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1. UvoD

Biljne vrste iz porodice kupusnjaca (Brassicaceae) predstavljaju vazne povrtne kulture cija je
proizvodnja Siroko rasprostranjena u cijelom svijetu. Prema podacima organizacije FAO
proizvodnja kupusnjaca u ukupnoj svjetskoj proizvodnji povréa iznosi 8.2%, a obuhvacda vrste
poput kineskog kupusa, bijelog kupusa, kelja, brokule i sl. U Hrvatskoj proizvodnja
kupusnjaca ¢ini 15% ukupne proizvodnje povréa (FAO 2014). Prinosi povrtnih kultura ovise o
okolisnim ¢imbenicima.

U posljednjih nekoliko desetljeca okoliSne promjene poput ekstremnih temperatura, suse ili
poviSenog saliniteta tla imaju za posljedicu znacajno smanjenje prinosa poljoprivrednih
usjeva Cak do 50% (Qin i sur. 2011). Kako bi opstale u takvim uvjetima, biljke su razvile
sloZene mehanizme prepoznavanja signala iz okolisa i odgovarajuée prilagodbe. Najcesce,
usporavaju rast i metabolizam ne bi li povecale moguénost prezivljenja te aktiviraju
obrambene mehanizme koji imaju za funkciju eliminaciju posljedica prisutnosti stresora.
Mehanizmi odgovora biljaka na nepovoljne okoliSne uvjete obuhvacaju prilagodbu
fotosinteze, aktivaciju sustava ukljuéenih u obranu od oksidativnog stresa poput
antioksidacijskih enzima, prolina, glutationa, askorbinske kiseline i akumulaciju fitokemikalija
s antioksidacijskom aktivnoséu iz skupine polifenola (Fahad i sur. 2015). Takoder, veoma
vaznu ulogu u regulaciji rasta i razvoja te prilagodbi na stresne uvjete imaju i fitohormoni.
Kompleksne mreze medusobnih interakcija hormona stresa salicilne (SA), apscizinske (ABA) i
jasmonske kiseline (JA) te hormona rasta auksina moduliraju fizioloSke procese u biljci i ¢ine
liniju obrane (Kohli i sur. 2013).

Auksini, medu njima najznacajnija indol-3-octena kiselina (IAA), su jedni od najvaznijih biljnih
hormona koji kontroliraju vecinu fizioloskih procesa te omogudéavaju normalan rast i razvitak
biljnog organizma. Posljednjih godina istrazivanja upucuju na ¢injenicu da auksini, osim u
regulaciji biljnog rasta, sudjeluju u adaptivnom odgovoru na stres stupajuci u interakcije s
hormonima stresa poput salicilne, apscizinske i jasmonske kiseline. Kompleksna mreza
njihovih medusobnih interakcija joS uvijek predstavlja nepoznanicu (Kohli i sur. 2013).
Takoder, pretpostavlja se da auksini zajedno sa reaktivnim kisikovim cesticama (ROS),
glutationom i askorbatom doprinose regulaciji redoks signalnih procesa koji omogucavaju
razvoj u skladu s okolisnim uvjetima (Tognetti i sur. 2012, Zheng i sur. 2015). Razumijevanje
ovih mehanizama predstavlja vaino orude u borbi protiv nepovoljnih klimatskih utjecaja i
traganju za tolerantnijim biljnim vrstama.
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1.1. PORODICA KUPUSNJACA (Brassicaceae)

Porodica kupusnjaca (Brassicaceae) takoder zvane i krstaSice (Cruciferae) obuhvaca brojne
vrste komercijalnog znacaja Cija primjena je prisutna stolje¢ima u sto¢noj ishrani i ljudskoj
prehrani u obliku svjezeg, konzerviranog i procesiranog povréa, a pojedine vrste sluze za
proizvodnju biljnih ulja. Porodica kupusnja¢a je monofilogenska skupina koja broji 338
poznatih rodova te oko 3709 biljnih vrsta rasprostranjenih po cijelom svijetu osim Antartike
(Al-Shehbaz i sur. 2006). Pretpostavljena starost porodice iznosi oko 37 milijuna godina, a
potjeCe s iransko-turanskog prostora od kuda je rasprostranjena po lokalitetima diljem
svijeta. Bioloska varijabilnost kupusnjaéa je bogata Sto Cini njihovu sistematiku i taksonomiju
kompleksnom, kontroverznom i upitnom (Franzke i sur. 2011). Podrucja s visokom stopom
bioloske raznolikosti obuhvacaju europski mediteranski pojas, srediSnju i zapadnu Aziju te
zapadnu i sjevernu Ameriku (Al-Shehbaz 2011). U razrijeSavanju kompleksnih taksonomskih
odnosa izmedu vrsta unutar porodice kupusnjada od velike pomoéi moZe biti i nedavno
razvijena baza podataka BrassiBase (http://brassibase.cos.uni-heidelberg.de) (Kiefer i sur.
2014) koja se kontinuirano aZurira, a sadrzava podatke o taksonomiji, sistematici, filogenetici
i citogenetici vrsta iz porodice kupusnjaca. Jedan od najznacajnijih predstavnika porodice
kupusnjaca je modelni organizam biljne biologije uro¢njak (Arabidopsis thaliana) dok vrste
roda Brassica imaju vazan komercijalni znacaj.

1.1.1. Modelni organizam biljne biologije — vrsta Arabidopsis thaliana

Urocnjak (Arabidopsis thaliana) najistrazivaniji je organizam biljne biologije iz porodice
kupusnjaca. Osamdesetih godina proslog stoljeéa javila se potreba znanstvene zajednice za
jedinstvenim modelom koji bi integrirao klasi¢ne discipline biljne biologije s tehnikama
molekularne biologije i genetike. Razvojem tehnika transformacije kao izbor nametnula se
biljka iz skupine korova, urocnjak (Arabidopsis thaliana) radi malog genoma pogodnog za
molekularne analize. Genom Arabidopsisa organiziran je u 5 kromosoma, veli¢ine je oko 120
Mb i posjeduje oko 20000 gena. Projekt sekvenciranja genoma zapoceo je 1996. g. i uspjesno
je okonc¢an 2000. g., te je Arabidopsis i danas standardna referenca biljne biologije
(Koornneef i Meinke 2010).

Arabidopsis je odobran kao modelni organizam i radi niza pogodnih eksperimentalnih
karakteristika kao Sto su kratko generacijsko vrijeme, samooplodnost, proizvodnja velikog
broja sjemenki te veli¢ina biljke radi koje zahtjevi uzgoja nisu veliki. Urocnjak je niska
samooplodna biljka visine 15 do 20 cm u punoj zrelosti koja je sposobna proizvesti stotinjak
mahuna koje sadrzavaju preko 5000 sjemenki. Cvjetovi uroénjaka dugacki su oko 2 mm,
sjemenke 0,5 mm, a rozeta odrasle biljke 2-10 cm u promjeru ovisno o uvjetima rasta.
Korijen biljke jednostavne je strukture pogodan za proucavanje u kulturi i ne zahtijeva
simbiotske odnose s bakterijama koje fiksiraju dusik. Uzgoj Arabidopsisa moguc¢ je u zemlji te
u Perijevim zdjelicama u laboratorijskim uvjetima.
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Zrele sjemenke Arabidopsisa pogodan su materijal za kemijsku mutagenezu. Takoder,
Arabidospis je pogodan model za tehnike insercijske mutageneze transformacijom pomocu
agrobakterije Agrobacterium tumefaciens. Insercijska mutageneza postala je rutinska
laboratorijska tehnika koja omogucava transformacije biljaka i generiranje tisuce transgenih
linija kroz T-DNA insercije u genomu. U eksperimentima mutageneze naj¢esce koristeni
ekotipovi Arabidopsisa su Columbia (Col), Landsberg erecta (Ler) i Wassilewskija (Ws-1)
pogodni za transformacije radi svojstva ranog cvjetanja. Do danas je poznato preko tisucu
mutanti Arabidopsisa koje su disfunkcionalne u svakom pogledu biljnog rasta i razvoja, a
veliki broj njih dostupan je pohranjen u znanstvenim centrima sjemena (Meinke 1998).

1.1.2. Vrste roda Brassica

Jedan od najvazniji rodova porodice kupusnjaca je rod Brassica koji sadrzava poljoprivredno
vazne kultivare poput repice, gorusice, kupusa i brokule koji imaju dugu tradiciju kultivacije u
ljudskoj povijesti. Tome svjedocCe i zapisi na sanskrtu koji navode uporabu kupusnjaca roda
Brassica ¢ak 3000 g. pr. Kr, a neki podatci upucuju da su predci kultivara Brassica rasli uzduz
europskog obalnog pojasa cak prije 8000 godina (Al-Shehbaz 2011). Podrijetlo Sest
najvaznijih Brassica vrsta (B. oleracea, B. rapa, B. napus, B. nigra, B. carinata i B. juncea)
moguce je objasniti teorijom U trokuta (U 1935) prikazanom na Slici 1. Genomi navedenih
vrsta mogu se podijeliti na tri glavna genoma (A, B i C) koji su organizirani kao diploidi (AA,
BB i CC) i alotetraploidi (AABB, AACC i BBCC). Genomi A i C su sli¢cni Sto je potvrdeno
sekvenciranjem (Liu i sur. 2014) dok se genom B znacajno razlikuje. Diploidni genomi tri
vrste: genom A (B. rapa, AA, 2n = 20), genom B (B. nigra, BB, 2n = 16) i genom C (B. oleracea,
CC, 2n = 18) postoje zasebno, no buduci da su usko povezani podrijetlom mogudée je njihovo
medusobno krizanje. Prirodnom hibridizacijom izmedu diploidnih vrsta razvile su se
digenomske alotetraploidne vrste: B. napus (AACC, 2n = 38), B. carinata (BBCC, 2n = 34) i B.
juncea (AABB, 2n =36).
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Slika 1. Odnosi medu vrstama roda Brassica prema teoriji U trokuta (1935) (preuzeto
https://masters.agron.iastate.edu/classes/527/lesson09/detail/brassica.html).

Vrsta Brassica oleracea jedna je od vaZnijih vrsta kupusnjaca koja ukljucuje velik broj
povrtnih kultivara poput kelja, brokule, prokulice, cvjetace, razlicitih tipova glavatog kupusa
te kupusa koji ne formiraju glave poput rastike. Kultivare B. oleracea na temelju njihove
morfologije i razvojnih oblika moguce je podijeliti na sedam glavnih skupina: Brassica
oleracea grupa Capitata (varijeteti glavatog kupusa), Brassica oleracea grupa
Acephala (lisnati ili stocni kelj, rastika), Brassica oleracea grupa Alboglabra (kineska brokula),
Brassica oleracea grupa Botrytis (cvjetaca, zelena cvjetaca), Brassica oleracea grupa Italica
(brokula), Brassica oleracea grupa Gemmifera (kelj pupcar) i Brassica oleracea grupa
Gongylodes (korabica) (Rakow 2004).

Tradicionalno prisutna biljna vrsta u Hrvatskoj je raStika (Brassica oleracea var. acephala)
koja pripada Acephala grupi. Rastika nije komercijalna vrsta ve¢ se uzgaja u domacinstvima i
reproducira sjemenom vlastitog uzgoja Sto je razlog velike bioloske varijabilnosti. Bogata je
slobodnim Secerima, organskim kiselinama, lipidima i mineralima. Uzgoj raStike
karakteristi¢an je za otoke i Sire obalno podrucje istone strane Jadranskog mora te Bosnu i
Hercegovinu i Crnu Goru. Rastike s ovih podrucja bile su ukljuéene u projekt prikupljanja,
morfoloske karakterizacije i regeneracije lokalnih ekopopulacija rastike u svrhu ocuvanja i
zastite starih sorti povréa (Matotan 2007, Batelja i sur. 2009). Pripadnici Acephala grupe
morfoloski su najsli¢niji divljim predcima vrste koji nisu posjedovali svojstvo formiranja
listova u glavu. Neki od postoje¢ih dokaza upuéuju na podrijetlo divljih predaka s prostora
istocnog Mediterana i obale Baltickog mora od kojih su se razvili danasnji moderni varijeteti
glavatog kupusa (Balkaya i sur. 2005). S obzirom na lokalitete rasta, divlji predci Acephala
grupe posjeduju toleranciju na visoke temperature, susu i salinitet, a neki od njih i danas
rastu na jadranskoj obali kao stenoendemi poput Brassica botterii Vis., B. cazzae Ginzb. et
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Teyber i B. mollis Vis. (Jasprica 2015). Upravo su varijeteti rastike najsli¢niji izvornoj vrsti
divljeg kupusa i najstariji uzgojni oblik kupusa koje su zadrzale svojstva tolerancije na suhu
klimu, a dobro podnose i hladnocu. Varijeteti glavatog kelja i kupusa nastali su naknadno
uslijed promjena poput skracivanja €lanka stabljike i internodija te savijanja listova oko
kratke stabljike (Vincek i sur. 2012).

Bijeli tj. glavati kupus (Brassica oleracea var. capitata) najzastupljeniji je kultivar kupusnjaca
u poljoprivednoj proizvodnji Republike Hrvatske te se godisnje proizvede oko 35000 tona tog
povrca. Glavna proizvodna podrucja su Varazdinstina, Podravina, podrucje Ogulina, Sinsko
polje, Ravni Kotari, podrucje Neretve odnosno Zagrebacka, Zadarska i Splitsko-dalmatinska
Zupanija (Vincek i sur. 2012). Bijeli kupus je povrée koje obiluje nutrijenitima i
fitokemikalijama koje promoviraju ljudsko zdravlje medu kojima je mogudée izdvojiti
glukozinolate kao skupinu specijaliziranih metabolita karakteristicnih za porodicu
Brassicaceae, zatim polifenole, karotenoide i vitamine. Zastupljen je u kulinarstvu Sirom
svijeta kao svjeze povrce, a tradicija kiseljenja pruza bogat izvor vitamina C u zimskim
mjesecima (Samec i sur. 2017).

Osim povréa vrste B. oleracea Cesto konzumirane kupusnjace su varijeteti vrste Brassica
rapa. Vrsta Brassica rapa obuhvaca repe, uljane i krmne repice, kineski kupus i Pak-Choi
kupus. Pretpostavlja se da B. rapa L. (sinonim s B. campestris L.) potjeCe s visoravni
Sredozemnog mora odakle se prosirila na sjever Skandinavije te zemlje zapadne i isto¢ne
Europe, a u Kinu je stigla preko zapadne Azije ili Mongolije kao poljoprivredna vrsta (Rakow
2004). Danas, lisnati kultivari vrste B. rapa poput kineskog kupusa (B. rapa subsp. pekinensis)
i Bok-Choy ili Pak-Choi kupusa (B. rapa subsp. chinensis) se uzgajaju kao povrée prvenstveno
u Kini. Takoder, bitno je spomenuti da je kineski kupus (B. rapa subsp. pekinensis) prva

komercijalno vazna kupusnjaca ¢Ciji je genom sekvenciran i njegova veli¢ine iznosi oko 516
Mbp (Wang i sur. 2011).
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1.2. POVISENI SALINITET TLA KAO CIMBENIK ABIOTSKOG STRESA

PoviSeni salinitet tla jedan je od glavnih izvora abiotskog stresa koji reducira prinose kultura
u poljoprivrednoj proizvodnji. Iznimno je izrazen u podrucjima s malom koli¢inom padalina, a
uslijed prisutnih klimatskih promjena predstavlja sve veci problem i izazov. Salinizacija tla
posljedica je prirodnog procesa (tzv. primarna salinizacija) ili rezultat ljudske aktivosti (tzv.
sekundarna salinizacija). Primarna salinizacija nastaje procesom otapanja minerala iz stijena,
sedimenata i tla u vodi. Cest izvor salinizacije je i taloZenje soli iz mora i oceana uslijed
isparavanja u obalnim podrucjima kao i mijeSanje morske vode s podzemnim vodama uslijed
prevelike eksplaotacije voda Sto remeti vodni rezim. Sekundarna salinizacija nastaje kao
posljedica novodnjavanja obradivih povrsina zasoljenom vodom i/ili u¢estalom primjenom
gnojiva (Diacono i Montemurro 2015). Slana tla definiraju se kao tla s poveéanom
koncentracijom topljivih soli (prvenstveno NaCl), a alkalna tla nastaju uslijed povecane
prisutnost Na* iz alkalnih soli (FAO 2017). Procijenjuje se da je trenutno oko 6% ukupne
svjetske povrsine te oko 20% poljoprivrednih navodnjavanih povrsina pogodeno problemom
povisenog saliniteta (Munns i Gilliham 2015).

- U:?." =%
~ e O
3 ‘40 o ?
ey >
Legend
Type and severity levels of salt-affected soils ) s
saline sodic saline-sodic % o
D slight D slight D slight ’ ,l Ve
[ moderate  [ll] moderate moderate &
M nigh B high B hish g
M exteme i extreme W extreme
Slika 2. Podrucja pogodena salinitetom (Wicke i sur. 2011).
Ekonomski gubitak koji se javlja za wuzgajivate i poljoprivrednike kao posljedica

poljoprivredne aktivnosti na zasoljenim tlima i time smanjenih prinosa je znacajan i
zabrinjavajuci. Ekonomski gubitci razlikuju se izmedu zemalja te uvelike ovise o troskovima
poljoprivredne proizvodnje naspram dobiti koju prozvodaé moze ostvariti u godini s
prosjecnom koli¢inom padlina. Primjerice redukcijom prinosa biomase za 1/3 u odnosu na
prinos na nezasoljenom tlu iste povrsine, poljoprivrednik ostvaruje konac¢nu dobit u visini 1/3
ulozenih troskova dok je dobit kod nereduciranog prinosa jednaka iznosu uloZenih sredstava.
Kao jedno od potencijalnih rijeSenja u minimiziranju utjecaja saliniteta na globalnu stopu
produkcije hrane je istrazivanje ili evaluiranje postojecih varijeteta (kultivara) te
oplemenjivanje i uzgoj novih tolerantnijih varijeteta/vrsta (Munns i Gilliham 2015).
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1.3. MEHANIZMI ODGOVORA BILIAKA NA POVISENI SALINITET

Rast biljaka na zasoljenim tlima ovisi o nizu adaptivnih mehanizama koji im omoguéavaju
prezivljavanje u takvom okolisu. Ovisno o sposobnosti rasta u uvjetima poviSenog saliniteta,
biljke je moguce klasificirati u dvije skupine: glikofite koji ne toleriraju salinitet i halofite koji
su sposobni rasti u prisutnosti soli. Mehanizmi odgovora na solni stres su razli¢iti izmedu ove
dvije skupine s naglaskom na sposobnosti eliminacije toksi¢nog ucinka soli kroz kontrolu
unosa, transporta, kompartmentizacije i/ili izlu¢ivanja. Nadalje, uslijed solnog stresa aktivira
se sinteza osmoprotektanata, generiraju se ROS, aktiviraju se antioksidacijski enzimi i
biosintetiziraju antioksidansi, dolazi do promjena u asimilaciji CO,, fotosintetskom
transportu elektrona, sadrzaju klorofila i fluorescenciji te se odgovor biljaka modulira
djelovanjem hormona (Gupta i Huang 2014, Acosta-Motos i sur. 2017).

1.3.1. lonska i osmotska homeostaza

Glavna dva izazova s kojima se biljke uslijed saliniteta moraju suoditi su prevladavanje
osmotskog Soka i eliminacija toksi¢nog ucinka iona soli, prvenstveno Na*. U zasoljenim tlima
zbog prisustva iona soli osmotski potencijal tla je visok Sto onemogudava biljkama unos vode
kroz korijen. Kako bi izjednacile osmotski potencijal stanice s vanjskim uvjetima, biljke kao
odgovor na osmotski stres sintetiziraju osmolite poput glicin betaina, prolina ili manitola.
Osmoliti Stite stanicu od osmotskog Soka odrzavajuéi turgor stanice i pruzaju zaStitu
stani¢nim strukturama (Deinlein i sur. 2014; Munns i Gilliham 2015). Sinteza osmolita de
novo karakteristi¢an je mehanizam odgovora glikofita koji zahtijeva veliki utrosak energije.
Suprotno tome, halofiti u vedini slu¢ajeva upotrebljavaju ione soli (poput Na*,Cl i K*) kako bi
odrzali osmotski potencijal i turgor stanice uz uvjet brzog uklanjanja viska metabolicki
toksinog Na* (Shabala 2013). Novija istrazivanja upucuju da osim uloge osmoprotektanta
prolin potencijalno sluzi i kao antioksidans, balansira redoks sustav stanice ili djeluje kao
stabilizator proteina i membranskih struktura uslijed stresa (Deinlein i sur. 2014).

Druga komponenta odgovora biljaka na poviSeni salinitet je eliminacija iona Na* uz
odrZavanje optimalne koncentracije esencijalnih iona Ca?*, Mg*i K*. Visoke koncentracije Na*
u citoplazmi stanice mogu inaktivirati enzime i metabolicke procese, a akumulacija u
listovima reducira rast biljke radi inhibicije fotosinteze ukoliko Na* nije kompartmentiziran na
stani¢noj ili interstani¢noj razini (Julkowska i Testerink 2015). Tri mehanizma eliminacije Na*
obuhvacaju: (1) smanjenje unosa Na* u stanicu, (2) maksimalno skladiStenje Na* u vakuole
(kompartmentizacija) i (3) pojacan izlazak Na* iz stanice. Od navedenih mehanizama,
izluéivanje Na* pokazalo se kao glavni homeostatski proces za odrzavanje niske koncentracije
citostolnog Na* i odrZavanje dinamicke ravnoteZe esencijalnih iona K*i Ca?*, a koji se odvija
preko SOS (eng. Salt Overly Sensitive) signalnalnog puta. Kako je korijen prvi u doticaju sa
soli, izlu¢ivanje Na* iz stanica korijena je primarni odgovor zastite, a zatim slijedi uklanjanje
viska Na* iz listova (Jii sur. 2013).
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Slika 3. Pregled mehanizama transporta stani¢nog Na* i vaznih komponenti mreZe odgovora
na solni stres u stanici korijena. Kratice: NSCCs, neselektivni kationski kanali; ROS, reaktivne
kisikove cestice; CDPKs, kalcij-ovisna protein kinaza; CBLs, senzor kalcija; CIPKs, CBL-
interreagiraju¢a protein kinaza; Transkripcijski faktori: AP2/ERF, bZIP, NAC, WRKY, bHLB,
MYB; NHX, Na*/H* transporter; SOS, SALT OVERLY SENSITIVE, HKT1, transporter Na* iz
ksilema (preuzeto i modificirano iz Deinlein i sur. 2014).

Za razliku od poznavanja procesa uklanjanja toksi¢nog Na*, mehanizmi tolerancije na CI" koji
je dominantni anion zasoljenih tala slabo su istrazeni. Kloridini ioni vazni su mikronutrijenti
koji reguliraju enzimatske aktivnosti u citoplazmi, sudjeluju kao ko-faktori u fotosintezi,
stabiliziraju membranski potencijal te su ukljueni u regulaciju pH stanice i turgora.
Nepoznavanje transportnih mehanizama Cl" oteZzava objasnjenje tolerancije i detoksifikacije
CI- ¢ija visoka koncentracija u listovima uzrokuje simptome kloroze radi degradacije klorofila.
Pretpostavlja se da je upravo kontrola transporta Cl" iz stanica korijena u ksilem preko
anionskih kanala koji su regulirani fitohormonom apscizinskom kiselinom jedno od bitnih
mjesta tolerancije (Munns i Tester 2008, Teakle i Tyerman 2010). Uspjesno odrzavanje
ionske homeostaze kao i promjene u arhitekturi korijena koje nastaju kao odgovor na stres
predstavljaju osnovu tolerancije na salinitet (Ji i sur. 2013).
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1.3.2. Oksidativni stres i antioksidacijski odgovor biljaka

Aerobni organizmi, ukljucujudi biljke, koriste kisik za stani¢ne procese te kao nezaobilazne
nusprodukte reakcija generiraju reaktivne kisikove cestice (ROS). To su reaktivni kemijski
oblici koji poti¢u lancane reakcije oksidacije, a nastaju u stani¢nim organelima u kojima se
odvijaju reakcije prijenosa elektrona kao sto su mitohondriji, peroksisomi i kloroplasti biljaka.
ROS mogu biti u obliku slobodnih radikala poput superoksidnog radikala (02°*), hidroksilnog
radikala (OH®), peroksilnog radikala (ROO®) ili molekularnih formi kao $to su vodikov
peroksid (H20)ili singlet oksid (102) (Gill i Tuteja 2010, Choudhury i sur. 2016).

