretmana. Osim tretiranog, 20 h nakon
izlaganja mehani¢kom stresu, analizirano je i netretirano tkivo lista u svrhu detekcije sistemskog
odgovora. Primijenjeni mehani¢ki podrazaj doveo je do znacajnog porasta stupnja lipidne
peroksidacije i aktivnosti superoksid dismutaze i katalaze te znalajnog smanjenja ukupne
koncentracije fenola u odnosu na kontrolu, u tkivu analiziranom 1 h nakon tretmana. Medutim, u
tkivu listova analiziranih 20 h nakon tretmana zabiljeZeno je znafajno povecanje koliine
vodikovog peroksida, stope oksidacije fenola, aktivnosti katalaze i superoksid dismutaze,
propusnosti membrane te maksimalnog i efektivnog prinosa PSII, u odnosu na kontrolu. Iz
navedenog, moze se uociti da su od svih promatranih parametara samo aktivnost katalaze i
superoksid dismutaze znacajno povecani i 1 h i 20 h nakon tretmana. Uz to, na temelju rezultata
mjerenja postoji naznaka da je primijenjeni mehanic¢ki podrazaj doveo do aktivacije sistemskog
odgovora, $to je dokazano povecanom stopom oksidacije fenola, aktivacijom katalaze i superoksid
dismutaze, ve¢im maksimalnim i efektivnim prinosom PSlI te pove¢anom propusnosti plazmatske
membrane u netretiranom tkivu analiziranom 20 h nakon izlaganja biljaka mehani¢kom stresu.
Rezultati ovog rada mogli bi dati smjernice za daljnja istrazivanja mehanickog stresa kako bi se
dobila potpunija slika o njegovom ucinku i na temelju dobivenih rezultata razmotrio potencijal

primjene u postupcima aklimatizacije biljaka.

Kljuéne rijeci: Arabidopsis thaliana, mehanicki stres, oksidacijski stres, antioksidacijski sustav
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10. SUMMARY

Klara Krmpoti¢, Iva Sutevski
The effect of mechanical stress on model plant Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.

During their life cycle, plants are exposed to various stressful conditions that lead to changes in
physiological and biochemical processes. Among them, mechanical stress is of great importance.
It can be caused by abiotic factors such as extreme weather conditions, and also by biotic factors
such as an herbivore attack. Despite its negative effects, mechanical stress can also cause positive
changes in plants, and an example of such is acclimatization to other adverse environmental
conditions. According to the existing literature, it can be concluded that mechanical stress is
significantly less studied than other stressors. Therefore, the aim of our work was to determine the
effect of mechanical stress on the selected biochemical and physiological parameters: membrane
permeability, photosynthetic pigment content, photosynthetic efficiency, and parameters of
oxidative stress and antioxidative response. The study was conducted on plant species Arabidopsis
thaliana exposed to mechanical stimulation of 5 N for 20 seconds. These parameters were measured
promptly after (1 h) and 20 h after treatment in leaves of separate plants. In addition, untreated leaf
tissue was also analyzed 20 h after exposure to mechanical stress, for the purpose of detecting
systemic responses. Compared to the control, the applied mechanical stimulation has led to a
significant increase in lipid peroxidation and superoxide dismutase and catalase activity, and a
significant reduction of the total concentration of phenol in the tissue analyzed 1 h after treatment.
In contrast, in the tissue analyzed 20 h after the treatment, a significant increase in the amount of
hydrogen peroxide, rate of phenol oxidation, catalase and superoxide dismutase activity, membrane
permeability, the maximum and effective quantum yield of PSII were observed with respect to
control. From all observed parameters, it can be seen that only catalase and the superoxide
dismutase activity significantly increased 1 h and also 20 h after the treatment. Based on our
observed results it is evident that the applied mechanical stimulation has led to the activation of a
systemic response. This is shown be increased phenol oxidation rate, catalase and superoxide
dismutase activation, greater maximum and effective quantum yield of PSIl and increased
membrane permeability in untreated tissue analyzed 20 h after exposure to mechanical stress.
Obtained results could encourage further research on mechanical stress in order to gain a more
complete picture of its effect and to consider its potential application in the process of plant

acclimatization.

Key words: Arabidopsis thaliana, mechanical stress, oxidative stress, antioxidative system
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