OSTECENJA: deregulacija, smanjenje fitnesa, gubitak prinosa, staniéna smrt
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Slika 4. Uloga ROS pri poviSenom salinitetu (preuzeto i modificirano iz Hossain i Dietz 2016).

U optimalnim fizioloskim uvjetima razina produkcije ROS je niska, no promjenom uvjeta
okoline te posebice u stresnim stanjima dolazi do poveéane produkcije ROS. Kako bi odrzale
koncentraciju ROS optimalnom, biljke su razvile brojne sustave antioksidacijskog odgovora.
Ukoliko antioksidacijski odgovor zakaze i nije u stanju odrzati ravnotezu javlja se oksidativni
stres. Oksidativni stres se ocituje u oksidativnom oStecenju stani¢nih membrana (lipidna
peroksidacija), proteina i nukleinskih kiselina (DNA i RNA) te u konacnici vodi do stanicne
smrti (Choudhury i sur. 2016). No uloga ROS nije jednoznacna. ROS su nezaobilazni
prijenosnici signala u rastu i razvitku biljaka te odgovoru na abiotski stres. Generirani ROS u
stresu su rezultat promjena u metabolizmu stanica no takoder mogu biti i signalne prirode.
Odrzavanje ravnoteze ROS i redoks sustava stanice na optimalnoj razini regulira ulogu ROS i
eliminira njihov negativni ucinak, a poti¢e funkciju prijenosnika signala koji sudjeluju u
modulaciji adaptivnog odgovora na stres (Choudhury i sur. 2016, Hossain i Dietz 2016).

Odrzavanje ravnoteZze ROS u stanici odvija se mehanizmima antioksidacijskog odgovora koji
podrazumijevaju enzimatski i ne-enzimatski odgovor. Enzimatski odgovor podrazumijeva
aktivnost antioksidacijskih enzima poput superoksid dismutaze, katalaze, askorbat
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peroksidaze, gvajakol peroksidaze i sl. Prva linija obrane u uklanjanju ROS je enzim
superoksid dismutaza (SOD). SOD pripada grupi metaloenzima te katalizira reakciju
prevodenja superoksidnog radikala u H,0; i O;. Daljnje uklanjanje H,0, moguce je pomodu
katalaze (CAT) u reakciji u kojoj se dvije molekule H.O; prevode u vodu i O,. Peroksidaze
takoder vrie uklanjanje H,0,. Peroksidaze su hem- ili tiol- enzimi koji reduciraju H.02 no pri
tome zahtijevaju prisutnost alternativnog donora elektrona. Kao alternativni donor elektrona
gvajakol peroksidaza (GPOX) koristi aromatski gvajakol dok askorbat peroksidaza (APX) za
aktivnost zahtijeva askorbat. Askorbat je mala organska u vodi topljiva kiselina prisutna u
visokoj koncentraciji te je jedan od glavnih antioksidansa stanice. Zajedno sa tripeptidom
glutationom, takoder vaznim stani¢nim antioksidansom, sudjeluje u askorbat-glutation
ciklusu koji je bitna komponenta antioksidacijskog odgovora. Askorbat-glutation ciklus odvija
se u citosolu, mitohondrijima, plastidima i peroksisomima stanice. Askorbat-glutation ciklus
zapocinje redukcijom H20; do vode pomocu APX pri ¢emu nastaje monodehidroaskorbat
(MDHA). Nestabilni MDHA se pomoc¢u monodehidroaskorbat reduktaze (MDHAR) prevodi
natrag u askorbat ili spontanom reakcijom razlaze na askorbat i dehidroaskorbat (DHA). DHA
se reducira u askorbat pomocu dehidroaskorbat reduktaze (DHAR) uz utrosak dvije molekule
reduciranog glutationa (GSH) pri ¢emu nastaje oksidirani glutation (GSSG), a potom se GSSG
djelovanjem glutation reduktaze (GR) uz utrosak dvije molekule NADPH prevodi natrag u
GSH. Odnos izmedu konverzije reduciranog GSH i njegove oksidirane forme GSSG predstavlja
indikator redoks ravnoteze tijekom detoksifikacije H.O; (Gill i Tuteja 2010, Choudhury i sur.
2013).
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Slika 5. Askorbat-glutation ciklus i enzimatske komponente antioksidacijskog odgovora
Kratice: antioksidacijski enzimi GPOX, SOD, CAT, APX, MDHAR, DHAR, GR; ROOH, fenolni
spojevi; AA, askorbinska kiselina; MDHA, monodehidroaskorbat; DHA, dehidroaskorbat; GSH,
glutation; GSSG, oksidirani glutation (preuzeto i modificirano iz Hossain i sur. 2011).
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Ne-enzimatski odgovor uklju¢uje male molekule tj. antioksidanse poput askorbata i
glutationa, fenolne kiseline, flavonoide i druge polifenole, vitamine poput a-tokolferola,
pigmente poput karotenoida te biljne fenolne spojeve. Askorbat se smatra jednim od
najjaCih antioksidansa buduéi da moZe donirati elektrone velikom broju enzimatski i ne-
enzimatskih reakcija. Nacin njegove regeneracije opisan je u sklopu askorbat-glutation
ciklusa u dijelu enzimatskog antioksidacijskog odgovora. Takoder, glutation kao antioksidans
potencijalno uklanja 02, H,0; i najreaktivniji hidroksilni radikal (Gill i Tuteja 2010). Biljni
fenolni spojevi predstavljaju skupinu vrlo razlic¢itih biljnih metabolita za koje je
karakteristi¢cno posjedovanje jednog ili viSe fenolnih prstenova te takoder prisutnost jedne ili
vise hidroksilnih grupa na fenolnom prstenu. Identificirano je oko 10000 prirodnih spojeva
Ciji broj se s vremenom povecava. Obuhvacaju spojeve poput fenolnih kiselina, flavonoida,
proantocijanidina, hidrolizirajuc¢ih tanina i mnogih drugih. Zahvaljujuéi kemijskoj strukturi
imaju sposobnost prekidanja lananih reakcija koje izazivaju slobodni radikali doniranjem
elektrona ili atoma vodika radikalu pri ¢emu prelaze u stabilne, nereaktivne konformacije.
Naziv polifenolni spojevi podrazumijeva fenolne kiseline, kumarine, flavonoide, stilibene,
tanine, lignane i lignine (Quideau i sur. 2011, Cheynier i sur. 2013).

Fenolne kiseline su spojevi koji sadrzavaju fenolni prsten i bar jednu karboksilnu grupu.
Temeljem broja ugljika u kiselinskom lancu dijele se u nekoliko skupina (C6-C1), (C6-C2) i (C6-
C3) pri ¢emu vedina fenolnih kiselina dolazi u obliku hidroksicimetnih kiselina (C6-C3) i
hidroksibenzojevih kiselina (C6-C1) (Goleniowski i sur. 2013). Antioksidacijsko djelovanje
fenolnih kiselina ovisi o njihovoj strukturi odnosno broju i poziciji hidroksilnih grupa u
odnosu na karboksilne skupine pri ¢emu antioksidacijska aktivnost fenolnih kiselina opéenito
raste s poveéanjem hidroksilnih grupa na prstenu. Takoder, fenolne kiseline iz skupine
hidroksicimetnih kiselina su jaci antioksidansi u odnosu hidroksibenzojeve kiseline jer njihova
CH=CH—COOH grupa lakse donira H atome nego —COOH grupa hidroksibenzojevih kiselina
(Rice-Evans i sur. 1996).

Biosinteza velikog broja fenolnih kiselina odvija se preko fenil propanoidnog biosintetskog
puta gdje reakcijama oksidacije i metilacije nastaju fenolne kiseline. Fenil propanoid
biosintetski put jedan je od biosintetskih puteva polifenola, a kreée iz trans-cimetne kiseline.
Trans-cimetna kiselina nastaje reakcijom deaminacije aminokiseline L-fenilalanina u reakciji
koju katalizira enzim fenilalanin-amonij-lijaza (PAL). Supstrat za reakciju deaminacije, L-
fenilalanin, PAL dobiva iz puta Sikiminske kiseline (biosintetski put folata i aromatskih
aminokiselina). Jedan od intermedijera fenil propanoidnog biosintetskog puta (p-kumarinska
kiselina) prevodenjem u p-kumaroil-CoA ulazi u put flavonoida (Cheynier i sur. 2013,
Goleniowski i sur. 2013).

Fenolne kiseline u stanici su prisutne u manjoj mjeri u slobodnom obliku. Ve¢inom su
prisutne kao topljivi konjugati sa Secerima ili malim organskim kiselinama koji se mogu brzo
hidrolizirati. Takoder, fenolne kiseline ulaze u sastav zastitnih i potpornih struktura vezane
na stanicne stijenke. U stani¢nim stijenkama formiraju esterske, eterske i C-C veze s
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ligninima, celulozom, hemicelulozom, arabinoksilanima, strukturnim proteinima i pektinima.
Prisutnost biotskih i abiotskih stresora poti¢e njihovu akumulaciju ¢ime dopinose
antioksidacijskom odgovoru stanice, a salicilna kiselina koja je ujedno i hormon stresa
regulira odgovor biljke na okoliSne uvjete (Goleniowski i sur. 2013, Shahidi i Yeo 2016).

1.3.3. Fotosinteza uslijed solnog stresa i biljni rast

Fotosinteza je osnovni proces biljnog organizma putem kojeg se svjetlosna energija prevodi u
energiju pohranjenju u obliku malih molekula (ATP i NADPH) koje se koriste za asimilaciju
CO; i proizvodnju Seéera. Funkcionalan fotosintetski aparat osnova je Zivota fotosintetskih
organizama. Prisutnosti abiotskog stresora (salinitet, susa, teski metali, prekomjerna kolic¢ina
svjetlosti i sl.) i poveéana proizvodnja ROS mogu dovesti do ozbiljnih ostecenja
fotosintetskog aparata pri ¢emu je njegova najosjetljivija komponenta fotosustav Il (PSII).
Nemoguénost odrzavanja ravnoteze izmedu fotosintetskog redoks signalnog puta i popravka
PSIl rezultira inhibicijom fotosinteze ¢ime biljke raspolazu s manje potrebne energije.
Pracenje fotosintetske ucinkovitosti moZe posluziti kao pokazatelj stresa (Gururani i sur.
2015).

Gubitke uslijed solnog stresa mogucée je promatrati iz dvije perspektive: ekonomskih
gubitaka znacajnih za poljoprivrednike koji se o€ituju u smanjenju prinosa poljoprivrednih
kultura te energetskih gubitaka biljnog organizma koji su uzrok smanjenih prinosa, a
predstavljaju trosak energije koju biljke moraju usmjeriti u prezivljavanje u nepovoljnim
uvjetima umjesto u produkciju biomase (Munns i Gilliham 2015). Energija koju biljke
dobivaju procesom fotosinteze vecinom se koristi za odrzavanje metabolizma dok je samo
mala koli¢ina (10-40%) integrirana u akumulaciju biomase ¢ak i pod optimalanim uvjetima
rasta (Slika 6).

Stress
tolerance

Maintenance

Energy harvested by photosynthesis

Soil salinity

Slika 6. Shematski prikaz dobitka i utroska energije uslijed solnog stresa (preuzeto iz Munns i
Gilliham 2015).
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Energija potrebna za odrZavanje metabolizma kao i energija potrebna za rast biljaka i
akumulaciju biomase te obranu od stresa uvelike ovisi o razvojnom stadiju biljke pri cemu
starije biljke zahtijevaju viSe energije za odrzavanje. Ukoliko se stres promatra s aspekta
energetskog utroska, ukupna dobivena energija porastom saliniteta opada uslijed reducirane
stope fotosinteze, zatvaranja puli te oStecenja stani¢nog i fotosintetskog aparata, a
aktivacija mehanizama adaptacije i tolerancije dodatno poticu energetski trosak. Pri visokom
salinitetu koli¢ina dostupne energije za rast je minimalna tako da je stopa rasta maksimalno
reducirana. Ukoliko trosak energije potrebne za odrZzavanje preraste dobivenu energiju
dolazi do senescencije (ubrzanog starenja) biljaka i odumiranja (Munns i Gilliham 2015).

Utjecaj solnog stresa na redukciju rasta biljke prvenstveno se ocituje u inhibiciji rasta
izdanka. Inhibiciju rasta izdanka mogudée je promatrati kroz dvije faze: (1) faza brzog
odgovora i redukcije rasta koja nastaje kao posljedica naglog porasta koncentracije soli u
zoni korijena i rezultat je osmotskog Soka te (2) faza sporog odgovora uslijed visoke stope
akumulacije Na* u listovima koje biljka nije sposobna ukloniti, a dovodi do redukcije rasta
listova, usporavanja stvaranja novih te usporavanja nastanka boc¢nih pupova ili ¢ak mirovanja
Sto rezultira smanjenom biomasom (Munns i Tester 2008). Takoder, rast primarnog korijena
u stresu je inhibiran. Moguce je formiranje boc¢nih ogranaka korijena kojima biljka izbjegava
sol koja je najc¢esce uskladistena u dubljim slojevima i heterogeno rasporedena u tlu kao i
pojava negativnog halotropizma odnosno usmjeravanja rasta korijena dalje od soli. Rast
lateralnog korijena prisutan je samo do odredenog intenziteta saliniteta. Proces rasta
moduliran je fitohormonima (Galvan-Ampudia i Testerink 2011, Munns i Gilliham 2015,
Julkowska i Testerink 2015).

1.3.4. Fitohormoni

Fitohormoni su male bioloski aktivne molekule prisutne u vrlo niskim koncentracijama. Oni
djeluju kao kemijski prijenosnici signala koji poti¢u i kontroliraju fizioloSke procese tijekom
rasta i razvoja te uslijed prisutnosti stresora. Ukljuéeni su brojni putevi prijenosa signala, a
njihova medusobna koordinacija omogucava biljci odgovor u skladu sa signalima iz okolisa.
Na temelju njihove fizioloske funkcije i strukture, fitohormoni se mogu podjeliti u nekoliko
kategorija: auksini, citokinini, giberelini, jasmonati, salicilna kiselina, apscizinska kiselina,
etilen, brasinosteroidi i strigolaktoni (Kohli i sur. 2013). Detaljan pregled pojedinih
fitohormona kao i njihova uloga u odgovoru biljaka na poviSeni salinitet slijedi u idu¢im
poglavljima.
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1.4. AUKSINI

Auksini su skupina biljnih hormona koji reguliraju procese diobe, elongacije i diferencijacije
stanica, rasta korijena i izdanka, cvjetanje i razvoj plodova, a odgovorni su i za tropizme.
Mnogostruka funkcija ovih malih kemijskih glasnika govori o vaznosti auksina i svrstava ih u
glavne regulatore rasta. Najzastupljeniji endogeni auksin je IAA. U svojoj slobodnoj formi IAA
doprinosi samo 25% ukupne koli¢ine 1AA, dok je veéina pohranjena u obliku konjugata sa
Secerima, aminokiselinama ili peptidima koji se po potrebi hidroliziraju uz oslobadanje IAA.
lako je IAA neophodna za Zivotni ciklus biljaka, endogena razina u stanicama mora biti strogo
kontrolirana buduci da u visokoj koncentraciji djeluje toksi¢no i inhibitorno. Odrzavanje
homeostaze IAA obuhvada procese kao $to su biosinteza, degradacija, transport i reverzibilna
konjugacija (Ludwig-Miller 2011, Ljung 2013).

1.4.1. Biosinteza

Biosinteza IAA odvija se na dva nacina: preko triptofan-ovisnog biosintetskog puta i
triprofan-neovisnog biosintetskog puta. O genima i enzimima Trp-neovisnog biosintetskog
puta jo$ uvijek se ne zna mnogo iako rezultati eksperimenata s mutantama Trp-ovisnog puta
i stabilnim izotopno obiljezenim IAA prekursorima s pocetka 90-tih godina proslog stoljeca
ukazuju na njegovo postojanje. Takoder, jedan od predloZenih mehanizama sinteze je i B-
oksidacija dugolancanog auksina IBA u IAA u peroksisomima stanice. IBA je pronadena
sporadicno u nekim kultivarima kukuruza i Arabidopsisu, no njeno postojanje kao endogenog
auksina i potencijalnog prekursora IAA je upitno (Normanly 2010, Novak i sur. 2012, Ljung
2013).

Glavni put sinteze IAA je Trp-ovisna biosinteza i krece iz aminokiseline Trp. Aminokiselina Trp
u sintezu IAA ulazi iz puta Sikiminske kiseline u kojem se korizmat preko antranilata i drugih
intermedijera biosinteze prevodi u Trp. Reakcija konverzije korizmata u antranilata koju
katalizira enzim antranilat sintaza je limitirajuci korak sinteze Trp. Trp se dalje prevodi do IAA
na Cetiri mogucda nacina preko indol-3-acetamida (IAM); indol-3-acetaldoksima (IAOx); indol-
3-piruvatne kiseline (IPyA) i triptamina (TRA). Postoje jo$ uvijek neke nepoznanice o genima i
enzimima koji sudjeluju u ova Cetiri biosintetska puta, no opca slika biosinteze auksina je
poznata. Pregled biosintetskih puteva IAA dan je prema Ljung (2013) i Tivendale (2014).

Sinteza IAA u IAM biosintetskom putu odvija se konverzijom Trp u IAM u reakciji koju
katalizira joS uvijek nepoznati enzim (neotkrivena triptofan-2-monooksigenaza). Konverzija
IAM u IAA je drugi korak biosintetskog puta kataliziran acil-amidohidrolazama (AMI1).

U IAOx biointetskom putu Trp se prevodi u IAOx pomodu citokrom P450 monooksigenaza
CYP79B2 i CYP79B3 koje su pronadene jedino u porodici Brassicaceae. Nastali IAOx se dalje
konvertira u indol-3-acetonitril (IAN) u reakciji koju kataliziraju jos uvijek neidentificirani
enzimi te dalje prevodi aktivnoséu nitrilaza (NIT) u IAA. Oba biosintetska prekursora IAOx i
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IAN mogu prijeéi i u prekursor 1AM iako enzimi koji kataliziraju ove reakcije nisu poznati.
Osim u biosintetskom putu IAA, IAN sudjeluje u biosintetskom putu kamaleksina i drugih
indolnih derivata, a nastaje i razgradnjom indolnih glukozinolata djelovanjem enzima
mirozinaza.

NajviSe nepoznanica o biosintezi IAA vezano je za biosintetski put TRA. TRA nastaje iz Trp u
reakciji koju kataliziraju pretpostavljene triptofan dekarboksilaze (TDCs). Potom se TRA
konvertira u indol-3-acetaldehida (IAAId) koji se zatim prevodi do IAA. Enzimi koji
potencijalno kataliziraju reakcije su flavin monooksigenaze (YUCCA) i aldehid oksidaze (AO).
Osim uloge kao mogudéeg IAA prekursora, TRA takoder ima potencijalnu funkciju kao
prekursor biosinteze indolnih alkaloida i serotonina u razli¢itim biljnim vrstama.

Cetvrti biosintetski put IAA preko IPyA je u potpunosti okarakteriziran. Trp se pomocu
aminotransferaza (TAA1, TAR1, TAR2) prevodi u IPyA koju zatim enzimi flavin
monooksigenaze (YUCCA) direktno konvertiraju u IAA. Geneticki i biokemijski dokazi upuc¢uju
na to da je upravo IPyA put glavni biosintetski put IAA u razli¢itim biljkama. Takoder,
biosinteza IAA iz IPyA preko intermedijera u reakciju koju kataliziraju indol-3-piruvat
dekarboksilaze i aldehid oksidaze pronadena je u mikrobima koji sintetiziraju auksine.

1.4.2. Konjugacija i degradacija

Regulacija razine auksina u stanici de novo sintezom jedan je od vaznijih homeostatskih
mehanizama, no koncentracija IAA moZe biti regulirana nepovrathom i povratnom
inaktivacijom IAA. Nepovratna inaktivacija postize se procesom: a) oksidacije pri cemu se IAA
oksidira u katabolicki produkt oxIAA koji se moze dodatno esterificirati s glukozom ili b)
procesom ireverzibilne konjugacije IAA sa aminokiselinama Asp i Glu. Povratna inaktivacija
ukljuCuje reverzibilnu konjugaciju auksina i obuhvaéa dva antagonisticka procesa: a)
privremenu inaktivaciju IAA koja se postize sintezom tzv. reverzibilnih konjugata s
aminokiselinama, peptidima i Seéerima $to smanjuje razinu slobodnih formi auksina i b)
povecanje slobodnih formi auksina hidrolizom tih konjugata kad se u biljci za to pojavi
potreba. Procese reverzibilne konjugacije auksina s aminokiselinama kontroliraju geni i
enzimi iz skupine auksin-konjugat sintetaza (GH3) i auksin-amidohidrolaza (ILR, IAR, ILL)
(Ludwig-Miiller 2011).

Auksin-amidohidrolaze su enzimi koji pripadaju skupini metalopeptidaza M20 i podskupini
M20D. Metalopeptidaze kataliziraju Sirok spektar supstrata koji sadrze amide ili estere kao
funkcionalne skupine. Auksin-amidohidrolaze kataliziraju reakcije hidrolize konjugata auksina
s aminokiselinama. Sposobne su hidrolizirati niz razlicitih supstrata, a njihova supstratna
specificnost ovisi o biljnoj vrsti iz koje dolaze. Hidrolaze iz A. thaliana preferiraju konjugate
kratkolanc¢anih auksina (IAA) s aminokiselinama kao supstrate, dok auksin-amidohidrolaze
drugih vrsta pokazuju supstratnu specificnost prema dugolanéanim auksinima (IBA ili IPA)
poput IAR3 iz pSenice (Campanella i sur. 2004), djeteline (Campanela i sur. 2008) te IAR3 i
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ILL2 iz kineskog kupusa (Savi¢ i sur. 2009). Osim auskinskih konjugata, IAR3 i ILL6 iz
Arabidopsisa sposobna je hidrolizirati konjugat jasmonske kiseline s izoleucinom (Ja-lle)
(Widemann i sur. 2013). Enzimi koji kataliziraju oprecne reakcije pripadaju skupini GH3
sintetaza. GH3 sintetaze su velika obitelj enzima, a kataliziraju reakcije adenilacije. Ekspresija
pojedinih gena obitelji GH3 inducirana je auksinima. Neki od GH3 enzima kataliziraju reakcije
konjugacije IAA s aminokiselinama no mogu konjugirati i druge hormone stresa. Tako
primjerice GH3-5 (WES1) osim IAA konjugata sintetizira i aminokiselinske konjugate sa
salicilnom kiselinom (Staswick i sur. 2005), a enzim GH3-11 (JAR1) identificiran je kao enzim
odgovoran za sintezu jasmonoil-izoleucina (JA-lle), aktivhog oblika jasmonske kiseline
(Staswick i sur. 2002). Funkcija GH3 sintetaza i auksin-amidohidrolaza vidljiva je i u uvjetima
stresa kada dolazi do promjena u ekspresiji njihovih gena i posljedicno promjena u profilu
konjugiranih i slobodnih formi IAA u svrhu osiguravanja brzog adaptivnog odgovora (Ludwig-
Miller 2011).

Mehanizmi uklanjanja viska IAA uklju¢uju formiranje ireverzibilnih konjugata (IAA-Asp i IAA-
Glu) i oksidaciju IAA u katabolic¢ki spoj oxIAA. U fizioloSkom stanju veéina katabolizma IAA
odvija se oksidacijom IAA, no oba kataboli¢ka procesa usko su povezana sto je i dokazano
nedavnim istrazivanjima (Porco i sur. 2016). Inaktivacijom kataboli¢kog puta oksidacije koji je
kataliziran enzimom IAA-deoksigenazom (DAO1) dolazi do porasta razine katabolickih
konjugata za dva reda veli¢ine Sto svjedoci o vaznosti katabolickih procesa i inaktivaciji viska
IAA. Sto se dogada u uvjetima stresa u katabolickom metabolizmu IAA jo$ uvijek ostaje za
istraziti.
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Slika 7. Pregled auskinske homeostaze. Auksinski metabolizam: de novo sinteza, konverzija
IBA u IAA, konjugacija i degradacija. Crvena slova oznadavaju reakcije katalizirane enzimima
okarakteriziranim in vitro. Poznati putevi prikazani su punim strelicama, putevi koji jo$ nisu
poznati prikazani su isprekidanim strelicama te sadrZavaju jedan ili viSe koraka. Kratice:
aldehid oksidaza (AO), amidaza 1 (AMI1), citokrom P450 monoksigenaze (CYP7952/3),
dioksigenaza za oksidaciju auksina 1 (DAO1), enoil-CoA hidrataza 2 (ECH2), flavin
monooksigenaze (YUCCA), IAA-karboksimetiltransferaza 1 (IATM1), indol-3-acetamid (IAM),
indol-3-acetaldoksim (IAOx), indol-3-piruvat dekarboksilaza (IPDC), indol-3-piruvatna kiselina
(IPyA), nitrilaze (NITs), oksindol-3-octena kiselina (oxIAA), peroksisomski enzimi ukljuceni u
odgovor indol-3-masla¢ne kiseline 1/3/10 (IBR), triptamin (TRA), triptofan aminotransferaza
1 (TAA1), triptofan povezane aminotransferaze 1-4 (TAR), triptofan dekarboksilaze (TDC) i
UDP-glikoziltransferaze (UGT) (preuzeto i modificirano iz Salopek-Sondi i sur. 2017).
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1.5. HORMONI STRESA

Adaptivni odgovor biljaka na stresne uvjete moduliran je aktivno$¢u hormona, prvenstveno
hormona stresa. Hormoni stresa usmjeravaju fizioloSke procese u biljci u svrhu prevladavanja
negativnog ucinka stresora i prezZivljavanja u nepovoljnim okoliSnim uvjetima. Glavni
hormoni stresa su apscizinska kiselina, salicilna kiselina i jasmonska kiselina.

1.5.1. Apscizinska kiselina

Uloga apscizinske kiseline (ABA) u regulaciji i razvoju biljnog organizma dugi niz godina je
predmet znanstvenih istrazivanja. Ime ABA dolazi od pojma apscizija Sto znaci otpadanje
listova, cvjetova i plodova. No bez obzira na njeno ime ABA ne kontrolira apsiciziju direktno
vec promovira starenje i doprinosi odgovoru biljke na stres. ABA takoder regulira dormanciju
i klijanje sjemena. Dugi niz godina ABA je bila svrstavana u kategoriju negativnih regulatora
rasta, no prisutnost ABA nuzna je za fizioloSke procese u biljci. Jedna od najvaznijih funkcija
ABA je kontrola zatvaranja puci ¢ime se osigurava pravilna transpiracija i odrzavanje turgora.
Upravo ta funkcija Cini ABA glavnim hormonom stresa koji reagira uslijed nedostatka vode ili
povisenog saliniteta. Unutar stanice ABA inducira akumulaciju osmolita te aktivira
detoksifikacijske mehanizme za regulaciju redoks ravnoteZze i regulira transport iona za
uspostavu homeostaze. ABA je po kemijskoj strukturi seskviterpenoid i sintetizira se iz
katorenoida zeaksantina. Kao i vecina biljnih hormona, lokalna koncentracija ABA
kontrolirana je procesom biosinteze te inaktivacijom (procesima degradacije ili konjugacije) i
daljnom kompartmentizacijom i transportom. Katabolizam je glavni regulatorni mehanizam
homeostaze ABA pri ¢emu u reakciji koju katalizira monooksigenaza P-450 nastaje nestabilni
intermedijer (8'-OH-ABA) koji procesom izomerizacije prelazi u fazei¢nu kiselinu. Takoder,
ABA moze biti esterificirana i prisutna u obliku ABA-glukozil estera. Inicijalno, ABA-glukozil
ester je smatran nepovratnom katabolickom formom ABA, no novija istraZzivanja upucuju da
sluzi kao transportni ili skladi$ni oblik u vakuolama i apoplastu. Uslijed dehidracije biljke,
ABA-glukozil ester se relokalizira u endoplazmatski retikulum gdje se djelovanjem B-
glukozidaze osloboda ABA koja inducira odgovor na stres (Finkelstein 2013).

1.5.2. Jasmonska kiselina

Jasmonska kiselina (JA) i njeni derivati su grupa bioloski aktivnih spojeva zajednickog imena
jasmonati. Jasmonati kontroliraju brojne razvojne procese kao Sto su inhibicija rasta,
formiranje bo¢nog i adventivnog korijenja, klijanje sjemena, senescenciju listova, formiranje
dlacdica i ukljucena je u kontrolu plodnosti biljaka. Jasmonati su po kemijskoj strukturi
pripadnici oksilipina. Dugi niz godina smatralo se da su JA i metil-jasmonat (MelA) jedine
bioaktivne forme na osnovu njihovog fizioloskog ucinka te prirodne zastupljenosti u biljkama.
Otkrice enzima JAR1 iz porodice GH3 sintetaza koji katalizira reakciju konjugacije JA s
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aminokiselinama, prvenstveno izoleucinom, te potvrda funkcije enzima u jarl mutantama
ukazalo je kako su JA i MelJA samo prekursori bioaktivne forme jasmonoil-izoleucina (Ja-lle).
Inaktivacija Ja-lle odvija se mehanizmima karboksilacije i hidroksilacije te hidrolizom u
reakciji koju katalizira jasmonoil-L-izoleucin hidrolaza 1 (JIH1). Jasmonati su izuzetno bitni u
biotskom stresu gdje aktiviraju obrambeni odgovor na prisutnost patogena, insekata il
nematoda, no takoder u koordinaciji s drugim hormonima reguliraju odgovor biljaka i na
abiotski stres (Santino i sur. 2013).

1.5.3. Salicilna kiselina

Salicilna kiselina (SA) je signalna molekula koja regulira odgovor biljke na biotski i abiotski
stres. Regulira klijanje sjemena i rast biljaka, a ima ulogu i u procesima fotosinteze te
antioksidacijskom odgovoru stanice. Pripada u skupinu fenolnih kiselina i njezina biosinteza
moguca je preko dva puta: fenil propanoidnog u citoplazmi stanice i puta izokorizmata koji se
odvija u plastidima. Vedina sintetizirane SA u biljkama je konjugirana s glukozom i/ili
metilirana. Dominatni konjugat salicilne kiseline je SA O-B-glukozid (SAG) koji se formira
konjugacijom glukoze na hidroksilnu skupinu SA. Takoder, SA moZe biti konjugirana s
glukozom preko karboksilne skupine pri ¢emu nastaje saliciloil-glukozni ester (SGE). Prisutna
u metiliranoj formi u obliku metil-salicilata (MeSA) se lagano transportira u sve dijelove biljke
uslijed napada lokalnog patogena u sklopu SAR odgovora (eng. Systemic Acquired
Resistance). Vaina uloga SA u odgovoru na poviSeni salinitet uofena je u brojnim
eksperimentima gdje su egzogenom primjenom SA toksi¢ni simptomi saliniteta bili
reducirani. Pretpostavljeni mehanizam eliminacije toksi¢énog ucinka soli odvija se preko
NPR1-posredovanog SA signalnog puta koji ukljucuje (1) kontrolu ulaska Na* u stanice
korijena i kontrolu transporta u listove, zatim (2) pojacavanje H*-ATPazne aktivnosti u
korijenu i (3) prevenciju curenja K* iz korijena te u konacnici (4) porast koncentracije K* u
izdanku tijekom solnog stresa. Pojedine komponente mehanizma djelovanja SA u solnom
stresu jo$ uvijek nisu poznate (Jayakannan i sur. 2015). Mehanizam je prikazan na Slici 8.
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Slika 8. Generalni mehanizam tolerancije na poviseni salinitet posredovan SA preko NPR1
ovisnog puta. Kratice: HKT, visoko afinitetni K* transporter; NSCC, neselektivni kationski
kanali; ROS, reaktivne kisikove Cestice; GORK, K* kanali stanica pratilica; NPR1 regulatorni
protein. Upitnik predstavlja mehanizme za koje joS nije potvrdena uloga (preuzeto i
modificirano iz Jayakannan i sur. 2015).
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1.6. CILJ | SVRHA ISTRAZIVANJA

Solni stres utjeCe na rast i razvoj biljaka pri ¢emu prisutnost iona soli uzrokuje oksidativne
promjene i poti¢e mehanizme obrane. Adaptivni odgovor biljaka na stres reguliran je
prvenstveno aktivos¢u  malih signalnih molekula — fitohormona. Fitohormoni poput
apscizinske, salicilne i jasmonske kiseline koji se svrstavaju u kategoriju hormona stresa te
biljni hormoni rasta auksini medusobnim interakcijama utjeu na odvijanje fizioloskih
procesa u biljci i osnova su tolerancije biljnih vrsta. Tijekom stresnih stanja, osim promjena u
hormonima stresa, moguce su i promjene u razini auksina pri ¢emu je odrzavanje fizioloSke
koncentracije auksina (homeostaza auksina) od primarne vaznosti. Promjene u homeostazi
auksina jedan su od potencijalnih mehanizama prilagodbe na novonastale uvjete. Ciljevi
ovog istrazivanja bili su:

1) Detaljno okarakterizirati odgovor kineskog kupusa (Brassica rapa L. ssp. pekinensis) na
poviseni salinitet uzrokovan prisutnosc¢u natrijeva klorida (NaCl), na fizioloSkoj, biokemijskoj,
hormonskoj i molekularnoj razini, u klijancima i biljkama starosti 3 tjedna. U tu svrhu bilo je
potrebno:

- odrediti i izmjeriti parametre fotosinteze i markere stresa (aktivnost antioksidacijskih
enzima, razinu askorbinske kiseline i glutationa, akumulaciju prolina te pokazatelje
oksidativnih oStecenja proteina i lipida),

- odrediti profil fenolnih kiselina koje sudjeluju u odgovoru na stres,

- odrediti profil hormona stresa (apscizinska, salicilna i jasmonska kiselina) i regulatora rasta
auksina (indol-3-octena kiselina) te

- pratiti ekspresiju gena za auksin-amidohidrolaze koje su ukljuéene u homeostazu auksina.

2) Usporediti hormonalni odgovor u komercijalno vaznim kupusnjacama razlic¢ito tolerantnim
na poviseni salinitet (kineski kupus, bijeli kupus i rastika) uslijed prisutnosti stresora (NaCl).

3) Odrediti potencijalnu ulogu auksin-amidohidrolaza koriste¢i mutante urocnjaka
(Arabidopsis thaliana) u uvjetima solnog stresa prateci status fitohormona.
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2.1. BILINI MATERUJAL

Sjeme kineskog kupusa Brassica rapa L. ssp. pekinensis (Lour.) Hanelt cv. Cantonner Witkrop
kupljeno je od proizvodaca sjemena (ISP International Seed Processing GmbH, Quedlinburg,
Njemacka). Sjeme bijelog kupusa Brassica oleracea var. capitata dobiveno je od
Savjetodavne sluzbe Varazdinske Zupanije, a sjeme rastike Brassica oleracea var. acephala
dobiveno je s Instituta za jadranske kulture i melioraciju kr3a, Split. Sjeme divljeg tipa
urocnjaka (Arabidopsis thaliana) ekotipa Wassilewskija (Ws) i mutanti s disfunkcionalnim
genima za auksin-amidohirolaze (Rampey i sur. 2004) dobiveno je od prof. Bonnie Bartel,
Rice University, Houston, Texas, SAD.

2.1.1. Uzgoj klijanaca kupusnjaca i solni tretmani

Sjeme kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike sterilizirano je u 3% izosanu G (15 min),
isprano nekoliko puta u sterilnoj vodi i poloZeno na 1% agarske ploce te inkubirano u
hladnjaku (48 sati, + 4 °C). Nakon vernalizacije, sjeme je prebaceno u vertikalnoj poziciji u
komoru za uzgoj na kontinuirano svjetlo pri temperaturi od 22 °C i nakon Sto je proklijalo
klijanci duljine korijena oko 1 cm prebaceni su na 1% agarske ploce koje su sadrzavale 0, 50,
100 i 200 mM NaCl. Klijanci su bili izloZzeni solnim tretmanima u trajanju od 24 sata.
Izmjerena je masa klijanaca i duljina korijena po zavrsetku tretmana. Klijanci kineskog kupusa
sakupljeni su i dio je pohranjen na -80 °C za analize biokemijskih pokazatelja utjecaja solnog
stresa te je dio materijala liofiliziran za analize hormona i fenolnih kiselina.

Prirast i inhibicija rasta korijena te prinos biomase klijanaca izraunati su prema formulama:

Prirast korijena (%) = AMLC' x 100; Inhibicija rasta korijena (%) = 100 — prirast
kontrola
pri éemu je:
Adnacl = prirast korijena klijanca tretiranim NaCl u trajanju 24h

Adkontrola = prirast korijena kontrolnih klijanca u trajanju 24h

Prirast biomase (%) = 9 % 100 pri cemu je:

Mkontrola

Mnaci = masa klijanca nakon solnog tretmana

Mkontrola = Masa kontrolnih klijanca
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2.1.2. Uzgoj kupusnjaca u hidroponskom sustavu i solni tretmani

Klijanci kupusnjaca stari jedan dan postavljeni su u hidroponski sustav konstruiran na
Institutu Ruder BoSkovi¢ u komori za uzgoj biljaka pri temperaturi od 22 °C, uvjetima dugog
dana (16 h dan/8 h no¢). Sustav se sastajao od posuda volumena 5,5 L opremljenih s
pumpama za zrak radi osiguravanja odgovarajuce aeracije tijekom pokusa. U pokusu je
koriSteno 8 posuda u kojima je bio mogu¢ uzgoj 7 biljaka po posudi. Tijekom pokusa biljke u
vodi prihranjivane su komercijalno dostupnim hranjivima Flora (GHE Hydroponics) prema
uputama proizvodaca i to kako slijedi: 1,8 mL pojedinog hranjiva na dan postavljanja uzgoja;
1,8 mL pojedinog hranjiva na 7. dan uzgoja i 3,4 mL pojedinog hranjiva na 14. dan uzgoja.
Sastav hranjiva prikazan je u Tablici 1.

Tablica 1. Sastav hranjiva Flora Series: Flora Gro, Flora Bloom i Flora Micro

Flora Gro NPK-3-1-6 %
Ukupni dusik (N) 3%
Amonijski dusik 1%
Nitratni dusik 2%
Oslobodeni fosfor pentoksid (P,0;) 1%
Topljivi kalijev oksid (K,0) 6%
Topljivi magnezij (MgO) 0,8%
NPK 0-5-4 %
Oslobodeni fosfor pentoksid (P203) 5%
Topljivi kalijev oksid (K,0) 1%
Topljivi magnezij (MgO) 3%
Topljivi sumporov trioksid (SOs) 5%
Flora Micro NPK 5-0-1 %
Ukupni dusik (N) 5%
Amonijski dusik 1,5%
Nitratni dusik 3,5%
Topljivi kalijev oksid (K,0) 1,3%
Bor (B) 0,01%
Kalcij (Ca0) 1,4%
Bakar (Cu) kelat EDTA 0,01%
Zeljezni (Fe) kelat EDDHA — 11% DPTA 0,12%
Mangan (Mn) kelat EDTA 0,05%
Molbiden (Mo) 0,004%
Cink (Zn) kelat EDTA 0,015%
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Biljke kineskog kupusa uzgajane su tri tjedna, a biljke bijelog kupusa i rastike Cetiri tjedna
prije primjene solnih tretmana kako bi sve kupusnjace dosegle isti razvojni stadij (potpuno
razvijena prva Cetiri lista). Solni tretmani (50, 100 i 200 mM NaCl) provedeni su dodatkom
odgovarajuceg volumena 3 M NaCl u hidroponski sustav i to tako da je koncentracija soli u
otopini postepeno podizana za 25 ili 50 mM NaCl do konaénih koncentracija od interesa: 50
mM = 25 mM (2 h prilagodbe) + 25 mM (22 h trajanje tretmana); 100 mM = 50 mM + 25 mM
(2 h prilagodbe) + 25 mM (22 h trajanje tretmana); 200 mM = 100 mM + 50 mM (2 h
prilagodbe) + 50 mM (22 h trajanje tretmana). Biljke (14 biljaka po tretmanu) uzorkovane su
nakon 24 sata (2 sata prilagodbe i 22 sata tretmana). Biljke koje nisu tretirane s NaCl sluzile
su kao kontrole. Korijen i listovi triju kupusnja¢a pohranjeni su na -80 °C i liofilizirani su za
odredivanje hormona stresa i fenolnih kiselina, dok je smrznuto tkivo kineskog kupusa
koristeno za odredivanje biokemijskih pokazatelja stresa. Tkivo kineskog kupusa za
odredivanje ekspresije gena uzorkovano je uz odgovarajuée kontrole 6 sati nakon postizanja
Zeljene koncentracije saliniteta i pohranjeno na -80 °C do analiza.

2.1.3. Uzgoj urocnjaka (Arabidopsis thaliana) i solni tretmani

Sjeme divljeg tipa urocnjaka i mutanti u genima za auksin-amidohidrolaze potopljeno je u 2
mL sterilne vode i ostavljeno 5 dana na vernalizaciji (+ 4 °C). Nakon vernalizacije sjemenke su
sterilizirane sa 70% EtOH (1 min), isprane sa sterilnom vodom (+ 0,05% Tween 20), te
sterilizirane s 1% izosanom G (10 min) i isprane par puta sa sterilnom vodom (+ 0,05% Tween
20). Sterilizirano sjeme upotrebljeno je za evaluaciju rasta korijena divljeg tipa i mutanti na
krutoj MS podlozi (Murashige i Skoog 1962) uz dodatak NaCl te uzgoj u tekucoj hranjivoj MS
podlozi radi analize hormonskog odgovora uro¢njaka na poviseni saliniteta.

Sterilizirane sjemenke urocnjaka rasporedene su na plocice s MS krutom hranjivom
podlogom (1x MS sol, 1% saharoza, 1,4% agar) i u vertikalnoj poziciji postavljene u komoru
za uzgoj u uvjetima dugog dana (16 h dan/8 h noc) i pri temperaturi od 22 °C. Klijanci stari 5
dana prebaceni su na svjeze plocice s MS hranjivom podlogom (1xMS, 1% saharoza, 1,4%
agar) bez soli (kontrole) ili uz dodatak NaCl (50 i 100 mM) te su zabiljezene duljine korijena.
Nakon tri dana tretmana izmjerena je duljina korijena klijanaca urocénjaka te prirast i
inhibicija rasta korijena izraCunati su koriste¢i formule navedene pod poglavljem 2.2.1.
Klijanci su ostavljeni na solnim tretmanima slijedec¢ih 10-ak dana radi daljnjeg pracenja
fenotipa uslijed produzenog izlaganja solnom stresu.

Uzgoj klijanaca urocnjaka radi analize hormonskog odgovora uslijed poviSenog saliniteta
proveden je u tekucoj MS podozi (1xMS sol, 1% saharoza). U sterilne Erlenmeyerove tikvice
od 100 mL dodano je 25 mL sterilnog teku¢eg medija te oko 5 mg steriliziranog sjemena
urocnjaka koje je proslo postupak vernalizacije. Tikvice su postavljene na tresilicu u komori
za uzgoj (16 h dan/8 h noé, 22 °C) pri 120 rpm i klijanci divljeg tipa i mutanti urocnjaka
uzgajani su uz treSnju 6-7 dana. Klijanci su zatim tretirani s 100 mM NaCl. U kontrole je
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umjesto otopine NaCl dodan isti volumen sterilne vode. Nakon 3 dana tretmana klijanci su
skupljeni, oprani od ostataka medija u destiliranoj vodi i liofilizirani za analize hormona.

2.2. METODE MJERENJA FIZIOLOSKIH POKAZATELJA ODGOVORA NA POVISENI SALINITET
2.2.1. ICP-MS analiza kationa

Analiza kationa (Na* i K*) izvrSena je metodom masene spektrometrije s induktivno
spregnutom plazmom (ICP-MS) u kojoj se induktivno spregnuta plazma koristi kao ionizacijski
izvor, a detekcija se vr$i masenim spektrometrom.

Liofilizirani biljni materijal usitnjen je pomodu tekuéeg dusika u tarioniku do finog praha.
Uzorci (100 mg) su razoreni u 6,1 mL kiselog medija (HNOs:HF, 6:0,1) u mikrovalnoj peénici
(Anton Paar Multiwave 3000, Graz, Austrija) u trajanju od 40 min. Program razaranja
sastojao se od 20 min postupnog rasta snage zracenja do 1400 W te 20 min razaranja pri
postignutoj snazi. Potom, uzorci su ohladeni i analizirani na HR-ICP-MS uredaju Element 2
(Thermo Fisher Scientific, Bremen, Njemacka) uz dodatak indija kao internog standarda (1

ug/L).

2.2.2. Odredivanje fotosintetske ucinkovitosti

Fotosintetska ucinkovitost kotiledona klijanaca te listova kineskog kupusa uslijed stresa
izmjerena je OJIP testom tj. metodom polifaznog rasta fluorescencije klorofila a.
Fluorescencija klorofila a izmjerena je in vivo pomodu uredaja Plant Efficiency Analyser (PEA
Hansatech, Engleska). Kotiledoni klijanaca i listovi biljaka kineskog kupusa prilagodeni su na
uvjete tame pola sata prije mjerenja fluorescencije pomocu specificnih kopci. Indukcija
fluorescencije klorofila postize se primjenom crvene saturacijske svjetlosti (650 nm, 3000
UmMolitonam2s) uz mjerenje promjena intenziteta fluorescencije tijekom 1s. Mjerenjem i
obradom podataka dobiveni su parametri OJIP testa od kojih su za nasa istrazivanja koristeni
indeks fotosintetske ucinkovitosti (Plass) i maksimalni kvantni prinos fotosustava Il (Fy/Fm)
kao osnovni parametri koji mogu dati informaciju o promjenama u funkcioniranju
fotosintetskog aparata uslijed stresa (Strasser i sur. 2004).

2.2.3. Odredivanje sadrzaja prolina

Sadrzaj prolina odreden je u suhom tkivu klijanaca (30 mg) i svjezem tkivu korijena i listova
kineskog kupusa (100 mg) homogenizacijom s 1,5 mL 3% sulfosalicilne kiseline u hladnom
tarioniku (Bates i sur. 1973). Nakon centrifugiranja (3 min, 700 g, +4 °C), supernatanti su
prebaceni u staklene epruvete te im je dodano 0,75 mL ledene octene kiseline i 0,75 mL
prethodno pripremljenog kiselog ninhidrina (1,25 g ninhidrina zagrijano je u 30 mL ledene
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octene kiseline s dodatkom 20 mL 6 M fosfatne kiseline). Reakcijske smjese inkubirane su 60
min pri temperaturi od 95 °C te po zavrSetku reakcije ohladene u ledenoj kupelji. Nastali
crvenkasti kromofor ekstrahiran je dodatkom 1,5 mL toluena te je nakon razdvajanja faza
gornja faza toluena koriStena za mjerenje apsorbancija pri A= 520 nm koja odgovara sadrzaju
prolina u uzorcima.

Koncentracija prolina odredena je iz prethodno kreirane baZdarne krivulje dobivene s
poznatim koncentracijama prolina (0,231 — 3,23 x 10® M) i izradunata prema sljedec¢em
izrazu koristec¢i Lambert-Beerov zakon (A =€ x cx |):

A520 x 1000

mXE520X|

[PROLIN]= [nmol/gsvj.m.] ili [nmol/g s.m.]

Asz0 = apsorbancija pri valnoj duljini

€520 = ekstincijski koeficijent = 30,038 mM™* cm™
m = masa tkiva u gramima

| = duljina opti¢kog puta =1 cm

1000 = faktor kojim se mnoZi Asyo kako bi sadrzaj bio izrazen u nmol

2.3. METODE MIJERENJA OKSIDATIVNOG STRESA | KOMPONENATA ANTIOKSIDACISKOG
ODGOVORA

2.3.1. Odredivanje reaktivnih kisikovih Cestica i glutationa in situ

Reaktivne kisikove cestice i glutation odredene su in situ inkubacijom klijanaca kineskog
kupusa s karakteristiénim bojama. IshodiSne otopine boja priredene su otapanjem u
metanolu, a radne otopine razrijedene u vodi.

Odredivanje vodikovog peroksida (H20;) izvrSeno je inkubacijom (30 min, 24 °C, mrak)
korijena i kotiledona kineskog kupusa s 50 uM 2,7-diklorofluorescin diacetatom (DCFH-DA).
DCFH-DA ulazi u tkivo pri ¢emu se prevodi do 2,7-diklorofluorescina (DCFH) i potom oksidira
u fluorescentni 2,7-diklorofluorescin (DCF). DCF nastaje kao produkt reakcije primarno s
H,0,, no fluorescencija moZe biti rezultat reakcije i sa superoksidnim i hidroksilnim
radikalom (Rodriguez i sur. 2002). Po zavrSetku inkubacije preparati su pokriveni
pokrovnicom, te zelena fluorescencija (ekscitacija pri A= 450-490 nm, emisija pri A= 520 nm)
promatrana je pomocu fluorescencijskog mikroskopa (Olympus BX51, Olympus Optical Co.
(Europa) GmbH) na povedéanju 20x i 40x povezanog na kameru (Olympus DP70, Tokyo,
Japan) i spojenog na racunalo.
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Odredivanje superoksidnog radikala (O;-) izvrSeno je inkubacijom (30 min, 24 °C, mrak)
korijena i kotiledona kineskog kupusa s 10 uM dihidroetidijem (DHE). Uslijed inkubacije DHE
ulazi u stanicu gdje se prevodi u prisustvu reaktivnih kisikovih ¢estica u fluorescentni etidij,
primarno sa superoksidnim radikalom, no moguéa je reakcija i sa drugim ROS (Radi¢ Brkanac
i sur. 2015). Po zavrSetku inkubacije preparati su pokriveni pokrovnicom, te crvena
fluorescencija (ekscitacija pri A= 565 nm, emisija pri A= 580 nm) promatrana je pomocu
fluorescencijskog mikroskopa (Olympus BX51, Olympus Optical Co. (Europa) GmbH) na
povecanju 20x i 40x povezanog na kameru (Olympus DP70, Tokyo, Japan) i spojenog na
racunalo.

Odredivanje glutationa (GSH) izvrSseno je inkubacijom (40 min, 24 °C, mrak) korijena i
kotiledona kineskog kupusa s 50 UM monoklorbiamina (MCB) (Radi¢ Brkanac i sur. 2015).
Ulaskom u stanicu MCB formira fluorescentni adukt s GSH u reakciji koju katalizira glutation-
S-transferaza Po zavrSetku inkubacije preparati su pokriveni pokrovnicom, te plava
fluorescencija (ekscitacija pri A= 400 nm, emisija pri A= 420 nm) promatrana je pomocu
fluorescencijskog mikroskopa (Olympus BX51, Olympus Optical Co. (Europa) GmbH) na
povecanju 20x i 40x povezanog na kameru (Olympus DP70, Tokyo, Japan) i spojenog na
racunalo.

Sveukupno je snimljeno deset klijanaca te pet reprezentativnih slika je obradeno koristedi
program Lucida 6.0 (Kinetic Imaging Ltd., Wirral, UK) pri ¢emu je analizirano oko 25 stanica
po slici.

2.3.2. Ekstrakcija topljivih proteina i aktivnost antioksidacijskih enzima

Uzorci svjezeg tkiva klijanaca kineskog kupusa te lista i korijena kupusnjaca (po 250 mg)
homogenizirani su u 2 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera (pH 7,0) uz dodatak 0,1 mM EDTA i
netopljivog polivinilpolipirolidona. Homogenati su centrifugirani dva puta (1. put: 30000 g,
30 min, +4 °C; 2. put: 25,000 g, 20 min, +4 °C). Dio dobivenog supernatanta iskoristen je za
odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu (1976), a drugi dio za
odredivanje aktivnosti enzima. Metoda po Bradfordu temelji se na mjerenju apsorbancije
obojenja smjese proteinskog ekstrakta s Coomassie Brilliant Blue G-250 reagensom u
kiselom mediju pri valnoj duljini 595 nm. Koncentracija proteina u pojedinim uzorcima
odredena je ocitavanjem baZdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije poznatih
koncentracija albumina govedeg seruma (od 0,1 mg/mL do 0,8 mg/mL).

Aktivnost katalaze (CAT) odredena je spektrofotometrijski prema metodi Aebi (1984).
Reakcijska otopina sadrzavala je 50 mM kalij fosfatni pufer (pH 7,0), 10 mM H,0; i
supernatant (30-50 pl) te je mjeren pad apsorbancije (zbog razgradnje vodikovog peroksida)
svakih 10 sekundi tijekom 2 minute pri valnoj duljini od 240 nm u reakcijskom volumenu od 1
mL. Aktivnost CAT izraZena je kao jedinica aktivnosti (U) po miligramu proteina pri ¢emu je 1
U enzimatske aktivnosti definirana kao koli¢ina potrosenog H;0 u jedinici vremena (1 U =
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umol H202/min), a izracunata je uz koristenje odgovarajuceg ekstinkcijskog koeficijenta (€240
=40 mM*t cm).

Aktivnost askorbat peroksidaze (APX) odredena je spektrofotometrijski prema metodi
Nakano i Asada (1981). Reakcijska otopina sadrZavala je 50 mM kalij fosfatni pufer (pH 7,0),
0,2 mM askorbinske kiseline (AA), 0,1 mM EDTA, 12 mM H,0; i i supernatant (180 pL) u
reakcijskom volumenu od 1 mL. Vodikov peroksid (10 pL) dodan je u reakcijsku smjesu
neposredno prije mjerenja te je praéen pad apsorbancije uslijed oksidacije AA svaku sekundu
tijekom 15 sekundi. Aktivnost APX je izrazena je kao kao jedinica aktivnosti (U) po miligramu
proteina pri ¢emu je 1 U enzimatske aktivnosti definirana kao koli¢ina oksidirane AA u
jedinici vremena (1 U = umol AA/min) uz koristenje odgovarajuceg ekstinkcijskog koeficijenta
(€200=2,8 mM1 cm™).

Aktivnost gvajakol peroksidaze (GPOX) odredena je spektrofotometrijski prema metodi
Chance i Maehly (1955). Reakcijska otopina sadrzavala je 50 mM kalij fosfatni pufer (pH 7,0),
18 mM gvajakol i 5 mM H20; u reakcijskom volumenu od 1 mL. Vodikov peroksid je dodan u
reakcijsku smjesu neposredno prije mjerenja, a nakon dodavanja supernatanta (20 pL)
mjereno je povecanje apsorbancije uslijed stvaranja tetragvajakola (TG) svakih 15 sekundi
tijekom 2,5 minute pri valnoj duljini od 470 nm. Aktivnost GPOX izraZena je kao kao jedinica
aktivnosti (U) po miligramu proteina pri cemu je 1 U enzimatske aktivnosti definirana kao
koli¢ina nastalog tetragvajakola (1 U = umol TG/min) u jedinici vremena proteina koristeci
ekstinkcijski koeficijent (€470 = 26,6 mM™ cm™) za gvajakol.

Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) odredena je spektrofotometrijski prema metodi
Giannopolitisa i Riesa (1977). Reakcijska otopina je sadrzavala 50 mM kalij fosfatni pufer (pH
7,8), 13 mM metionin, 75 uM kloridnu sol nitrotetrazolijevog plavila (NBT), 0,1 mM EDTA, 2
UM riboflavin te ekstrakcijski pufer ili enzimsku otopinu. Na 890 pL reakcijske otopine
dodano je 100 uL ekstrakcijskog pufera (kontrola), dok su uzorci prireden mijeSanjem
ekstrakcijskog pufera i odredenih volumena originalnih enzimskih ekstrakata (25, 50 i 75 uL
supernatanta) u volumenu od 100 uL. Neposredno prije mjerenja u reakcijsku smjesu je
dodan riboflavin (10 uL). Uzorci su promijesani i ostavljeni ispod izvora svjetlosti (15 W) u
zamracenom prostoru. Reakcija se pokreée ukljuCivanjem svjetlosti te se nakon 10 min
mjerenja izvor svjetlost ugasi. Pri tome NBT se reducira u prisutnosti superoksidnih radikala u
netopljivi plavo obojeni formazan koji pokazuje apsorpcijski maksimum pri valnoj duljini od
560 nm. Postotak inhibicije mjeri se prema sljedeéoj formuli:

% inhibicije = (kontrola Aseo— uzorak Aseo) / kontrola Aseo

Jedna jedinica aktivnosti SOD izrazava se kao ona koli¢ina enzima koja uzrokuje 50%
inhibicije redukcije NBT pri A= 560 nm u prisutnosti riboflavina na svjetlosti. Aktivhost SOD
izraZzena je kao jedinica aktivnosti (U) po miligramu proteina.
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2.3.3. Odredivanje sadrzaja glutationa

Uzorci svjezeg tkiva klijanaca kineskog kupusa te lista i korijena kupusnja¢a (100 mg)
homogenizirani su u 1 mL hladne sulfosalicilne kiseline (5%, m/v) uz dodatak 1 mM EDTA i
netopljivog polivinilpolipirolidona. Nakon centrifugiranja (10 000 g, 20 min, +4 °C)
supernatanti su podijeljeni na dva volumena. U prvom volumenu odreden je ukupni
glutation nakon neutralizacije alikvota (400 uL) s 0,5 M kalij fosfatnim puferom pH 7,5 (600
uL). U drugom volumenu odreden je oksidirani glutation (GSSG) nakon neutralizacije alikvota
(400 pL) s 0,5 M kalij fosfatnim puferom pH 7,5 (600 pL) i reakcije derivatizacije s 2-
vinilpiridinom (8 pL) na sobnoj temperaturi u trajanju od sat vremena uz povremeno
mijeSanje (Smith 1985). Slijepe probe sadrzavale su neutraliziranu sulfosalicilnu kiselinu uz
dodatak 2-vinilpiridina u slucaju GSSG. Koncentracija glutationa odredena je
spektrofotometrijski (Griffith 1980) pri ¢emu glutation reagira s Ellmanovim reagensom
(DTNB, 5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzojeva kiselina)) te nastaje Zuto obojena 5,5'-tiobis-2-
nitrobenzojeva kiselina (TNB) koja apsorbira na valnoj duljini od 401-415 nm i mijeSani
disulfidi kojeg reducira glutation reduktaza do TNB uz oslobadanje GSH. Brzina proizvodnje
TNB proporcionalna je koncentraciji glutationa u uzorku.

Reakcijska smjesa ukupnog volumena 1 mL sadrzavala je 100 mM natrij fosfatni pufer (pH
7,6), 1,2 mM DTNB, 1 U/mL glutation reduktaze, 0,2 mM NADPH i 100 plL uzorka za
odredivanje ukupnog glutationa ili oksidiranog glutationa. Uzorci i slijepe probe inkubirani su
u reakcijskoj smjesi 5 min, reakcija je potaknuta dodatkom NADPH i zabiljeZena je promjena
u apsorbanciji pri A= 412 nm u pocetnom vremenu mjerenja (0 min) te zavrSnom vremenu
mjerenja (6 min). Uzorci za odredivanje ukupnog glutationa razrijedeni su 5 puta prije
mjerenja kako bi bili u mjernom podru¢ju bazdarne krivulje. Koncentracija ukupnog
glutationa u uzorku izracunata je pomoéu baidarne krivulje dobivene s poznatim
koncentracijama reduciranog glutationa (GSH) (100 pL otopine 1,6-13 uM). Koncentracija
oksidiranog glutationa (GSSG) odredena je iz bazdarne krivulje s poznatim koncentracijama
GSSG (100 pL otopine 0,8-6,5 uM) uz dodatak 2-vinilpiridina u koli¢ini jednakoj onoj u uzorku
radi korekcije inhibitornog ucinka derivatizacijskog reagensa na kinetiku reakcije.
Koncentracija reduciranog glutationa (GSH) izracunata je iz razlike ukupnog i oksidiranog
glutationa (GSSG) i rezultati su prikazani kao nmol/g svj.m.

2.3.4. Odredivanje sadrzaja askorbinske kiseline

Sadrzaj askorbinske kiseline (AA) odreden je u suhom tkivu klijanaca (15 mg) i svijezem tkivu
korijena i listova kineskog kupusa (30 mg) ekstrakcijom u 1 mL trikloroctene kiseline (6%,
m/v). Ekstraktima je dodano 500 uL 2% otopine dinitrofenilhidrazina (DNPH) u kiselom
mediju (50% H,S04) te po kap 10% otopine tiouree u 70% etanolu. Tako dobivene smjese u
staklenim epruvetama su zagrijavane 15 min na 95 °C te po zavrsetku reakcije ohladene u
ledenoj kupelji i cenftifugirane (10 min, 700 g, +4 °C). Talog zaostao nakon centrifugiranja

29



2. MATERIJALI | METODE

resuspendiran je dodatkom 1,5 mL 80% H;SO04 u ledenoj kupelji te spojen sa supernatantom
(Mukherjee i Choudhouri 1983). Apsorbancija tako dobivenih smjesa izmjerena je pri A= 530
nm. Koncentracija AA u tkivu odredena je iz baZdarne krivulje dobivene s poznatim
koncentracijama AA (0,82-7,14 x 103 M) i izrazena u nmol/g svj.m. ili nmol/g s.m. uz
ekstinkcijski koeficijent €s30 = 226,2 mM™* cm™.

2.3.5. UPLC-MS/MS analiza fenolnih kiselina

Analiza fenolnih kiselina (PHAs) izvrSena je pomocu vezanog sustava tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (eng. Ultra Performance Liquid Chromatography) koja
koristi ultra visoke tlakove (oko 15 000 psi) i spektrometra masa s trostrukim kvadripolom.
Analiza je izvrSena prema metodi Gruz i sur. (2008) uz manje modifikacije.

Liofilizirani biljni materijal usitnjen je pomodu tekuc¢eg dusika u tarioniku do finog praha.
Uzorci (30 mg tkiva) su homogenizirani u kuglic(nom mlinu (3 min, 27 Hz, Retsch GmbH,
Haan, Germany) uz dodatak tri keramicke kuglice (cirkonij oksid, 2 mm) u 1 mL 80% MeOH
koji je sadrzavao stabilne deuterirane ?H- obiljeZene interne standarde (IS) fenolnih kiselina:
[?Ha]-salicilna kiselina i [2H4]-4-hidroksibenzojeva kiselina (2 nmol po uzorku). Po zavrietku,
homogenati su inkubirani u ultrazvuc¢noj kupelji (5 min) i ekstrahirani na rotatoru (10 min, 15
rom, +4 °C, Stuart, Staffordshire, UK) nakon ¢ega su centrifugirani (10 min, 17 000 rpm, +4
°C). Supernatanti su iskoristeni za odredivanje slobodnih fenolnih kiselina, a pelet tkiva je
iskoriSten za odredivanje fenolnih kiselina vezanih na stani¢ne stijenke. Radi utvrdivanja
slobodnih fenolnih kiselina supernatanti su prebaceni u Ciste tubice, inkubirani 30 min na -80
°C radi taloZenja proteina, ponovno centrifugirani (10 min, 17 000 rpm, +4 °C), prebaceni u
Ciste tubice i upareni do suha u vakum uparivacu. Dobiveni talozi su otopljeni u 500 uL 0,1 M
HCOOH (pH 2,0) te ekstrahirani dva puta sa 750 pL dietil-etera. Eterske frakcije (1,5 mL) su
uparene pod strujom dusika do suha te uzorci su pohranjeni na -20 °C prije analiza. Fenolne
kiseline vezane na stanic¢ne stijenke utvrdene su nakon alkalne hidrolize peleta sa 400 uL1 M
NaOH (3 h, 25 °C, u mraku). Po zavrSetku hidrolize, homogenati pelet-NaOH su centrifugirani
(10 min, 17 000 rpm, +4 °C) te supernatanti su prebaceni u nove tubice. Supernatantima su
dodani IS: [?Ha]-salicilna kiselina i [?Ha]-4-hidroksibenzojeva kiselina (2 nmol po uzorku) te
podesen pH (2,0) pomoc¢u 98% HCOOH prije dvostruke ekstrakcije sa 750 uL dietil-etera.
Eterske frakcije (1,5 mL) su uparene pod strujom dusika do suha te su uzorci pohranjeni na -
20 °C prije analiza.

Analiza je izvrsena na uredaju ACQUITY Ultra Performance LC™ system (Waters, Milford,
MA, SAD) povezanom na PDA 2996 detektor (Waters, Milford, MA, SAD) i Micromass
Quattro micro™ API stolni trostruko kvadripolni spektrometar masa (Waters MS
Technologies, Manchester, UK) u negativnhom ESI modu. Uredaj je prikazan na Slici 9. Prije
analize, talozi su otopljeni u 200 pL 30% MeOH, proflitrirani kroz Micro-spin® filtere (0,2 um,
Grace; 3 min pri 8000 rpm) i i injektirani u RP kolonu (BEH C8; 2,1 x 150 mm, 1,7 um; Waters,
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Milford, MA, SAD) zagrijanu na 30 °C pri protoku od 0,25 mL/min. Mobilna faza sastojala se
od acetonitrila (otopina B) i 7,5 mM HCOOH u H,0 (otopina A). Razdvajanje je izvrSeno uz
gradijent kako slijedi: 5% B 0,8 min, 5-10% B 0,4 min, izokratno 10% B 0,7 min, 10-15% B 0,5
min, izokratno 15% B 1,3 min, 15-21% B 0,3 min, izokratno 21% B 1,2 min, 21-27% 0,5 min,
27-50% B 2,3 min, 50-100% B 1 min te konac¢no 100-5% B 0,5 min. Po zavrSetku kolona je
ekvilibrirana 2,5 min na pocetne uvjete. Uzorci su nakon kolone odvedeni do izvora
elektrona i ionizirani. Fenolne kiseline i interni standardi detektirani su u MRM modu (eng.
Multiple Reaction Monitoring) pomoc¢u MRM tranzicija prekursora (m/z) i produkta (m/z)
odredenih spekrometrom masa te retencijskog vremena analita. Optimizirani UPLC-MS/MS
parametri prikazani su u Tablici 2. MassLynx™ program (verzija 4,0, Waters, Milford, MA,
SAD) koristen je za kontrolu uredaja i obradu podataka.

Slika 9. Waters ACQUITY Ultra Performance LC™/Micromass Quattro micro™ API uredaj
(osobna fotografija).

Metodom razrijedenja stabilnog izotopa odredena je koncentracija PHA u uzorku (Rittenberg
i Foster 1940). Napravljena je bazdarna krivulja serijom decimalnih razrijedenja analita
(1x10* = 1x101° M) uz dodatak IS u svako razrijedenje u kona¢noj koncentraciji od 1x10° M.
Vrijednost na osi y predstavlja odziv (konc. IS x povrsina ispod pika analita/povrsina ispod
pika 1S), a vrijednost na osi x koncentraciju analita. Primjer bazdarne krivulje prikazan je na
Slici 10.
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Compound name: pHBA (137>93)

Coefficient of Determination: R"2 = 0.999351

Calibration curve: 0.6916 * x

Response type: Internal Std (Ref2), Area* (IS Conc. /IS Area)
Curve type: Linear, Origin: Force, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Slika 10. BaZdarna krivulja za odredivanje 4-hidroksibenzojeve kiseline u uzorku.

Koncentracija PHA u uzorku izracunata je prema formuli:
koncentracija analita (pmol) = Aa x IS¢ x a x 2(IS1 + 1S5)2

pri éemu je:

A, = povrsina ispod pika analita u uzorku;

IS¢ = koncentracija IS u uzorku;

IS = povrsina ispod pika [?Ha]-4-hidroksibenzojeve kiseline u uzorku;
IS; = povrsina ispod pika [?Has]-salicilne kiseline u uzorku;

a = nagib pravca.
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Tablica 2. Optimizirani UHPLC-MS/MS parametri za kvantifikaciju fenolnih kiselina:
retencijsko vrijeme (RT), MRM prijelazi, fragmentacija, limit detekcije (LOD), i linearnosti

mjerenja.
MRM (m/2)
Fenolne kiseline RT (min) Prekursor > Fragmenti LOD R?

Produkt
galna 2,59 +0,01 169 > 125 3 0,9990
3,5-dihidroksibenzojeva 3,59+0,01 153 > 109 1 1,0000
protokatehinska 3,86+ 0,01 153 > 109 1 0,9994
klorogenska 4,49 + 0,01 353>191 217 1,5 0,9983
gentisinska 4,79 +0,01 153 > 109 10 0,9969
4-hidroksibenzojeva 4,99 +0,01 137 >93 1 0,9999
kava 5,31+0,01 179 > 135 161 3 0,9990
vanilinska 5,44 + 0,01 167 > 108 152,123 15 0,9994
siringinska 5,55+0,01 197 > 123 182, 167 15 0,9997
3-hidroksibenzojeva 5,96 + 0,00 137 >93 1,0000
4-kumarinska 6,62 + 0,01 163> 119 0,9979
sinapinska 6,92 + 0,01 223> 164 208, 149 10 0,9995
ferulinska 7,04 £ 0,02 193> 134 178, 149 5 0,9996
3-kumarinska 7,57 £ 0,01 163 > 119 0,15 0,9998
2-kumarinska 8,13+ 0,00 163 > 119 0,75 0,9995
salicilna 8,25+ 0,02 137 >93 1,5 0,9987
trans-cimetna 9,19+0,01 147 > 103 10 00,9975

4-hidroksibenzojeva (IS) 4,95+ 0,01 147 > 97

salicilna (IS) 8,21+0,01 141 > 97

2.3.6. Odredivanje sadrzaja malondialdehida

Odredivanje sadrZaja malonaldehida (MDA) temelji se na reakciji raspadanja produkata
lipidne peroksidacije u kiselom mediju uslijed zagrijavanja na visokim temperaturama. Pri
tome nastaje MDA koji reagira s dvije molekule tiobarbituratne kiseline i stvara se crvenkasti
kromogen kojemu se mijeri apsorbancija (Verma i Dubey 2003). Uzorci liofiliziranog tkiva
klijanaca (30 mg) ekstrahirani su u 1,5 mL 0,25% tiobarbituratne kiseline u 10% trikloroctenoj
kiselini (TCA). Smjesa je zagrijavana 30 min na 95 °C, a po zavrSetku inkubacije ohladena u
ledenoj kupelji i centrifugirana (10 min, 10 000 g). Apsorbancija supernatanta ocitana je pri
A= 532 nm te pri 600 nm zbog korekcije na nespecificno zamucenje:

AA = As3o — Aeoo

Kao slijepa proba koriStena je otopina 0,25% tiobarbituratne kiseline u 10% TCA. Sadrzaj
MDA u uzorcima korijena i listova kineskog kupusa odreden je iz ekstrakata antioksidacijskih
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enzima pri ¢emu je u 0,8 mL 0,25% tiobarbituratne kiseline u 10% TCA dodano 0,2 mL
ekstrakta ili 0,2 mL kalij fosfatnog pufera (slijepa proba). Odredivanje je nastavljeno kako je
prethodno napisano. Koncentracija lipidnih peroksida izrazena je kao MDA u jedinicama
nmol/g svj.m. ili nmol/g s.m. uz ekstinkcijski koeficijent €53, = 155 mM* cm2,

2.3.7. Odredivanje sadrzaja karbonila

Sadrzaj karbonila u uzorcima klijanaca, korijena i listova kineskog kupusa odreden je
spektrofotometrijski pri ¢emu su koristeni ekstrakti topljivih proteina. Alikvoti uzoraka (200
uL) koji sadrze najmanje 0,5 mg/mL proteina inkubirani su s 300 pL dinitrofenilhidrazina
(DNPH) reagensa (10 mM u 2 M HCI) na sobnoj temperaturi 1 sat uz mijeSanje svakih 15
minuta. Alikvoti uzoraka (200 L) inkubirani uz dodatak 300 puL 2 M HCI koristeni su kao
slijepe probe. Nakon inkubacije, proteini u uzorcima su precipitirani uz dodatak 500 pL TCA
(10%) na -20 °C nakon ¢ega su centrifugirani (10 min, 12 000 g, +4 °C). Dobiveni talozi isprani
su u etanol:etilacetatu u omjeru 1:1, 3 x 500 pL, kako bi se uklonio nevezani reagens. Talozi
su otopljeni u 1 mL pufera (6 M urea u 20 mM kalij-fosfatnom puferu pH 2,4) u ultrazvuénoj
kupelji (30 min). Odredivanje sadrZaja karbonila temelji se na reakciji karbonilnih skupina s
DNPH reagensom, a produkt reakcije mjeri se spektrofotometrijski pri A= 370 nm (Levine i
sur. 1994). Pri valnoj duljini 370 nm ocitana je apsorbancija uzoraka tretiranih s DNPH te je
preracunata koli¢ina karbonila u uzorcima pomoéu ekstinkcijskog koeficijenta (€370 = 22 mM?
cmt). Koncentracija proteina u uzorcima izmjerena je u slijepim probama pri A= 280 nm te
izraCunata iz baidarne krivulje dobivene s poznatim koncentracijama albumina govedeg
seruma u 1ImL 6 M uree u 20 mM kalij fosfatnom puferu (pH 2,4) pri A= 280 nm. Rezultati su
izrazeni kao nmol/mg proteina.

2.4. ANALIZE FITOHORMONA
2.4.1. UHPLC-MS/MS analiza hormona stresa

Analiza hormona stresa izvrSena je pomodu vezanog sustava tekudinske kromatografije
visoke djelotvornosti (eng. Ultra High Performance Liquid Chromatography) koja koristi ultra
visoke tlakove (oko 20 000 psi) i spektrometra masa s trostrukim kvadripolom prema metodi
Flokova i sur. (2014) uz manje modifikacije.

Liofilizirani biljni materijal usitnjen je pomod¢u tekuéeg dusika u tarioniku do finog praha.
Uzorci (2 mg tkiva) su homogenizirani u kuglicnom mlinu (5 min, 27 Hz, Retsch GmbH, Haan,
Njemacka) uz dodatak tri keramicke kuglice (cirkonij oksid, 2 mm) u 1 mL hladnog
ekstrakcijskog pufera (50 mM natrij fosfatni pufer, 0,1% DEDTCA, pH 7,0) koji je sadrZavao
stabilne deuterirane 2H- ili 13C- obiljeZene interne standarde (IS) hormona: [?Hg]-ABA, [*He]-
JA (5 pmol po uzorku); [*H4]-SA (20 pmol po uzorku) i [?H2]-JA-lle (0,1 pmol po uzorku). Po
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zavrSetku, homogenati su ekstrahirani na rotatoru (15 min, 15 rpm, +4 °C, Stuart,
Staffordshire, UK) nakon ¢ega su centrifugirani (15 min, 20 000 rpm, +4 °C). Supernatanti su
odvojeni u Ciste staklene epruvete i alkalizirani s jednakim volumenom 5% NH,OH
neposredno prije procis¢avanja na SPE (eng. Solid Phase Extraction) MAX kolonama za
anionsku izmjenu (1 cc/30 mg Oasis’, Waters, Milford, MA, SAD). Shematski prikaz SPE
prociS¢avanja prikazan je na Slici 11.

ekstrakt

nanosenje

kondicioniranje ekstrakta

ispiranje elucija
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Slika 11. ProciScavanje ekstrakta na SPE kolonama.

SPE procdis¢avanje uzoraka obuhvacdalo je iduce korake:

1) kondicioniranje kolone s 1 mL 100% MeOH, 1 mL H,0 i 1 mL 5% NH4OH

2) nanoSenje uzorka na kolonu

3) ispiranje epruvete u kojoj se nalazio uzorak s 1 mL H;O i nanoSenje na kolonu
4) ispiranje kolone s 2 mL 5% NH4OH

5) ispiranje kolone s 2 mL 100% MeOH

6) elucijas 2 mL 2% HCOOH u 80% MeOH

Uzorci su upareni do suha pod strujom dusika u uparivacu na 30 °C i pohranjeni na -20 °C do
analiza. Analiza je izvr8ena na uredaju Acquity UPLC® System (Waters, Milford, MA, SAD)
povezanom na Xevo™ TQ MS trostruko kvadripolni spektrometar masa (Waters MS
Technologies, Manchester, UK) i opremljenom s elektronskim ionizatorom (ESI). Uredaj je
prikazan na Slici 12. Prije analize, talozi su otopljeni u 40 pL mobilne faze (acetonitril:10 mM
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HCOOH, 15:85), proflitrirani kroz Micro-spin® filtere (0,2 um, Grace; 3 min pri 8000 rpm) i 10
uL svakog uzorka je injektirano u RP kolonu (Acquity UPLC® CSH™ C18; 2,1 x 100 mm, 1,7
um; Waters, Irska) zagrijanu na 36 °C pri protoku od 0,4 mL/min. Mobilna faza se sastojala
od acetonitrila (otopina A) i 10 mM HCOOH u H;0O (otopina B) i razdvajanje analita je
izvrSeno uz gradijent kako slijedi: 0-5 min 15% A, 5-15 min 45% A, 15-22,5 min 47,1% A.
Nakon toga, kolona je isprana pomocéu 100% A 0,5 min i ekvilibrirana 4 min na pocetne
uvjete (15% A). Uzorci su nakon kolone odvedeni do izvora elektrona i ionizirani. Endogeni
hormoni stresa i odgovarajudi interni standardi detektirani su u MRM modu (eng. Multiple
Reaction Monitoring) pomoc¢u MRM tranzicija prekursora (m/z) i produkta (m/z) odredenih
spekrometrom masa te retencijskog vremena analita. Optimizirani UHPLC-MS/MS parametri
prikazani su u Tablici X. MassLynx™ program (verzija 4,1, Waters, Milford, MA, SAD) koristen
je za kontrolu uredaja i obradu podataka.

Slika 12. Waters Acquity UPLC®/ Xevo™ TQ MS uredaj (osobna fotografija).

Metodom razrijedenja stabilnog izotopa odredena je koncentracija hormona stresa u uzorku
(Rittenberg i Foster 1940). Napravljena je bazdarna krivulja serijom decimalnih razrijedenja
analita (1x10* — 1x101° M) uz dodatak IS u svako razrijedenje u konacnoj koncentraciji od
1x10® M. Vrijednost na osi y predstavlja odziv (konc. IS x povrsina ispod pika
analita/povrsina ispod pika IS), a vrijednost na osi x koncentraciju analita. Primjer bazdarne
krivulje stres hormona ABA prikazan je na Slici 13.

36



2. MATERIJALI | METODE

Compound name: ABA (263>153)

Correlation coefficient: r = 0.999847, "2 = 0.999694

Calibration curve: 0.969376 * x+ 0.464781

Response type: Internal Std (Ref6 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axs trans: Log

Response

N9

o o

o o
o

Slika 13. BaZdarna krivulja za izracun koncentracije ABA u uzorku.

Koncentracija analita u uzorku izracunata je prema formuli:

. . log30 (V)0 ISc
koncentracija analita (pmol) =10 =,

pri ¢emu je:

A, = povrsina ispod pika analita;

IS¢ = koncentracija IS u uzorku;

ISa = povrsina ispod pika IS u uzorku;

b = odsjecak na osi y; a = nagib pravca.

Tablica 3. Optimizirani UHPLC-MS/MS parametri za kvantifikaciju salicilne kiseline (SA),
abscizinske kiseline (ABA), jasmonske kiseline (JA) i jasmonoil-izoleucina (JA-lle): retencijsko
vrijeme (RT), MRM prijelazi, ESI mod, kolizijska energija (CE), limit detekcije (LOD) i
linearnosti mjerenija.

] ] MRM prijelazi (m/z ESI CE LOD Linearnost
UL BRI olo) Preku:;ojr > Prc(>du/k: mod (V) (fmol) (pmol)/R?
ABA 4,002 £ 0,002 263,2 >153,1 - 12 0,5 0,01-100/0,997
[2H¢]-ABA 3,977 + 0,005 269,1 > 159,0 -
SA 4,381+ 0,022 137,1>92,8 - 13 50 0,1-100/0,994
[2Ha)-SA 4,327 +0,021 141,1> 96,8 -
JA 4,804 £ 0,001 209,2 > 58,8 - 23 5 0,05-250/0,998
[He]-JA 4,770 + 0,005 215,1 > 58,8 -
JA-lle 5,837 £ 0,001 324,3>151,2 + 23 0,5 0,01-100/0,991
[2H2]-JA-lle 4,723 + 0,004 326,1 > 151,2 +
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2.4.2. UHPLC-MS/MS analiza auksinskog metaboloma

Analiza auksinskog metaboloma izvrSena je pomocu vezanog sustava tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (eng. Ultra High Performance Liquid Chromatography)
koja koristi ultra visoke tlakove (oko 20 000 psi) i spektrometra masa s trostrukim
kvadripolom prema metodi Novak i sur. (2012) uz manje modifikacije. Liofilizirani biljni
materijal za analize hormona stresa usitnjen je pomocu tekuéeg dusika u tarioniku do finog
praha. Uzorci (2 mg tkiva) su homogenizirani su kuglichom mlinu (5 min, 27 Hz, Retsch
GmbH, Haan, Njemacka) uz dodatak tri keramicke kuglice (cirkonij oksid, 2 mm) u 1 mL
hladnog ekstrakcijskog pufera (50 mM natrij fosfatni, 0,1% DEDTCA, pH 7,0) koji je sadrzavao
stabilne deuterirane 2H- ili 13C- obiljeZene interne standarde (IS) hormona: [*3C¢]-ANT, [*3Ce]-
IAA, [13C6]-IAM, [2Hs]-IAOX, [2Ha]-IPyA, [}3Cs]-0xIAA, [2H2]-TRA, [13Ce]-IAAsp, [13Ce]-IAGIu,
[13Ce]-IAA-glc, [*3Cs]-oxIAA-glc (5 pmol po uzorku); [*3Ce]-IAN (10 pmol po uzorku) i [2Hs]-TRP
(50 pmol po uzorku). Po zavrSetku, homogenati su ekstrahirani (15 min, 15 rpm, +4 °C,
Stuart, Staffordshire, UK) nakon cega su centrifugirani (15 min, 14 000 rpm, +4°C).
Supernatanti su podjeljeni u dva jednaka volumena. Prvi volumen tretiran je s 1 M HCl do pH
2,7 neposredno prije procCiS¢avanja na SPE (eng. Solid Phase Extraction) HLB kolonama
metodom obrnutih faza (1 cc/30 mg Oasis’, Waters, Milford, MA, SAD). Drugi volumen
supernatanta (oko 0,5 mL inkubiran je s 3 mL 0,25 M otopine cisteamina (pH 8,0 podesSen s
NHs3) sat vremena na sobnoj temperature u svrhu derivatizacije nestabilnog auksinskog
prekursora IPyA. Po zavrSetku reakcije, supernatant je tretiran s 3 M HCl do pH 2,7
neposredno prije procis¢avanja na SPE HLB kolonama (1 cc/30 mg Oasis’, Waters, Milford,
MA, SAD). Reakcija derivatizacije IPyA sa cisteaminom i nastanak stabilnog tiazolinidinskog
derivata IPyA-TAZ prikazana je na Slici 14.

£ 5\)
A\ H,N(CH,),SH A\

N 60 min N
H sobna temp.

L

Slika 14. Derivatizacija nestabilnog auksinskog prekursora IPyA (R = COOH).
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SPE procis¢avanje uzoraka obuhvacalo je iduée korake:

1) kondicioniranje kolone s 1 mL 100% MeOH, 1 mL H,0 i 0,5 mL Na fosfatnog pufera (pH
2,7)

2) nanoSenje uzorka na kolonu
3) ispiranje s 2 mL 5% MeOH

4) elucija s 2 mL 80% MeOH

Uzorci su upareni do suha u vakum uparivacu i pohranjeni na -20 °C do analiza. Analiza je
izvréena na uredaju Acquity UPLC® System (Waters, Milford, MA, SAD) povezanom na Xevo™
TQ MS trostruko kvadripolni spektrometar masa (Waters MS Technologies, Manchester, UK)
u pozitivnom ESI modu. Prije analize, talozi su otopljeni u 40 uL mobilne faze (10% MeOH,
proflitrirani kroz Micro-spin® filtere (0,2 um, Grace; 3 min pri 8000 rpm) i 10 pL svakog
uzorka je injektirano u RP kolonu (Kinetex C18 100A; 2,1 x 50 mm, 1,7 um; Phenomenex)
zagrijanu na 30 °C pri protoku od 0,2 mL/min. Mobilna faza se sastojala od 0,1% octene
kiseline u MeOH (otopina A) i 0,1% octene kiseline u H,0 (otopina B) i razdvajanje analita je
izvrSeno uz gradijent kako slijedi: 0 min, 10:90 A:B; 10,0 min, 50:50 A:B; 12,5 min, 60:40 A:B.
Na kraju gradijenta, kolona je isprana pomoéu 100% A (2,5 min) i ekvilibrirana na pocetne
uvjete 10 % A (5 min). Uzorci su nakon kolone odvedeni do izvora elektrona i ionizirani.
Endogeni spojevi i odgovarajudi interni standardi detektirani su u MRM modu (eng. Multiple
Reaction Monitoring) pomoc¢u MRM tranzicija prekursora (m/z) i produkta (m/z) odredenih
spekrometrom masa te retencijskog vremena analita. Optimizirani UHPLC-MS/MS parametri
prikazani su u Tablici 4. MassLynx™ program (verzija 4,1, Waters, Milford, MA, SAD) koristen
je za kontrolu uredaja i obradu podataka.

Metodom razrijedenja stabilnog izotopa (Rittenberg i Foster, 1940) odredena je
koncentracija indolnih prekursora biosinteze IAA, aktivnog auksina IAA i IAA konjugata u
uzorku Napravljena je bazdarna krivulja serijom decimalnih razrijedenja analita (1x10% —
1x10° M) uz dodatak IS u svako razrijedenje u konacnoj koncentraciji od 1x10°® M.
Vrijednost na osi y predstavlja odziv (konc. IS x povrsina ispod pika analita/povrsina ispod
pika IS), a vrijednost na osi x koncentraciju analita. Primjer bazdarne krivulje prikazan je na
Slici 15.
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Compound name: IAA (176>130)

Correlation coefficient: r = 0.999920, r"2 = 0.999840

Calibration curve: 0.981197 * x + -0.0280907

Response type: Internal Std (Ref 10 ), Area * (IS Conc. /IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: Log

1.00
0.00
-1.00

Response

Slika 15. Bazdarna krivulja za izracun koncentracije IAA u uzorku.

Koncentracija analita auksinskog metaboloma izracunata je pomoéu baZzdarnog pravca i
poznate koncentracije internog standarda u uzorku prema formulama:

logyq (y)-b IS,
koncentracija analita (pmol) =10 = , y=A;x —

pri ¢emu je:

A, = povrsina ispod pika analita;

IS¢ = koncentracija IS u uzorku;

ISa = povrsina ispod pika IS u uzorku;
b = odsjecak na osi y;

a = nagib pravca.
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Tablica 4. Optimizirani UHPLC-MS/MS parametri za kvantifikaciju prekursora biosinteze IAA,

IAA i konjugata: retencijsko vrijeme (RT), MRM prijelazi, kolizijska energija (CE), limit

detekcije (LOD) i linearnosti u pozitivnom ESI modu.

. . S ElE e CE LOD Linearnost
Analit RT (min) (m/z) (V)  (fmol) (pmol)/R?
Prekursor > Produkt P
TRP 2,075+ 0,050 205,2 > 146,1 14 5,0 0,025-500/0,9989
[2H5]-TRP 210,2 > 150,1
TRA 2,225 + 0,057 161,1>144,1 6 2,5 0,005-500/0,9993
[2H2]-TRA 163,1 > 146,1
oxIAA-Glc 3,400+0,13 192,2 > 146,1 14 50 0,100-100/0,9991
[*3Cs]-oxIAA-Glc 198,2 > 152,1
ANT 4,227 £ 0,047 138,1>120,1 4 2,5 0,005-500/0,9997
[*3Ce]-ANT 144,1>126,1
IAM 4,378 £ 0,043 175,2>130,1 10 5,0 0,01-500/0,9996
[13C6)-IAM 181,2 > 136,1
IAAsp 4,903 £ 0,028 291,2 >130,1 20 2,5 0,005-500/0,9994
[*3Ce]-IAASp 297,2 >136,1
oxIAA 5,011 + 0,023 192,2 >146,1 9 1,0 0,005-500/0,9998
[*3Ce]-oxIAA 198,2 >152,1
IAA-Glc 4,481 + 0,027 176,2 >130,1 16 50 0,100-100/0,9976
[*3C6]-1IAA-Glc 182,2 > 136,1
IAA-Glu 5,492 + 0,025 305,2 >130,1 22 2,5 0,005-500/0,9999
[*3C6]-IAA-Glu 311,2 >136,1
IAA 7,198 + 0,014 176,2 >130,1 11 5,0 0,01-500/0,9994
[13Ce]-IAA 182,2 >136,1
trans-1AOx 7,576 + 0,007 175,2 > 158,1 8 5,0 0,01-500/0,9989
[*3C6]-tIAOX 180,2 > 163,1
IAN 7,988 +£0,014 157,2 >130,1 6 5,0 0,025-500/0,9991
[*3C6]-IAN 163,2 > 136,1
cis-1AOXx 8,248 £+ 0,012 175,2 >158,1 8 5,0 0,01-500/0,9987
[2Hs]-clAOxX 180,2 > 163,1
IPyA-TAZ 3,606 + 0,012 263,1>132,1 11 5,0 0,01-100/0,9988
[2H4)- IPYyA-TAZ 267,1>136,1
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2.5. ANALIZE EKSPRESIJE GENA ZA AUKSIN-AMIDOHIDROLAZE
2.5.1. Izolacija ukupne RNA i cDNA sinteza

Prije postupka izolacije RNA sav pribor je steriliziran i sve povrSine su prebrisane
detergentom za uklanjanje RNAza (1% SDS, 0,1 M NaOH, 1 mM EDTA). Uzorci tkiva korijena i
listova kineskog kupusa pohranjeni na -80 °C usitnjeni su u tarioniku do finog praha pomocu
tekuceg dusika. Uzorci (100 mg) su prebaceni u sterilne tubice pazedi da se tkivo ne otopi i
homogenizirani u 1 mL RNAzola®RT (Molecular Research Center). Homogenati su pomijesani
s 0,4 mL vode i inkubirani 15 min na sobnoj temperaturi radi taloZzenja DNA i proteina te
zatim centrifugirani (12 000 g, 30 min, +4 °C). Supernatantima (1 mL) je dodan jednak
volumen izopropanola radi talozenja RNA, zatim su inkubirani (30 min, +4 °C), centrifugirani
(12 000 g, 10 min, +4 °C) i istaloZzena ukupna RNA bila je prisutna u obliku bijelog ili prozirnog
taloga. Dobiveni talog je ispran dva puta s 0,4 mL 75% EtOH izmedu dva koraka
centrifugiranja (4 000 g, 3 min, +4 °C). Potom je RNA resuspendirana u 15, odnosno 20 plL
sterilne vode u slucaju uzoraka korijena, odnosno lista te po dvije tehnicke replike svake
bioloske replike spojene su zajedno prije odredivanje koncentracije na BioDrop uredaju
(Isogen Life Science B.V., De Meern, Nizozemska). RNA je pohranjena na -80 °C do tretmana
DNAzom radi uklanjanja zaostale DNA. Uklanjanje DNA izvrseno je u ukupnom volumenu
reakcijske smjese od 50 pL pri ¢emu je u reakciju dodano 40 pug RNA listova odnosno 60 ug
RNA korijena te 40, odnosno 60 U DNaze (10 U/uL, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Njemacka), 5 uL DNaznog pufera (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Njemacka; 10 x, 400
mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM NaCl, 60 mM MgCl,, 10 mM CaCl;), 40, odnosno 60 U Ribolock
inhibitora RNaze (40 U/uL, Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, SAD) i voda. Reakcija je
provedena 30 min na 37 °C te je po zavrSetku u reakcijsku smjesu dodano 150 plL vode i 200
uL kloroform:izoamilnog alkohola (24:1, v/v) kako bi se uklonila DNaza. Uzorci su dobro
promijesani i centrifugirani (12 000 g, 10 min, +4 °C) te gornja vodena faza prebacena je u
¢istu tubici pazedi da sloj izmedu faza u kojima se nalazi enzim ostane intaktan. Procis¢enoj
RNA dodan je dvostruki volumena 96% etanola i taloZenje je provedeno na -80 °C (preko
noci). Ovako pohranjena RNA pogodna je za dugoroc¢no Cuvanje. Istalozena RNA spustena je
u talog centrifugiranjem (10 000 rpm, 20 min, +4 °C) i dva puta oprana s 0,5 mL 75% EtOH
(v/v) izmedu dva koraka centrifugiranja (4 000 g, 3 min, +4 °C). Talozi su resuspendirani u 20
uL sterilne vode i odredena je koncentracija RNA u uzorcima i odnosi Azeo/A2s0 i Azs0/A230 koji
su iznosili 2,0 ukazujuéi na zadovoljavajucu Cisto¢u RNA.

Reverzna transkripcija RNA u cDNA izvrSena je pomo¢u Maxima First Strand cDNA Synthesis
Kit (Thermo Fischer Scientific, Massachusetts, SAD) prema uputama proizvodaca koristeci 5
ug RNA po reakciji. Sintetizirana cDNA pohranjena je na -80 °C do daljnje uporabe.
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2.5.2. lzrada pocetnica za pracenje ekspresije gena

Pocetnice za pracenje ekspresije gena auksin-amidohidrolaza (Tablica 5) u vrsti Brassica rapa
L. ssp. pekinensis kreirane su pretrazivanjem nukleotidnih sekvenici u on-line bazama
podataka Ensembl Plant (http://plants.ensembl.org/index.html) i upotrebom kompjuterskog
on-line programa Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) i
QuantPrime (http://www.quantprime.de/) koriste¢i u pretrazniku pojam B.rapa uz
ograniCavanje pretrage na zadane standardne parametre na tim stranicama. Kao referentni
gen ekspresije (eng. housekeeping gene) odabran je gen za poliubikvitin-C (UBC) koji prema
radu autora Qi i sur. (2010) pokazuje stabilnu ekspresiju u uvjetima abiotskog stresa u vrsti
Brassica rapa L. ssp. pekinensis. PoCetnice su sintetizirane servisno (Macrogen Europe,
Amsterdam, Nizozemska).

Tablica 5. Nukleotidni slijedovi pocetnica koristeni pri analizi ekspresije gena metodom gRT-
PCR. F (eng. forward)-uzvodna pocetnica, R (eng. reverse)- nizvodna pocetnica

Auksin-amidohidrolaza Pristupni broj za gen Slijed pocetnice (5'>3')
F: AGACATCTAGGCTCGTTAGGAC
IAR3 Bra030413 R: ATTCCACCATCTCCTGCATAGC
F: TGCGTTGACTATGCAGGAAG
ILL2 Bra002800 R: CCTGTAACACGTGGAGATGTTG
LRL 8040608 F: GCAGCTACACCACATTTGTCC

R: GTATCCAACCGTAACCACACC

Referentni gen Pristupni broj za gen Slijed pocetnice (5'->3')

F: TAACTGCGACTCAGGGAATCTT

UBC 60479262 R: TCATCCTTTCTTAGGCATAGCG

2.5.3. Kvantitativna lanc¢ana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu

Ekspresija gena za auksin amidohidrolaze BralAR3, BralLL2 i BralLR1 u korijenu i listovima
kineskog kupusa uslijed povisenog saliniteta pradena je metodom kvantitativne lanéane
reakcije polimerazom u stvarnom vremenu (eng. real-time PCR, quantitative RT-PCR, qRT-
PCR).

2.5.3.1. Mjerenje efikasnosti reakcije qRT-PCR

Precizno praéenje ekspresije gena od interesa zahtijeva provjeru kvalitete pocetnice i kalupa
mjerenjem efikasnosti vezanja para pocetnica na kalup (Pfaffl 2004) pri ¢emu je dozvoljena
efikasnosti reakcije od 95-110%. Za provjeru efikasnosti vezanja pocetnica prireden je
zajednicki uzorak cDNA korijena mijeSanjem jednakih volumena svih uzoraka cDNA korijena.
Iz zajednickog uzorka cDNA korijena priredena je serija razrijedenja: 10x, 50%, 250x% i 1250x.
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Isti postupak ponovljeni je i za zajednicki uzorak cDNA listova. Reakcijska smjesa ukupnog
volumena 15 pL priredena je prema uputama proizvodaca (Applied Biosystems,
Massachusetts, SAD) koristeéi Power Sybr Green mastermix, 300 nM pocetnica i 3 pL uzorka.
Svaki uzorak razrijedenja (3 uL) unesen je u triplikatu na opti¢ku mikrotitarsku plocicu s 96
jazica (Applied Biosystems, Massachusetts, SAD) ukljucujuéi i negativnu kontrolu (uzorak koji
umjesto kalupa sadrzi sterilnu vodu) i uzorak genomske DNA. Mjerenje je provedeno na
uredaju Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Massachusetts, SAD) pri uvjetima: aktivacija 2 min na 50 °C, denaturacija 10 min na 95 °C, 40
ciklusa denturacije 15 s na 95 °C i 40 ciklusa produljivanja lanca 1 min na 60 °C. Nakon svakog
gRT-PCR slijedilo je mjerenje disocijacijske krivulje radi pracenja nastanka nespecifi¢nih
produkata reakcije.

BaZzdarna krivulja priredena je na temelju ovisnosti Ct vrijednosti o razrijedenju uzorka cDNA
(logio broja kopija) i izracunata je efikasnost reakcije (E) prema formuli:

1

E=10 (nagib_pravca)

-1

2.5.3.2. Mjerenje ekspresije gena BralAR3, BrallLL2 i BralLR1

Mjerenje ekspresija gena za auksin-amidohidrolaze u korijenu i listovima kineskog kupusa
uslijed povisenog saliniteta provedeno je na isti nacin kao i mjerenje efikasnosti vezanja
poCetnica na kalup. U gRT-PCR reakciju ukupnog volumena 15 pL uneSeno je 3 uL 10x
razrijedene cDNA svakog uzorka Sto odgovara koli¢ini cDNA od oko 75 ng i mjerenje je
provedeno kako je prethodno opisano. Ekspresija gena u uzorcima izmjerena je minimalno
dva puta u nezavisnim gqRT-PCR reakcijama. Za svako mjerenje ekspresije gena od interesa u
uzorku ili referentnog gena na jednoj plocici od 96 jazica odredena je i efikasnost reakcije
pomocu bazdarne krivulje za promatrani gen kako je prethodno opisano. Ekspresija auksin-
amidohidrolaza u uzorcima odredena je iz bazdarne krivulje prema metodi Larionov i sur.
(2005) pri ¢emu je broj kopija gena od interesa normaliziran u odnosu na broj kopija
referentnog gena u uzorku. Ekspresija auksin-amidohidrolaza uslijed solnog stresa prikazana
je uodnosu na kontrolne uzorke pri éemu je kontroli dodjeljena vrijednosti 1.
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2.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisti¢ka obrada podataka izvrSena je u programu XLSTAT 2016 (Addinsoft, New York, SAD)
uz primjenu analize varijance (engl. analysis of variance — ANOVA) uz Tukey HSD (eng. honest
significant difference) post hoc statisticki test znacajnosti utjecaja primijenjenih solnih
tretmana na fizioloske i biokemijske parametre odgovora klijanaca i biljaka kineskog kupusa.
Takoder, isti statisticki test primijenjen je za analize hormona stresa i auksinskog
metaboloma uslijed poviSenog saliniteta u klijancima kineskog kupusa. Statisti¢ki znacajne
razlike prikazane su razli¢itim slovima uz razinu znacajnosti od 0,05 (p < 0,05).

Hormonski odgovor triju kupusnjaca, hormonski odgovor divljeg tipa i mutanti urocnjaka te
analiza ekspresije gena u korijenu i listovima kineskog kupusa uslijed solnih tretmana
analizirani su Studentovim t-testom nakon normalizacije pojedinog tretmana na
odgovarajuce kontrole. Kontrolama je dodjeljenja vrijednosti 1, a statisticki znacajne razlike
uz razinu znacajnosti od 0,05 (p < 0,05) izmedu kontrole i pojedinog solnog tretmana
prikazane su zvjezdicama pri ¢emu *, ** i *** odgovaraju redom p-vrijednostima 0,05 > p >
0,01; 0,01 >p >0,001;ip < 0,001.

Svi rezultati prikazani su kao srednje vrijednosti + standardna devijacija (SD) gdje je za svako
mjerenje naveden broj ponavljanja.
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3.1. ODGOVOR KLIJANACA KINESKOG KUPUSA B. rapa NA POVISENI SALINITET

Odgovor klijanaca kineskog kupusa B. rapa na povisen salinitet praéen je na fizioloskoj,
biokemiijskoj i hormonskoj razini.

3.1.1. Fizioloski i biokemijski odgovori

Kao fizioloski odgovor na solni stres bila je mjerena biomasa klijanaca, pracen rast korijena te
mjerena fotosintetska ucinkovitost fotosustava Il u kotiledonima klijanaca. U okviru
biokemijskog odgovora klijanaca na solni stres analizitrala sam sadrzaj iona Na* i K*, sadrzaj
osmolita prolina, intenzitet nakupljanja reaktivnih kisikovih cestica, te antioksidacijski
odgovor klijanaca: enzimatski (specificne aktivnosti antioksidacijskih enzima) i ne-enzimatski
(askorbinska kiselina, glutation i fenolne kiseline). Kona¢no, kao pokazatelji oStecenja
klijanaca uslijed stresa izmjereni su produkti lipidne peroksidacije (malondialdehidi) i
proteinske reaktivne karbonilne grupe (karbonili).

3.1.1.1. Promjene u biomasi klijanaca, rastu korijena i fotosintetskoj ucinkovitosti
fotosustava Il kotiledona

Prinos biomase klijanaca, rast korijena te fotosintetska ucinkovitost fotosustava Il u
kotiledonima kineskog kupusa ispitani su na podlogama uz dodatak NaCl u koncentracijama
0-200 mM (Slika 16).

Prisutnost soli u podlogama uzrokovala je smanjenje prinosa biomase klijanaca u skladu s
porastom koncentracije NaCl. Tretman 50 mM natrijevim kloridom rezultirao je smanjenjem
prinosa za 10 % u odnosu na kontrolne klijance. Prinos biomase na viSim koncentracijama
soli (100 i 200 mM) iznosio je 60 % prinosa kontrolnih klijanaca.

Testovi inhibicije rasta korijena (Slika 16a i 16b) pokazali su inhibitorni u¢inak soli u skladu s
porastom koncentracije NaCl (50, 100 i 200 mM) na rast korijena klijanaca kineskog kupusa.
Tretman najnizom koncentracijom soli (50 mM) inhibirao je rast korijena kineskog kupusa za
63%, a tretman 100 mM soli rezultirao je 94% inhibicijom rasta korijena kineskog kupusa u
odnosu na kontrolne klijance. Pri najvisoj koncentraciji soli (200 mM), rast korijena kineskog
kupusa bio je u potpunosti inhibiran (100%).

Utjecaj solnog stresa na fotosintetsku ucinkovitost fotosustava Il kotiledona klijanaca
kineskog kupusa prikazan je na Slici 16c. Fotosintetska ucinkovitost fotosustava Il dobivena
mjerenjima fluorescencije klorofila a iskazana je pomocu dva parametra: indeksom
fotosintetske ucinkovitosti (Plass) i maksimalnim prinosom kvanta fotosustava Il (Fv/Fm).
Rezultati pokazuju da je najvisa koncentracija soli (200 mM) negativno utjecala na parametre
fotosintetske ucinkovitosti. Vrijednosti oba parametara Plags i Fv/Fm pri 200 mM natrijeva
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klorida bile su statistic¢ki znacajno niZze u odnosu na kontrolne klijance i klijance tretirane s 50
i 100 mM NacCl.

0 mM NacCl 50 mM NacCl 100 mM NacCl 200 mM NacCl
b) c)
120 2
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100 _ 16 4a —a— FJ/F,
7, A
80 a
o)
w
2
X 60 >
o
-
c
40 50
2
3 —O—inhibicija rasta korijena
- —&— prinos biomase
00 t t t } 0 + } 4 $
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200
NaCl (mM) NaCl (mM)

Slika 16. Klijanci kineskog kupusa uslijed solnog stresa (0-200 mM NaCl) nakon 24 h tretmana
(a), inhibicija rasta korijena klijanaca kineskog kupusa i prinos biomase izrazene kao postotak
(%) u odnosu na odgovarajuée kontrole (b) i ucinkovitost fotosustava Il u kotiledonima (c).
Rezultati su srednja vrijednost + SD (n=30 pri (b); n=16 pri (c)). Na slici (b), razli¢ita velika
slova predstavljaju statisticki znacajne razlike prinosa biomase, a mala slova predstavljaju
statisticki znacajne razlike inhibicije rasta korijena; na slici (c), razli¢ita velika slova
predstavljaju statisticki znacajne razlike u vrijednostima F,/Fm, a mala slova predstavljaju
statisticki znacajne razlike u vrijednostima Plags (c). Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima
medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05).
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3.1.1.2. Sadrzaj iona natrija i kalija i osmolita prolina

Promjene u sadrZaju iona kalija i natrija u klijancima kineskog kupusa uslijed solnog stresa
prikazane su na Slici 17a, a utjecaj saliniteta na nakupljanje osmolita prolina u klijancima
kineskog kupusa prikazan je na Slici 17b.

Sadrzaj iona kalija ostao je nepromijenjen pri sve tri koncentracije NaCl (50, 100, 200 mM) te
jednak sadrzaju iona kalija u kontrolnim klijancima (6,9 + 0,09 mg/g s.m.). U kontrolnim
klijancima izmjereno je 1,7 + 0,03 mg/g s.m. iona natrija, a poviSenje saliniteta rezultiralo je
znacajnim kontinuiranim porastom iona natrija (8,8 + 0,14, 11 £+ 0,18 i 14 + 0,31 mg/g s.m.
pri 50, 100 i 200 mM soli). Sukladno tome, omjer iona natrija i kalija (Na*/K*) u tretiranim
klijancima bio je poviSen u korist iona natrija te je iznosio 1,22, 1,59 i 1,98 pri 50, 100 i 200
mM NacCl, dok je Na*/K* omjer u kontrolnim klijancima iznosio 0,24.

Solni stres utjecao je i na kontinuirani porast prolina u klijancima kineskog kupusa. Koli¢ina
prolina u netretiranim klijancima iznosila je 1,39 + 0,03 umol/g s.m. Povisenje koncentracije
soli rezultiralo je pojacanim nakupljanjem prolina u tretiranim klijancima pri ¢emu je porast
prolina za svaku koncentraciju soli bio statisticki znacajan te je najvise prolina (3,24 + 0,01
umol/g s.m.) izmjereno pri najvisem salinitetu (200 mM).
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Slika 17. Sadrzaj iona natrija i kalija (a) i prolina (b) u klijancima kineskog kupusa uslijed
solnog stresa (0-200 mM NaCl). Rezultati su srednja vrijednost = SD (n=3 pri (a); n=4 pri (b)).
Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p <
0,05).

3.1.1.3. Odredivanje reaktivnih kisikovih Cestica i glutationa in situ

Promjene u redoks potencijalu klijanaca kineskog kupusa izloZzenih solnom stresu praéene su
in situ metodom fluorescencijske mikroskopije. Pri tome su koriStene karakteristicne boje
koje reagiraju s reaktivnim kisikovim cesticama (ROS) i reduciranim glutationom (GSH)
rezultirajué¢i pojavom fluorescencije. Reprezentativni primjer fluorescencije nastale kao
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rezultat prisutnosti ROS i GSH kod kontrolnih klijanaca i klijanca tretiranih najviSom
koncentracijom soli (200 mM) prikazana je na Slikama 18 i 19x.

Slika 18. Mikroskopska fotografija fluorescncije in situ reaktivnih kisikovih cestica:
superoksidnog radikala (a) i vodikova peroksida (b) u kotiledonima (lijevi dio panela) i
korijenu (desni dio panela) u klijancima kineskog kupusa pri tretmanu 200 mM NacCl (donji
red) u odnosu na kontrolu (gornji red: 0 mM NaCl). Bar = 50 um.

Slika 19. Mikroskopska fotografija fluorescencije in situ reduciranog glutationa u
kotiledonima (lijevi dio panela) i korijenu (desni dio panela) u kontrolama (gornji red) i u
klijancima tretiranim 200 mM NaCl (donji red). Bar = 50 um.

Rezultati kvantifikacije intenziteta fluorescencije reaktivnih kisikovih ¢estica (Slika 20a i 20b) i
glutationa (Slika 20c) upucduju na promjene u redoks statusu klijanaca uslijed povisenog
saliniteta.
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Slika 20. Rezultati kvantifikacije in situ mjerenja intenziteta fluorescencije u klijancima
kineskog kupusa uslijed solnog stresa (0-200 mM NaCl): (a) superoksidni radikal (SO),
vodikov peroksid (H20;) i (c) reducirani glutation (GSH). Rezultati su srednja vrijednost + SD
(n=5). Razli¢ita velika slova predstavljaju statisticki znacajne razlike u korijenu klijanaca, a
razli¢ita mala slova predstavljaju statisticki znacajne razlike u kotiledonima klijanaca (p <
0,05).

Tretmani NaCl (50, 100 i 200 mM) uzrokovali su kontinuirani porast superoksidnog radikala u
korijenu klijanaca s porastom koncentracije saliniteta na statisticki znacajnoj razini. U
kotiledonima tretiranih klijanaca znacajno nakupljenje superoksidnog radikala detektirano je
pri najviSsoj koncentraciji soli (200 mM). Tretman 100 mM soli djelomi¢no je utjecao na
porast superoksidnog radikala u kotiledonima tretiranih klijanaca. Najniza koncentracija soli
(50 mM) nije utjecala na promjene u superoksidnom radikalu i kvantificirane vrijednosti
odgovarale su onima u kontrolnim klijancima.
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Slican trend zabiljezen je i u nakupljanju vodikova peroksida uslijed poviSenog saliniteta.
Tretmani NaCl (50, 100 i 200 mM) uzrokovali su kontinuirani porast sadrzaja vodikova
peroksida u korijenu klijanaca na statisticki znac€ajnoj razini pri svim koncentracijama soli.
Takoder, kotiledoni klijanaca znadajno su nakupljali vodikov peroksid uslijed solnog stresa pri
¢emu je najvisi sadrZaj vodikovog peroksida izmjeren na 100 i 200 mM soli.

Porast reaktivnih kisikovih Cestica uslijed povisenog saliniteta pratilo je i nakupljanje
glutationa u klijancima. ZabiljeZen je kontinuirani i statisti¢ki znacajan porast glutationa u
kotiledonima i korijenu klijanaca kineskog kupusa u skladu s porastom koncentracije soli.
Porast reaktivnih kisikovih Cestica i glutationa pri svim koncentracijama soli bio je izrazeniji u
korijenu klijanaca u odnosu na kotiledone.

3.1.1.4. Antioksidacijski odgovor: aktivnosti antioksidacijskih enzima

Specificne aktivnosti antioksidacijskih enzima katalaze (CAT), askorbat peroksidaze (APX),
gvajakol peroksidaze (GPOX) i superoksid dismutaze (SOD) u klijanacima kineskog kupusa
uslijed povisenog saliniteta prikazane su u Tablici 6.

Tablica 6. Specificne aktivnosti antioksidacijskin enzima: katalaze (CAT), askorbat
peroksidaze (APX), gvajakol peroksidaze (GPOX) i superoksid dismutaze (SOD) u klijancima
kineskog kupusa uslijed solnog stresa (0-200 mM NacCl). Aktivnosti enzima definirana je kao
jedinica aktivnosti po miligramu proteina (U/mg proteina). Rezultati su srednja vrijednost +
SD (n=4). Vrijednosti oznacene razlic¢itim slovima u svakom stupcu medusobno se statisticki
znacajno razlikuju (p < 0,05).

NaCl (mM) CAT APX GPOX SOD
0 0,72+0,01° 0,97+0,02° 2,96+0,06° 9,51+0,18°
50 0,57+0,03° 1,99+0,30? 2,91+0,082 10,24+1,222
100 0,58+0,03° 1,84+0,36° 2,83+0,21° 11,15+1,67°
200 0,58+0,02° 1,79+0,29? 1,44+0,15° 11,41+0,97°

Solni tretmani (50, 100 i 200 mM NaCl) utjecali su na specificne aktivnosti CAT, APX i GPX na
statisti¢ki znacajnoj razini. Aktivnost CAT u klijancima kineskog kupusa bila je statisticki niza,
a aktivnost APX statisticki visa pri svim tretmanima u odnosu na kontrolne klijance. Aktivnost
GPOX bila je statisticki niza samo pri najvisoj koncentraciji NaCl (200 mM) dok aktivnost SOD
nije pokazala statisti¢ki znacajnu razliku uslijed tretmana.
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3.1.1.5. Antioksidacijski odgovor: sadrzaj askorbinske kiseline i glutationa

Spektrofotometrijskim metodama odreden je utjecaj solnog stresa na glavne komponente
aksorbat-glutation ciklusa, aksorbinsku kiselinu i glutation (Slika 21).
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Slika 21. Sadrzaj askorbinske kiseline (a) i oksidiranog i reduciranog glutationa (b) u
klijancima kineskog kupusa uslijed solnog stresa (0-200 mM NaCl). Rezultati su srednja
vrijednost + SD (n=4 pri (a); n=3 pri (b)). Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno
se statistic¢ki znacajno razlikuju (p < 0,05).

Tretmani viSim koncentracijama soli (100 i 200 mM) utjecali su na znacajno smanjenje
askorbinske kiseline u odnosu na njen sadrzaj u kontrolnim klijancima i klijancima tretiranim
s 50 mM soli.

Solni tretmani pri koncentracijama 50, 100 i 200 mM NaCl uzrokovali su statisti¢ki znacajan
porast reduciranog glutationa u tretiranim klijancima u odnosu na kontrolne klijance.
Statisticki znacajan porast oksidiranog glutationa utvrden je samo pri najvisoj koncentraciji
soli (200 mM).

3.1.1.6. Antioksidacijski odgovor: profil i sadrzaj fenolnih kiselina

Sastav fenolnih kiselina (slobodnih i vezanih na stani¢ne stijenke) u klijancima kineskog
kupusa uslijed povisenog saliniteta odreden je tekudinskom kromatografijom visoke
udinkovitosti uz koristenje spektometra masa (UHPLC-MS/MS). Dobiveni rezultati prikazani
su u Tablici 7.

U netretiranim klijancima kineskog kupusa najzastupljenija slobodna fenolna kiselina je
sinapinska kiselina (43 pg/g s.m.), a zatim slijedi salicilna (17 pg/g s.m.) i ferulinska kiselina
(1,3 pg/g s.m.). Ostale kiseline u slobodnom obliku bile su prisutne u koncentraciji nizoj od 1
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ug/g s.m. ili nisu detektirane koristenom metodom (galna, gentisinska, m-hidroksibenzojeva,
vanilinska, izoferulinska). Solni tretmani rezultirali su promjenama u koncentraciji fenolnih
kiselina pri ¢emu je najznacajniji utjecaj imao tretman najviSom koncentracijom soli (200
mM) uslijed kojeg je detektirano dvostuko vise kava kiseline i p-kumarinske kiseline te
trostruko viSe ferulinske kiseline u odnosu na kontrolne klijance. Takoder, tretmani svim
koncentracijama soli (50, 100 i 200 mM NaCl) uzrokovali su kontinuirani porast p-
hidroksibenzojeve kiseline. Solni stres je imao najintenzivniji u€inak na sadrzaj sinapinske
kiseline koja je bila statisti¢ki znacajno povisena 1,5, 3 i 6,4 puta pri 50, 100 i 200 mM NacCl.
Suprotan ucinak solnih tretmana na tretirane klijance zabiljeZen je na razini protokatehinske
i salicilne kiseline Cija je koncentracija porastom saliniteta bila niZa u odnosu na kontrolu.
Izmjereni sadrzaj salicine kiseline uslijed najviseg saliniteta (200 mM) iznosio je 24% koli¢ine
salicilne kiseline u kontrolnim klijancima.

U kontrolnim klijancima kineskog kupusa od kvantificiranih fenolnih kiselina vezanih na
stani¢ne stijenke najzastupljenija je sinapinska kiselina (228 pg/g s.m.). Ferulinska kiselina (7
ug/g s.m.), p-kumarinska i salicilna kiselina (2 pg/g s.m.) detektirane su u dva reda veli¢ine
nizim koncentracijama u odnosu na sinapinsku kiselinu, a preostale vezane fenolne kiseline
izmjerene su u kolicinama od oko 1 ug/g s.m. te niZim. Galna kiselina, gentisinska, m-
hidroksibenzojeva i klorogenska kiselina nisu detektirane u vezanom obliku. Solni tretmani
utjecali su na promjene u sadrzaju vezanih fenolnih kiselina u klijancima pri ¢emu je
zabiljezen statisticki znacajan kontinuirani pad sadrzaja protokatehinske, kava kiseline, p-
kumarinske, sinapinske, ferulinske i salicilne kiseline porastom saliniteta. Pri tretmanu
najviSom koncentracijom soli (200 mM) sadrzaj najzastupljenijih vezanih fenolnih kiselina
(sinapinske, ferulinske, p-kumarinske i salicilne) iznosio je redom 66%, 57%, 35% i 22%
koli¢ine izmjerene u netretiranim klijancima. Solni tretmani nisu utjecali na koncentraciju p-
hidroksibenzojeve kiseline, siringinske i izoferulinske kiseline, dok uslijed povisenog saliniteta
vanilinska kiselina u tretiranim klijancima nije detektirana.

Zaklju¢no, odgovor klijanca kineskog kupusa na poviseni salinitet koordiniran je porastom
vecine kvantificiranih fenolnih kiselina u slobodnom obliku te smanjenjem fenolnih kiselina
vezanih na stijenke stanica.

53



3. REZULTATI

Tablica 7. Sastav i koncentracija slobodnih fenolnih kiselina i fenolnih kiselina vezanih na
stani¢ne stijenke (ug/g s.m.) u klijancima kineskog kupusa uslijed solnog stresa (0-200 mM
NaCl). Rezultati su srednja vrijednost = SD (n=3). Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima
medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05). s.m. suha masa, n.d. - nije detektirano

Slobodne kiseline

0 mM NacCl 50 mM Nacl 100 mM NaCl 200 mM NacCl
(ng/g s.m.)
galna n.d n.d n.d n.d
protokatehinska 0,36 £ 0,02° 0,34 + 0,012 0,23 +0,03"c 0,29 £ 0,03°¢
gentisinska n.d n.d n.d n.d
p-hidroksibenzojeva 0,76 £ 0,02¢ 0,82 + 0,04 1,00 + 0,03° 1,70 £ 0,022
m-hidroksibenzojeva n.d n.d n.d n.d
klorogenska n.d. 0,026 +0,001® 0,031 +0,003% 0,03 +0,0012
kava 0,16 +0,01° 0,16 + 0,01 0,20 + 0,00° 0,30 £ 0,03®
vanilinska n.dilin.k 0,71 +0,03° n.d ilin.k 0,72 +0,12°
siringinska 0,41 +0,02 n.d n.d n.d
p-kumarinska 0,42 +0,02° 0,39 + 0,032 0,29 + 0,02% 0,70 £ 0,052
sinapinska 43,45 + 5,424 66,03 + 0,54¢ 125,11 +2,88° 277,11 + 6,062
ferulinska 1,30 + 0,08° 1,46 +0,11° 1,86 +0,06° 3,89 +0,33°
izoferulinska n.d n.d n.d n.d
salicilna 17,42 £+ 0,332 14,60 + 0,19° 10,99 £0,11°¢ 4,10 + 0,02¢
Vezane kiseline 0 mM Nacl 50 mMNaCl 100 mM NaCl 200 mM Nacl
(ng/gs.m.)
galna n.d n.d n.d n.d
protokatehinska 0,39 £ 0,04° 0,27 +£0,02° 0,17 £0,02¢ 0,14 £ 0,022¢
gentisinska n.d n.d n.d n.d
p-hidroksibenzojeva 1,20 + 0,052 1,20 + 0,002 1,19 + 0,022 1,06 £ 0,07°
m-hidroksibenzojeva n.d n.d n.d n.d
klorogenska n.d n.d n.d n.d
kava 0,22 +£0,02° 0,13 +0,01° 0,09 £ 0,01°¢ 0,05 +0,00¢
vanilinska 0,43 +0,07° n.d n.d n.d
siringinska 0,65+ 0,163 0,41 £ 0,05° 0,47 £0,032 0,41 0,052
p-kumarinska 2,14 +0,10° 2,05+ 0,16% 1,76 + 0,13 0,76 + 0,04¢
sinapinska 228,11 +30,65% 224,94 +3,13° 188,24 +11,63% lii'gibi
ferulinska 6,99 £ 1,37° 5,67 + 0,24% 5,49 + 0,70% 4,02 +0,02°
izoferulinska 0,38 + 0,042 0,34 + 0,025 0,32 £ 0,06? 0,23 £0,011°
salicilna 2,07 £ 0,142 1,59 + 0,03° 1,23 +0,03¢ 0,45 +0,02¢
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3.1.1.7. Pokazatelji oksidativnih oStecenja

Pokazatelji oksidativnih osteéenja stani¢nih makromolekula prikazani su na Slici 22. Sadrzaj
malondialdehida koji ukazuje na prisutnost lipidne peroksidacije u klijancima kineskog
kupusa kontinurano je opadao uslijed povisenog saliniteta. Na slican nacin, NaCl (100 i 200
mM) je utjecao i na sadrzaj karbonila tj. reaktivnih proteinskih grupa koje nastaju uslijed
oksidacije, a u uvjetima povisenog saliniteta u klijancima kineskog kupusa karbonili su bili

snizeni.
a) b
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a a
120 - _I_ b 5
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g 100 1 = < * ~I»
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% -T+] 10 -
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Slika 22. Pokazatelji oksidativnih ostecenja: malondialdehid (a) i karbonili (b) u klijancima
kineskog kupusa uslijed solnog stresa (0-200 mM NaCl). Rezultati su srednja vrijednost + SD
(n=5). Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p
<0,05).

3.1.2. Hormonski odgovor

U okviru hormonskog odgovora klijanaca B. rapa na solni stres analizirani su hormoni stresa
(ABA, SA, JA i JA-lle) te detaljno komponente metabolizma auksina: IAA, prekursori
biosinteze i metaboliti IAA.

3.1.2.1. Analize hormona stresa

Hormoni stresa: apscizinska kiselina (ABA), salicilna kiselina (SA) i jasmonati (jasmonska
kiselina (JA) i jasmonoil-izoleucin (Ja-lle)) identificirani su i kvantificirani u klijancima kineskog
kupusa uslijed povisenog saliniteta metodom tekudinske kromatografije visoke ucinkovitosti
uz koristenje spektometra masa (UHPLC-MS/MS). Dobiveni rezultati prikazani su na Slici 23.
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Slika 23. Hormoni stresa: apscizinska kiselina (ABA) (a), salicilna kiselina (SA) (b), jasmonska
kiselina (JA) (c) i jasmonoil-izoleucin (JA-lle) (d) u klijancima kineskog kupusa uslijed solnog
stresa (0-200 mM NacCl). Rezultati su srednja vrijednost + SD (n=4). Vrijednosti oznacene
razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0,05).

Solni stres uzrokovao je promjene u sadrzaju hormona stresa ovisno o koncentraciji soli u
odnosu na kontrolu. Tretmani viSim koncentracijama natrijeva klorida (100 i 200 mM)
rezultirali su na statisticki znacajnoj razini povisenom sadrzajem ABA u odnosu na klijance
tretirane nizom koncentracijom soli (50 mM) te kontrolne klijance. Nasuprot tome, vise
koncentracije soli (100 i 200 mM) prouzrocile su statisti¢ki znacajan pad sadrzaja SA. Ucinak
solnog stresa rezultirao je slicnim trendom promjena u razini JA i JA-lle i bio je statisticki
znacajan za sve tri ispitane koncentracije. Najniza koncentracija soli (50 mM) dovela je do
porasta JA i JA-lle u odnosu na kontrolne klijance, a viSe koncentracije soli (100 i 200 mM)
utjecale su na smanjenje JA i JA-lle za viSe od 50% u odnosu na kontrolne klijance.
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3.1.2.2. Analize auksina: indol-3-octene kiseline i indolskih spojeva uklju¢enih u procese
homeostaze auksina

Detaljno je analiziran sadrzaj auksina u klijancima kineskog kupusa uslijed povisenog
saliniteta, ukljucujuéi slobodnu indol-3-octenu kiselinu (IAA), te prekursore triptofan (Trp)-
ovisnih puteva biosinteze i metabolite auksina koji sudjeluju u procesima homeostaze
auksina (reverzibilna i ireverzibilna konjugacija i detoksifikacija). Identifikacija i kvantifikacija
auksinskih metabolita odredene su tekucinskom kromatografijom visoke ucinkovitosti uz
koristenje spektometra masa (UHPLC-MS/MS). Dobiveni rezultati Trp-ovisnog biosintetskog
puta auksina prikazani su na Slici 24.

Solni stres utjecao je na oba rana prekursora sinteze auksina, antranilat (ANT) i triptofan
(TRP). Najniza koncentracija natrijeva klorida (50 mM) rezultirala je znacajnim porastom ANT
u klijancima. Pri viSim koncentracijama soli (100 i 200 mM) ANT je takoder bio statisticki
znacajno povisen u odnosu na kontrolne klijance, no znacajno nizi u odnosu na 50 mM
tretman. Svi primjenjeni solni tretmani rezultirali su znacajno nizim koli¢inama TRP u
tretitanim u odnosu na kontrolne klijance.

Sinteza auksina IAA iz TRP moguca je preko Cetiri puta: indol-3-acetaldoksima (IAOx); indol-3-
acetamida (IAM); indol-3-piruvatne kiseline (IPyA) i triptamina (TRA). Prekursori biosinteze
IAA: IAOx i TRA u klijancima kineskog kupusa nisu detektirani. PoviSeni salinitet rezultirao je
statisti¢ki znacajnim porastom indol-3-acetonitrila (IAN), intermedijera IAOx puta biosinteze
auksina. Sadrzaj IAN bio je povisen 5 puta uslijed tretmana 100 mM NaCl te ¢ak vise od 10
puta uslijed tretmana 200 mM NaCl u odnosu na kontrolne klijance. Solni stres uzrokovao je
promjene i u preostala dva prekursora sinteze auksina. Najniza koncentracija soli (50 mM)
rezultirala je znacajnim povisenjem razine IAM dok je pri tretmanima 100 i 200 mM soli
zabiljezen trend opadanja i priblizavanje koli¢inama izmjerenim u kontrolnim klijancima.
Koncentracija IPyA ostala je nepromjenjena uslijed 50 i 100 mM saliniteta u odnosu na
kontrolne klijance, a tretman najviSom koncentracijom soli rezultirao je njenim smanjenjem.

Osim ucinka na prekursore biosinteze, poviseni salinitet rezultirao je i promjenama u kolicini
IAA u odnosu na kontrolne klijance. Vise koncentracije soli (100 i 200 mM) rezultirale su
porastom IAA u tretiranim klijancima pri ¢emu je statisticki znacajan rast zabiljeZzen pri
koncentraciji od 200 mM NaCl. Poviseni salinitet na isti je nacin utjecao na promjene u
razinama oksidirane forme IAA, tj. 2-oksoindol-3-octenoj kiselini (oxIAA) i katabolickom
metabolitu, konjugatu indol-3-octene kiseline s aspartatom (IAA-Asp). Pri najviSoj
koncentraciji soli (200 mM) sadrzaj oxIAA i IAA-Asp bio je statisticki znacajno visi u odnosu na
ostale tretmane i kontrolne klijance. Nasuprot tome, koli¢ine konjugata IAA s glukozom (IAA-
Glc) i oksidirane forme tog konjugata (oxIAA-Glc), pri najvisSim koncetracijama soli bile su
statisticki nize.
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Slika 24. Profil auksina u klijancima kineskog kupusa (B. rapa) uslijed solnog stresa (0-200
mM NaCl): indol-3-octena kiselina (IAA); prekursori sinteze: antranilat (ANT), triptofan (TRP),
indol-3-acetamid (IAM), indol-3-piruvatna kiselina (IPyA), indol-3-acetonitril (IAN) i auksinski
metaboliti: 2-oksoindol-3-octena kiselina (oxIAA), indol-3-acetil-L-aspartat (IAA-Asp), indol-3-
acetil-1-glukozil ester (IAA-Glc), 2-oksoindol-3-acetil-1-glukozil ester (oxIAA-Glc). Rezultati su
srednja vrijednost = SD (n=4). Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se
statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05). Pune strelice predstavljaju reakcije za koje su poznati
enzimi i/ili geni, dok isprekidane strelice predstavljaju reakcije katalizirane trenutno
nepoznatim enzmima.
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3.2. ODGOVOR BILJAKA KINESKOG KUPUSA (B. rapa) NA POVISENI SALINITET

Biljke kineskog kupusa uzgojene su hidroponski do starosti tri tjedna te tretirane NaCl (50-
200 mM) u trajanju od 24 h (Slika 25a). Odgovor biljaka kineskog kupusa (B. rapa) na povisen
salinitet praéen je na fizioloskoj, biokemijskoj, hormonskoj i molekularnoj razini u listovima i
korijenu.

3.2.1. Fizioloski i biokemijski odgovori

U okviru fizioloskog odgovora pradena je ucinkovitost fotosustava Il. Biokemijski odgovori
biljaka obuhvacaju analize iona Na* i K*, sadrzaj osmolita prolina, te antioksidacijski odgovor
biljaka: enzimatski (aktivnosti antioksidacijskih enzima) i ne-enzimatski (promjene u sadrzaju
askorbinske kiseline, glutationa i fenolnih kiselina). Nadalje, u okviru biokemijskih analiza
praceni su produkti lipidne peroksidacije (malondialdehidi) i proteinske reaktivne karbonilne
grupe (karbonili) ¢ija razina moZze biti povecana uslijed prisutnosti stresora.

3.2.1.1. Fotosintetska ucinkovitost fotosustava Il

Utjecaj solnog stresa na fotosintetsku ucinkovitost fotosustava Il u listovima hidroponski
uzgojenih biljaka kineskog kupusa uslijed tretmana razli¢itim koncentracijama natrijevog
klorida (0-200 mM) prikazan je na Slici 25.

Mjerenjima fluorescencije klorofila a uocen je ucinak solnih tretmana na fotosintetsku
ucinkovitost biljaka kineskog kupusa. U uvjetima blagog saliniteta (50 mM) maksimalni
prinos kvanta fotosustava Il (Fv/Fm) tretiranih biljaka bio je jednak Fv/Fm vrijednostima
kontrole (0 mM). Porast koncentracije soli u otopini rezultirao je smanjenjem Fv/Fm na
statisti¢ki znacajnoj razini pri obje koncentracije soli (100 i 200 mM). Indeks fotosintetske
ucinkovitosti (PIABS) kontinuirano se statisticki znacajno snizavao uslijed poviSenja saliniteta
te je pri 200 mM NacCl iznosio oko 60% vrijednosti izmjerenih u kontrolama.
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Slika 25. Reprezentativne fotografije tri tjedna starih biljaka kineskog kupusa u kontrolnim
uvjetima (0 mM NaCl) i pri najviSem salinitetu (200 mM) nakon 24h tretmana (a) i
ucinkovitost fotosustava Il uslijed solnog stresa (0-200 mM NacCl) nakon 24 h tretmana (b).
Rezultati su srednja vrijednost + SD (n=18). Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima
medusobno se statisticki znac¢ajno razlikuju (p < 0,05).

3.2.1.2. Sadrzaj natrijevih i kalijevih iona i osmolita prolina

Tretmani razli¢itim koncentracijama NaCl (50-200 mM) rezultirali su promjenama u sadrzaju
iona kalija i natrija u korijenu i listovima kineskog kupusa (Slika 26a).

U korijenu netretiranih biljaka kineskog kupusa izmjereno je 54,83 + 0,68 mg/g s.m. iona K*
te 1,15 £ 0,05 mg/g s.m. iona Na*. Uslijed poviSenja saliniteta sadrzaj iona kalija kontinuirano
je opadao porastom koncentracije soli u otopini uz istovremeni porast iona natrija u korijenu
kineskog kupusa na statisticki znacajnoj razini. Pri 50, 100 i 200 mM tretmanu sadrZaj iona K*
u korijenu tretiranih biljaka iznosio je 51%, 31% i 11% od vrijednosti u kontrolama, a sadrzaj
iona Na* bio je povisen 21, 33 i 50 puta u odnosu na vrijednosti u kontrolnim biljkama.
Sukladno tome, omjer iona natrija i kalija (Na*/K*) u korijenu tretiranih biljaka iznosio je: 0,8,
2,219,5 pri 50, 100 i 200 mM soli, Sto predstavlja porast od 41, 108 i 453 puta u odnosu na
korijen kontrolnih biljaka ciji je Na*/K* omjer iznosio 0,02. U listovima netretiranih biljaka
koncentracija K* iznosila je 43,12 + 1,50 mg/g s.m, a Na* 0,76 + 0,00 mg/g s.m. tj. omjer
Na*/K* je bio isti kao u korijenu (0,02). U tretiranih biljaka pri 50 mM NaCl sadrzaj K* je bio
snizen za 9%, a pri 100 i 200 mM soli za oko 15% u odnosu na kontrole. Usporedno, sadrzaj
iona Na* statisticki znacajno je porastao 7, 9 i 39 puta uslijed 50, 100 i 200 mM saliniteta
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¢ime je Na*/K* omjer porastao sa 0,02 u kontrolnih biljaka na 0,13, 0,18 i 0,8 pri spomenutim
tretmanima. Uoceno je da je destabilizacija omjera Na*/K* izrazitija u korijenu nego u
listovima kineskog kupusa uslijed solnog stresa.
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Slika 26. Sadrzaj iona natrija i kalija (a) i prolina (b) u korijenu i listovima kineskog kupusa
uslijed solnog stresa (0-200 mM NacCl). Vrijednosti ozna¢ene razli¢itim slovima medusobno
se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0,05). Rezultati su srednja vrijednost * SD (n=3 pri (a);
n=5 pri (b)). Na slici (a) velika tiskana slova predstavljaju statisticku usporedbu sadrzaja iona
kalija, a mala tiskana slova statisti¢ku usporedbu sadrzaja iona natrija.

Promjene u sadrZaju prolina u korijenu i listovima kineskog kupusa uslijed povisenog
saliniteta prikazane su na Slici 26b. Netretirane biljke kineskog kupusa imaju 0,02 + 0,00
umol/g svj.m. prolina u korijenu te 0,08 + 0,01 pmol/g svj.m. prolina u listovima. Blagi porast
prolina u korijenu kineskog kupusa zabiljezen je pri koncentraciji soli 50 mM uz kontinuirani
porast prilikom povisenja saliniteta. Pri najviSem solnom tretmanu (200 mM) sadrzaj prolina
bio je povisen 10 puta u odnosu na kontrolu (0,2 pmol/g svj.m.). U listovima tretiranih biljaka
nakupljanje prolina bilo je jace izrazeno. Solni tretmani uzrokovali su statisti¢ki znacajan
porast prolina uslijed poviSenja saliniteta pri ¢emu je prolin bio povisen 2, 6 i 15 puta pri 50,
100i 200 mM NaCl u odnosu na kontrolu.
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3.2.1.3. Antioksidacijski odgovor: aktivnosti antioksidacijskih enzima

Specificne aktivnosti antioksidacijskih enzima u korijenu i listovima kineskog kupusa uslijed
povisenog saliniteta prikazane su u Tablici 8. Pri svim koncentracijama soli (50, 100 i 200
mM) aktivost CAT u korijenu biljaka bila je statisti¢ki niza u odnosu na aktivnost CAT u
kontrolama dok je aktivnost APX bila statisticki znacajno povisena pri 100 mM tretmanu.
Porastom saliniteta na 200 mM NaCl aktivnost APX statisticki opada ispod aktivnosti APX
korijena kontrole. Solni tretmani na slican su nacin utjecali i na aktivhost SOD u korijenu
kineskog kupusa pri ¢emu je aktivnost uslijed 100 mM soli bila statisticki visa u odnosu na
kontrolu. Pri najviSoj koncentraciji saliniteta (200 mM) aktivnost SOD snizila se na kontrolne
vrijednosti. Aktivnost GPX bila je povisena pri svim koncentracijama soli pri éemu je tretman
200 mM NaCl najizrazenije aktivirao enzim.

U listovima, slicno kao i u korijenu, aktivnost CAT bila je snizena porastom koncentracije
stresora. Aktivnost APX bila je statisticki najvisa pri 50 mM tretmanu, a pri visim
koncentracijama soli (100 i 200 mM) jednaka kontroli. Pri svim koncentracijama soli (50, 100
i 200 mM) aktivnost GPOX bila je povisena u odnosu na kontrolu no najvisa aktivnost enzima
izmjerena je pri 100 mM NacCl. Aktivnost SOD u listovima kineskog kupusa pri 50 i 100 mM
soli bila je statisticki poviSena u odnosu na kontrolu, a porast saliniteta na 200 mM dodatno
je povisio aktivnost enzima.

Tablica 8. Specificne aktivnosti antioksidacijskih enzima: katalaza (CAT), askorbat
peroksidaza (APX), gvajakol peroksidaza (GPOX) i superoksid dismutaza (SOD) u korijenu i
listovima kineskog kupusa uslijed solnog stresa (0-200 mM NacCl). Aktivnosti enzima
definirana je kao jedinica aktivnosti po miligramu proteina (U/mg proteina). Rezultati su
srednja vrijednost + SD (n=4). Aktivhost enzima izmjerena u korijenu i aktivnost enzima
izmjerena u listovima oznacene razlicitim slovima u svakom stupcu medusobno se statisticki

znacajno razlikuju (p < 0,05).

NaCl (mM) CAT APX GPOX SOD
Korijen 0 0,040 +£0,003° 0,50 + 0,03 5,80 +1,04°¢ 85,50 + 1,60°
50 0,011 +0,002> 0,45+0,03° 8,49 + 1,34 101,55 + 11,58
100 0,009 +0,001® 0,73+0,06° 11,23+3,17%> 141,19 +11,26°
200 0,011+0,002°> 0,31+0,07¢ 15,26+ 1,51° 93,11 +4,36°
NaCl (mM) CAT APX GPOX SOD
Listovi 0 0,016 +0,002° 0,12 +0,07° 0,47 £0,01° 22,25+0,73°¢
50 0,014 +0,002®* 0,26+0,16° 0,50+0,13% 44,01 + 4,98°
100 0,011 +0,002°¢ 0,18 +0,02° 0,68 + 0,062 38,88 £3,47°
200 0,008 £0,001¢ 0,20+0,03* 0,63 +0,02% 71,71 £9,40°
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3.2.1.4. Antioksidacijski odgovor: sadrzaj askorbinske kiselina i glutationa

Askorbinska kiselina i glutation spojevi su s antioksidacijskim djelovanjem koji sudjeluju u
odrzavanju redoks stanja u biljnim stanicama. Promjene u sadrzaju askorbinske kiseline,
reduciranog (GSH) i oksidiranog (GSSG) glutationa u korijenu i listovima kineskog kupusa
uslijed poviSenog saliniteta prikazane su na Slici 27.

U korijenu netretiranih biljaka izmjerena je koncentracija askorbinske kiseline od 56,12 +
4,58 nmol/g svj.m. dok listovi sadrze 3 puta vise askorbinske kiseline (165,16 + 6,97 nmol/g
svj.m.). U¢inak saliniteta na koli¢inu askorbinske kiseline u korijenu tretiranih biljaka vidljiv je
pri viSem salinitetu (100 i 200 mM) gdje je doSlo do povecanja sadrZaja askorbinske kiseline
na statisti¢ki znacajnoj razini. U listovima uslijed solnih tretmana nije doslo do promjena u
koli¢ini askorbinske kiseline.
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Slika 27. Promjene u sadrzaju antioksidansa: askorbinske kiseline (a) i reduciranog i
oksidiranog glutationa (b) u listovima i korijenu kineskog kupusa uslijed solnog stresa (0-200
mM NaCl). Rezultati su srednja vrijednost + SD (n=5 pri (a); n=3 pri (b)). Vrijednosti oznacene
razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju (p < 0,05). Na slici (b) velika
tiskana slova predstavljaju statisticku usporedbu sadrZaja oksidiranog glutationa, a mala
tiskana slova statisti¢ku usporedbu sadrzaja reduciranog glutationa.

Koli¢ina GSH u korijenu kontrolnih biljaka iznosila je 253,61 + 20,24 nmol/g svj.m., dok su
listovi kontrola sadrzavali 300,00 + 16,70 nmol/g svj.m. GSSG bio je zastupljen u
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Cetverostruko visoj koli¢ini u korijenu kineskog kupusa (80,56 + 6,79 nmol/g svj.m.) u odnosu
na listove kontrola (19,43 + 2,60 nmol/g svj.m.). Povisenje koli¢ine GSH u korijenu tretiranih
biljaka zabiljezeno je jedino pri 100 mM soli, a porastom saliniteta na 200 mM koli¢ina GSH
opada na kontrolne vrijednosti. GSSG bio je zna¢ajno najvisi pri 50 mM NaCl. U listovima,
poviSenje saliniteta uzrokovalo je kontinuirani porast GSH, a statisticki znacajno najvise GSSG
izmjereno je pri 100 mM tretmanu.

3.2.1.5. Antioksidacijski odgovor: profil i sadrZaj fenolnih kiselina

U korijenu i listovima kineskog kupusa ukupno je identificirano i kvantificirano 14 fenolnih
kiselina (u slobodnom obliku i vezanih na stani¢ne stijenke) tekuéinskom kromatografijom
visoke ucinkovitosti uz koristenje spektometra masa (UHPLC-MS/MS) te su zabiljezene
promjene u njihovu sadrzaju uslijed povisenog saliniteta.

Sastav i koli¢ina fenolnih kiselina u korijenu kineskog kupusa uslijed solnog stresa prikazani
su u Tablici 9. U korijenu kontrolnih biljaka najzastupljenija slobodna fenolna kiselina je
salicilna kiselina (6,5 pg/g s.m.), a zatim slijede: vanilinska i p-kumarinska (2,0 pug/g s.m.), p-
hidroksibenzojeva i ferulinska (1,7 pg/g s.m.) te protokatehinska kiselina (1,2 ug/g s.m.).
Ostale slobodne fenolne kiseline bile su zastupljene u koncentracijama nizim od 1 pg/g s.m.
ili nisu detektirane koristenom metodom (izoferulinska). Solni tretmani (50, 100 i 200 mM
NaCl) utjecali su na promjene u sastavu i koli¢ini slobodnih fenolnih kiselina. Solni tretmani
rezultirali su statisticki znacajno niZzim koli¢inama protokatehinske, sinapinske i siringinske
kiseline u korijenu tretiranih u odnosu na korijen kontrolnih biljaka. Takoder, uslijed 50 mM
saliniteta koli¢ina galne kiseline bila je 2,5 puta niZa u odnosu na kontrolu dok pri viSim
koncentracijama soli galna kiselina nije detektirana. Tretman 50 mM NaCl inducirao je porast
salicilne i klorogenske kiseline na statisticki znacajnoj razini, a viSe koncentracije soli (100 i
200 mM) uzrokovale su kontinuirani pad u sadrzaju obje kiseline u korijenu tretiranih biljaka.
Svi solni tretmani (50, 100 i 200 mM) utjecali su na porast p-hidroksibenzojeve i p-
kumarinske kiseline pri ¢emu je najizrazeniji porast izmjeren pri 50 mM salinitetu uslijed
kojeg je koli¢ina p-hidroksibenzojeve bila poviSena 3 puta, a koli¢ina p-kumarinske kiseline
1,5 puta u odnosu na kontrolu. Takoder, solni tretmani rezultirali su porastom vanilinske i
ferulinske kiseline u korijenu tretiranih biljaka pri cemu su uslijed 200 mM soli koli¢ine obje
kiseline bile statisticki znacajno najvise (1,5 puta u odnosu na kontrolu) dok je sadrzaj m-
hidroksibenzojeve kiseline i kava kiseline uslijed solnog stresa ostao nepromjenjen. Takoder,
gentisinska kiselina pri 50 mM salinitetu bila je nepromjenjena, a pri viS$im koncentracijama
soli nije detektirana u slobodnom obliku.

Najzastupljenija fenolna kiselina vezana na stani¢ne stijenke stanica korijena kontrolnih
biljaka kineskog kupusa je ferulinska kiselina (21,4 pg/g s.m) (Tablica 9). Potom iza nje po
kolicini slijede vanilinska i p-kumarinska (oko 3,3 pg/g s.m.) te salicilna i p-hidroksibenzojeva
kiselina (2,1 pg/g s.m.). Ostale vezane fenolne kiseline bile su zastupljene u koncentracijama
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od oko 1 pg/g s.m i nizim, a neke fenolne kiseline nisu detektirane u vezanom obliku (galna
kiselina, m-hidroksibenzojeva kiselina, klorogenska kiselina). Solni tretmani utjecali su i na
promjene u sadrzaju fenolnih kiselina stani¢nih stijenki korijena. Zabiljezen je kontinuirani
statisticki znacajan porast p-hidroksibenzojeve i vanilinske kiseline kao rezultat porasta
saliniteta pri cemu je uslijed 200 mM soli sadrZaj obje vezane kiseline bio oko 2,3 puta visi u
odnosu na kontrolu. Takoder, pri svim koncentracijama soli (50, 100 i 200 mM) kava kiselina i
p-kumarinska bile su statisti¢ki znacajno povisene. Takoder, uslijed solnih tretmana vidljiv je
trend porasta ferulinske kiseline pri ¢emu je najvisa koncentracija najzastupljenije fenolne
kiseline stanicnih stijenki izmjerena uslijed 100 mM saliniteta (1,5 puta vise u odnosu na
kontrolu). Porast u koli¢ini protokatehinske i siringinske kiseline zabiljezen je jedino uslijed
200 mM saliniteta. Tretman 100 mM soli inducirao je porast razine vezane gentisinske
kiseline od 2,4 puta u odnosu na kontrolu, a porastom saliniteta (200 mM) koli¢ina getisinske
kiseline opada na koli¢inu u stijenkama korijena kontrolnih biljaka. Najniza koncentracija
NaCl (50 mM) rezultirala je statisticki znacajnim dvostukim povecanjem vezane salicilne
kiseline, a porast saliniteta (100 i 200 mM) uzrokovao je kontinuirano smanjenje koli¢ine
salicilne kiseline ispod vrijednosti kontrola. Tijekom solnih tretmana (50, 100 i 200 mM NacCl)
sadrzaj sinapinske i izoferulinske kiseline u stani¢nim stijenkama kineskog kupusa bio je
nepromijenjen.
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Tablica 9. Sastav i koli¢ina slobodnih fenolnih kiselina i fenolnih kiselina vezanih na stanicne
stijenke (ug/g s.m.) u korijenu kineskog kupusa uslijed solnog stresa (0-200 mM Nacl).
Rezultati su srednja vrijednost + SD (n=3). Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u istom

redu medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05). s.m.-suha masa, n.d.-nije

detektirano

Slobodne kiseline

0 mM NacCl 50 mM NacCl 100 mM NaCl 200 mM NacCl
(ne/g s.m.)
galna 0,61 + 0,042 0,25 + 0,03 n.d. n.d.
protokatehinska 1,20+ 0,02 0,79 + 0,04 0,63 +0,02¢ 0,58 + 0,03¢
gentisinska 0,32 + 0,052 0,30 £ 0,042 n.d. n.d.
p-hidroksibenzojeva 1,70 £ 0,05°¢ 3,70 £ 0,06° 2,36 +0,01° 2,46 + 0,02°
m-hidroksibenzojeva 0,08 +0,01° 0,07 £ 0,01° 0,06 + 0,012 0,06 £ 0,012
klorogenska 0,56 + 0,04° 0,68 + 0,032 0,41 £ 0,04¢ 0,09 + 0,00¢
kava 0,60 + 0,06 0,51+0,07° 0,64 + 0,082 0,80+0,11°
vanilinska 2,00 +0,06° 2,84 + 0,46 2,56 +0,20%° 3,07 £0,35°
siringinska 0,82+0,062 0,62 +0,02° 0,54 + 0,05° 0,58 + 0,08
p-kumarinska 1,93 +0,05° 2,98 +0,18° 2,40 +0,36%° 2,26 +0,16%°
sinapinska 0,31 +0,05° 0,19 £ 0,04b 0,14 + 0,02 0,14 £ 0,01°
ferulinska 1,62+0,11° 2,15 +0,11% 1,90 + 0,04°b¢ 2,51+0,21°
izoferulinska n.d. n.d. n.d. n.d.
salicilna 6,45 +0,11° 15,86 + 0,18 4,82 +0,02¢ 2,38 + 0,05¢
Vezane kiseline OmMNaCl 50 mMNaCl 100 mM NaCl 200 mM Nacl
(ng/gs.m.)
galna n.d. n.d. n.d. n.d.
protokatehinska 0,49 + 0,012 0,42 + 0,00° 0,43 + 0,03 0,52 +0,03°
gentisinska 1,08 +0,12° 1,10 £ 0,14° 2,43 £ 0,072 1,17 + 0,09°
p-hidroksibenzojeva 2,01 +0,12¢ 3,00 + 3,06°¢ 3,57 +0,04° 4,72 +0,09°
m-hidroksibenzojeva n.d. n.d. n.d. n.d.
klorogenska n.d. n.d. n.d. n.d.
kava 0,32 +0,03" 0,43 £ 0,01° 0,45 £ 0,032 0,48 £0,01°
vanilinska 3,30 £ 0,04°¢ 5,42 +0,07° 5,62+ 0,08 7,72 £0,20°
siringinska 1,20 + 0,07° 1,40 + 0,05° 1,24 + 0,08 1,73 £ 0,06
p-kumarinska 3,20 + 0,05° 4,50 £ 0,09° 4,85 £ 0,30° 4,73 £0,33°
sinapinska 0,06 + 0,00° 0,08 £ 0,01° 0,06 £ 0,00? 0,06 £ 0,00?
ferulinska 21,48 +0,36° 26,10+0,22° 30,99 +1,38° 28,72 +2,53%
izoferulinska 1,28 £+ 0,03° 1,28 £+ 0,022 1,29 £ 0,042 1,21 +0,03°
salicilna 2,10+ 0,05° 4,01 £ 0,082 1,89 + 0,02°¢ 1,37 + 0,044
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Sastav i koli¢ina fenolnih kiselina u listovima kineskog kupusa uslijed solnog stresa prikazani
su u Tablici 10. Od kvantificiranih slobodnih kiselina, najzastupljenija fenolna kiselina u
listovima kontrolnih biljaka je klorogenska kiselina (10,98 ug/g s.m.). Potom po kolicini
slijede izoferulinska i kava kiselina (1,6 pg/g s.m.), p-hidroksibenzojeva (1,5 pg/g s.m.),
salicilina kiselina i protokatehinska (0,9 pg/g s.m.). U najnizim koncentracijama u slobodnom
obliku bile su zastupljene vanilinska kiselina (0,7 pg/g s.m.) i siringinska kiselina (0,26 ug/g
s.m.). Pojedine fenolne kiseline nisu detektirane (galna, gentisinska i m-hidroksibenzojeva) te
pojedine, radi ko-elucija s drugim metabolitima tijekom analize nisu kvantificirane (p-
kumarinska, sinapinska, ferulinska). Uslijed solnih tretmana (50, 100 i 200 mM NaCl) koli¢ine
protokatehinske kiseline, p-hidroksibenzojeve i kava kiseline bile su znatno nize u listovima
tretiranih biljaka u odnosu na listove kontrolnih biljaka, a razina siringinske kiseline ostala je
gotovo nepromijenjena pri poviSenom salinitetu. Suprotno tome, zabiljezen je statisticki
znacajan kontinuirani porast klorogenske kiseline pri svim koncentracijama soli pri cemu je
najvisa koli¢ina klorogenske kiseline izmjerena pri 200 mM tretmanu (1,5 puta vise u odnosu
na kontrolu). Takoder, tretmani 50 i 100 mM soli rezultirali su poviSenim sadrZajem izo-
ferulinske i salicilne kiseline, a najvisa tocka saliniteta (200 mM) rezultirala je s 1,5 puta vise
izoferulinske te 2,4 puta viSe salicilne kiseline u listovima tretiranih biljaka u odnosu na
kontrolu.

Jednako kao i u korijenu kineskog kupusa, najzastupljenija fenolna kiselina vezana na
stani¢ne stijenke u stanicama listova kineskog kupusa je ferulinska kiselina (130 ug/g s.m.)
(Tablica 10). Potom slijede sinapinska kiselina (101 pg/g s.m.), izoferulinska (33 pg/g s.m.), p-
kumarinska (27 pg/g s.m.), kava kiselina (2,5 pg/g s.m.), 4-hidroksibenzojeva (1,7 pug/g s.m.) i
vanilinska kiselina (1,4 pg/g s.m.) dok ostale vezane kiseline su bile prisutne u
koncentracijama nizim od 1 pg/g s.m. ili nisu detektirane (galna kiselina). Uslijed solnog
stresa zabiljeZzene su promjene u razini vezanih fenolnih kiselina u listovima kineskog kupusa.
Koli¢ina vezane sinapinske kiseline kontinuirano se smanjivala porastom saliniteta te je pri
200 mM NaCl iznosila 50% koli¢ine kontrole. Takoder, koncentracija p-kumarinske kiseline
bila je djelomi¢no smanjena uslijed solnih tretmana u odnosu na kontrolu, dok su p-
hidroksibenzojeva, kava, siringinska i izoferulinska kiselina bile nepromjenjene. Najniza
koncentracija soli (50 mM) utjecala je na statisticki znacajan porast protokatehinske i
gentisinske kiseline, a pri visem salinitetu (100 i 200 mM) sadrzZaj obje kiseline priblizno je
jednak kontrolama. Dvostruko vise m-hidroksibenzojeve kiseline izmjereno je pri 100 mM
soli, dok je koli¢ina vezane vanilinske kiseline i saliciline kiseline statisticki znacajno bila
poviSena pri sve tri koncentracije saliniteta (50, 100 i 200 mM) u odnosu na kontrolu.
Takoder, solni tretmani uzrokovali su porast vezane ferulinske kiseline pri ¢emu je uslijed
tretmana 100 mM soli koli¢ina vezane ferulinske kiseline na stani¢ne stijenke listova
kineskog kupusa bila statisticki najvisa.
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Tablica 10. Sastav i koli¢ina slobodnih fenolnih kiselina i fenolnih kiselina vezanih na stanic¢ne
stijenke (ug/g s.m.) u listovima kineskog kupusa uslijed solnog stresa (0-200 mM NaCl).
Rezultati su srednja vrijednost + SD (n=3). Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u istom

redu medusobno se statisticki znacajno razlikuju (p < 0,05). s.m.-suha masa, n.d.-nije

detektirano, n.k.-nije kvantificirano.

Slobodne kiseline

0 mM NacCl 50 mM NacCl 100 mM NaCl 200 mM NacCl
(ne/g s.m.)
galna n.d. n.d. n.d. n.d.
protokatehinska 0,86 + 0,012 0,69 + 0,03 0,58 + 0,03¢ 0,68 + 0,02
gentisinska n.d. n.d. n.d. n.d.
p-hidroksibenzojeva 1,48 + 0,042 1,38 + 0,02 1,16 + 0,02¢ 0,98 +0,01¢
m-hidroksibenzojeva n.d. n.d. n.d. n.d.
klorogenska 10,98 + 0,069 15,57 +0,14° 13,47 £ 0,15¢ 16,92 +0,17°
kava 1,65+ 0,04° 1,51+ 0,02° 1,03 £ 0,02¢ 1,02 £0,03¢
vanilinska 0,65 + 0,06 n.d. n.d. n.d.
siringinska 0,26 £ 0,00° 0,33 £0,05° 0,14 +0,01° 0,28 £ 0,062
p-kumarinska n.k. n.k n.k n.k
sinapinska n.k. n.k. n.k. n.k.
ferulinska n.k. n.k. n.k. n.k.
izoferulinska 1,67 £ 0,04¢ 2,07 +0,10° 1,90 + 0,10° 2,44 £ 0,02°
salicilna 0,91 £ 0,04°¢ 1,38 + 0,03° 1,27 +0,04° 2,35+0,03°
Vezane kiseline OmMNaCl 50 mMNaCl 100 mM NaCl 200 mM Nacl
(ng/g s.m.)
galna n.d. n.d. n.d. n.d.
protokatehinska 0,09 +0,01° 0,14 +0,02° 0,10 + 0,02% 0,10 + 0,002
gentisinska 0,75 + 0,03"¢ 0,95 £+ 0,02° 0,68 £ 0,05°¢ 0,85 + 0,03
p-hidroksibenzojeva 1,68 £ 0,032 1,67 £ 0,032 1,60 + 0,022 1,65+ 0,02°
m-hidroksibenzojeva 0,03 +0,01°¢ 0,02 £ 0,00°¢ 0,06 £ 0,01° 0,05 + 0,012
klorogenska n.d. n.d. n.d. n.d.
kava 2,50+ 0,07° 3,78 +0,41° 3,92 +0,37° 3,96 +0,78°
vanilinska 1,38 +0,01° 1,83 +0,12° 1,81 +£0,07° 1,78 £0,14°
siringinska 0,41 +0,02° 0,48 £ 0,042 0,47 £0,01° 0,53 £ 0,082
p-kumarinska 27,33+0,14° 24,66+1,01¢ 27,12+0,292® 25,54 +0,14%¢
sinapinska 101,42 +4,81* 83,04+0,21° 63,04 +0,23¢ 41,65 + 0,709
ferulinska 130,52 +9,34° 162,98 +1,65° 184,12 +0,49° 176,73 +0,79%°
izoferulinska 33,09+0,29° 38,63+4,58 42,35+ 3,55° 39,81 +1,94°
salicilna 0,39+ 0,01°¢ 0,46 +0,02° 0,47 +0,01° 0,64 +0,02°
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3.2.1.6. Pokazatelji oksidativnih oStecenja: sadrzaj malondialdehida i karbonila

Povecani sadrzaj malondialdehida ukazuje na oksidativno osteéenje lipida dok je poveéana
razina karbonila rezultat oksidativnih oStecenja proteina. Utjecaj solnog stresa na koli¢inu
malondialdehida i karbonila u listovima i korijenu kineskog kupusa pri razlicitim
koncentracijama soli (0-200 mM NaCl) prikazan je na Slici 28. Solni tretmani (50-200 mM
NaCl) uzrokovali su statisticki znacajan porast malondialdehida u korijenu kineskog kupusa. U
listovima, vise koncentracije NaCl (100 i 200 mM) uzrokovale su dvostruko povecanje
koli¢ine malonidaldehida.

Solni tretmani (50, 100 i 200 mM NaCl) nisu utjecali na promjene u koli¢ini reaktivnih
karbonilnih grupa proteina u korijenu i listovima kineskog kupusa.

a) 16 7 Okorlen  MALONDIALDEHID s b) 80 7 Okorijen KARBONILI
DOlistovi _} e Olistovi
A 2
12 - = 4 a
£ B B g ©0 a A A 1@ A a
= £3 ] A +
a C 1 = Q — _I_ e —— A - ]
o0 b 8o
> 8 b £ 40 -
S >
4]
= g
<
a 20 -
0 t t t { 0 t t t i
0 50 100 200 0 50 100 200
NaCl (mM) NacCl (mM)

Slika 28. Pokazatelji oksidativnih osteé¢enja: malondialdehid (a) i karbonili (b) u listovima i
korijenu kineskog kupusa uslijed solnog stresa (0-200 mM NaCl). Rezultati su srednja
vrijednost + SD (n=5). Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki
znacajno razlikuju (p < 0,05). Velika tiskana slova predstavljaju statisticku usporedbu
vrijednosti u korijenu, a mala tiskana slova statisti¢ku usporedbu vrijednosti u listovima.

3.2.2. Hormonski odgovor: hormoni stresa i auksini

Utjecaj poviSenog saliniteta na hormone stresa i auksinski metabolizam u korijenu i listovima
kineskog kupusa prikazani su u poglavlju: 3.3. Komparacija odgovora kupusnjaca: kineskog
kupusa (B. rapa), bijelog kupusa (B. oleracea var. capitata) i rastike (B. oleracea var.
acephala) na poviseni salinitet.
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3.2.3. Molekularni odgovor: ekspresija gena za auksin-amidohidrolaze

Auksin-amidohidrolaze su porodica enzima uklju¢ena u odrZavanje homeostaze auksina pri
¢emu kataliziraju reakcije hidrolize reverzibilnih auksinskih konjugata prvenstveno s
aminokiselinama te Sec¢erima radi oslobodanja slobodnih auksina, ponajprije IAA. Promjene
u ekspresiji gena za auksin-amidohidrolaze 1AR3, ILL2 i ILR1 uslijed poviSenog saliniteta
prikazane su na Slici 29. Ekspresija gena pracena je nakon Sest sati tretmana pojedinom
koncentracijom NaCl.
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Slika 29. Ekspresija gena BralAR3, BrallLL2 i BralLR1 uslijed solnog stresa (50-200 mM NacCl)
normalizirana na razinu ekspresije gena u kontrolnim biljkama (vrijednost 1) nakon 6 h
tretmana. Rezultati su srednja vrijednost + SD (n=4). Zvjezdice prikazuju statisticki znacajnu
razliku u tretmanima (50, 100 i 200 mM NaCl) u odnosu na kontrolu (0 mM NaCl) u
Studentovom t-testu (t-test; *, **, i *** odgovaraju redom p-vrijednostima 0,05 > p > 0,01;
0,01>p>0,001;ip<0,001).

Razina ekspresije gena za auksin-amidohidrolaze pri poviSenom salinitetu bila je
promjenjena u odnosu na kontrole. U korijenu kineskog kupusa zabiljezen je dvostruki porast
koli¢ine transkripta BralAR3 pri 100 mM NaCl te ¢ak Sest puta pri 200 mM. Najvisi saliniteta
(200 mM) takoder je utjecao na porast razine transkripta BralLR1 od pet puta u korijenu
kineskog kupusa, dok pri niZim koncentracijama soli nisu zabiljeZzene statisticki znacajne
promjene. Solni stres nije utjecao na promjene u ekspresiji gena BrallLL2, kako u korijenu
tako i u listovima. U listovima, transkript BralAR3 bio je dvostruko povisen jedino pri 50 mM
u odnosu na kontrolu dok su vise tocke saliniteta (100 i 200 mM) utjecale na promjene u
razini ekspresije BralLR1 ¢ime je peterostruko vise transkipta izmjereno pri 200 mM solnom
stresu.
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3.3. KOMPARACIJA ODGOVORA KUPUSNJACA: KINESKOG KUPUSA (B. rapa), BUELOG
KUPUSA (B. oleracea var. capitata) | RASTIKE (B. oleracea var. acephala) NA POVISENI
SALINITET

Tri komercijalno interesantne kupusnjace (kineski kupus, bijeli kupus i rastika) ispitane su na
solni stres testom inhibicije korijena te su njihovi odgovori na stres komparirani na
hormonskoj razini.

3.3.1. Inhibicija rasta korijena klijanaca

Brzi odgovor triju komercijalno vaznih kupusnja¢a na poviSeni salinitet istrazen je testom
inhibicije korijena na klijancima. Rezultati testova inhibicije rasta korijena pokazali su
inhibitorni uc¢inak rastuce koncentracije NaCl (50, 100 i 200 mM) na rast korijena klijanaca
kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike (Slika 30). Tretman 50 mM soli inhibirao je rast
korijena kineskog kupusa 63%, bijelog kupusa 37% i rastike 28% u odnosu na kontrolne
klijance. Tretman 100 mM soli rezultirao je 94% inhibicijom rasta korijena kineskog kupusa
dok je pri istoj koncentraciji soli inhibicija rasta korijena bijelog kupusa i rastike iznosila 67%
u odnosu na kontrolne klijance. Pri 200 mM NacCl, rast korijena kineskog kupusa bio je u
potpunosti inhibiran (100%) dok je inhibicija rasta korijena bijelog kupusa i rastike iznosila
93% u odnosu na kontrolne klijance. Na osnovu rezultata testova inhibicije korijena vidljivo

bijelog kupusa i rastike.
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Slika 30. Inhibicija rasta korijena kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike uslijed solnog
stresa (0-200 mM NacCl). Rezultati su izrazeni kao postotak (%) u odnosu na odgovarajuce
kontrole (netretirane klijance) uslijed 24h tretmana. Rezultati su srednja vrijednost + SD
(n=30). Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki znacajno razlikuju u
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3.3.2. Analize hormona stresa

Hormoni stresa: abscizinska kiselina (ABA), salicilna kiselina (SA) i jasmonati tj. jasmonska
kiselina (JA) i jasmonoil-izoleucin (JA-lle) identificirani su i kvantificirani tekuéinskom
kromatografijom visoke ucinkovitosti uz koristenje spektometra masa (UHPLC-MS/MS) u
listovima i korijenu kupusnjaca uzgojenih hidroponski i tretiranih NaCl (50-200 mM).
Apsolutne koli¢éine hormona stresa (pmol/g s.m.) prikazane su u poglavlju 9. Prilozi.
Izmjerene vrijednosti pri razli¢itim koncentracijama soli (50-200 mM NaCl) normalizirane su
na odgovarajuce kontrole (0 mM) za svaki kultivar i prikazane na Slikama 31-33.

Promjene u koli¢inama ABA u korijenu i listovima kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike
uslijed solnog stresa prikazane su na Slici 31.

Tretman najnizom koncentracijom NaCl (50 mM) rezultirao je porastom koli¢ine ABA u
korijenu triju kupusnjaca na statisticki znacajnoj razini u odnosu na kontrolne biljke pri ¢emu
je najizrazeniji porast zabiljezen u korijenu kineskog kupusa. Pri 100 mM otopini soli u
korijenu kineskog kupusa i bijelog kupusa koncentracija ABA je porasla dva puta, a u korijenu
rastike tri puta u odnosu na kontrolne biljke. Najvisa koncentracija soli (200 mM) prouzrocila
je pad razine ABA u korijenu kineskog kupusa na 40% vrijednosti izmjerene u kontrolnim
uzorcima. U korijenu bijelog kupusa pri 200 mM NaCl razina ABA bila je priblizno jednaka kao
i pri 100 mM tretmanu, a u korijenu rastike gotovo dvostruko visa u odnosu na kontrolne
biljke. U listovima triju kultivara pri svim koncentracijama soli (50, 100 i 200 mM) izmjeren je
statisticki znacajan porast abscizinske kiseline s najviSom razinom znacajnosti. Uslijed 50 mM
NaCl porast ABA u listovima bijelog kupusa bio je 2,5 puta visi, a u listovima kineskog kupusa
i rastike 5,5 puta viSi u odnosu na kontrolne biljke. Porast koncentracije soli (100 mM)
inducirao je porast koli¢ine ABA u listovima bijelog kupusa 6 puta, u listovima rastike 10 puta
te u listovima kineskog kupusa ¢ak 25 puta u odnosu na kontrole. Pri 200 mM soli u listovima
bijelog kupusa koncentracija ABA je bila priblizno jednaka kao i pri 100 mM tretmanu, dok je
kod kineskog kupusa i rastike bila oko 15 puta visa u odnosu na kontrolne listove. Tretman
najviSom koncentracijom soli uzrokovao je pad sadrzaja ABA u listovima kineskog kupusa, a u
listovima rastike porast oko 1,5 puta u odnosu na 100 mM Nacl.
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Slika 31. Promjene u razini apscizinske kiseline u korijenu i listovima kineskog kupusa, bijelog
kupusa i rastike uslijed solnog stresa (50, 100 i 200 mM NaCl). Rezultati su izrazeni kao
relativne jedinice u odnosu na odgovarajuée kontrole (vrijednost 1) za svaki kultivar (n=3 za
kineski kupus; n=4 za bijeli kupus i rastiku). Zvjezdice prikazuju statisticki znacajnu razliku u
tretmanima (50, 100 i 200 mM NaCl) u odnosu na kontrolu (0 mM NaCl) u Studentovom t-
testu (t-test; *, **, i *** odgovaraju redom p-vrijednostima 0,05 > p > 0,01; 0,01 > p > 0,001;
i p <0,001).
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Utjecaj solnog stresa na promjene u koncentracijama jasmonata u korijenu i listovima
kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike prikazan je na Slici 32.

Tretmani razli¢itim koncentracijama soli (50, 100 i 200 mM) djelovali su inhibitorno na
jasmonsku kiselinu (JA) u korijenu triju kupusnjaca u odnosu na kontrolne biljke na statisticki
znacajnoj razini (Slika 32a). JA u korijenu bijelog kupusa i rastike je iznosila 80%, 20% i 10%
sadrZaja JA izmjerene u kontrolnim biljkama pri 50, 100 i 200 mM soli. Pad u sadrzaju JA od
60%, 70% i 80% u odnosu na kontrolne biljke izmjeren je pri 50, 100 i 200 mM NaCl u
korijenu kineskog kupusa. Solni tretmani pokazali su slican ucinak i na koncentracije
jasmonoil-izoleucina (JA-lle) u korijenu sva tri kultivara (Slika 32b). Pri najnizoj koncentraciji
soli (50 mM) Ja-lle u korijenu rastike je bio nepromijenjen, u korijenu bijelog kupusa
statisticki poviSen 1,2 puta, a u korijenu kineskog kupusa 5 puta niZi u odnosu na kontrolne
biljke. S porastom koncentracija soli (100 i 200 mM NaCl) koli¢ine JA-lle u sva tri kultivara bile
su dodatno znacajno smanjene. U listovima, najniza koncentracija NaCl (50 mM) nije utjecala
na promjene u sadrzaju JA kod kineskog i bijelog kupusa, dok je u listovima rastike izmjereno
3,3 puta manje JA u odnosu na kontrolne biljke (Slika 32a). Porast koncentracije soli u
tretmanima rezultirao je statisticki znacajnim kontinuiranim opadanjem koli¢ine JA u
listovima triju kupusnjaca. Koli¢ina JA u listovima kineskog kupusa pri 100 mM soli iznosila je
80%, a pri 200 mM soli 50% sadrzaja JA prisutne u kontrolama. U listovima bijelog kupusa
pad sadrzaja JA od 70% i od 87% izmjeren je pri 100 i 200 mM tretmanu. U listovima rastike,
uslijed povisene koncentracije soli (100 i 200 mM) znacajno se smanijila razina JA (za 80% od
vrijednosti izmjerene u kontrolama). Tretman trima koncentracijama soli nije rezultirao
promjenama u JA-lle u listovima kineskog kupusa na statisti¢ki znacajnoj razini (Slika 32b).
Vise koncentracije soli (100 i 200 mM), prouzrocile su statisticki znacajan pad JA-lle u
listovima bijelog kupusa na 20% i 10% sadrzaja JA-lle u kontrolnim biljkama. Svi solni
tretmani uzrokovali su statisticki zna¢ajno smanjenje razine JA-lle u listovima rastike pri
¢emu su se izmjerene vrijednosti kretale oko 10% kontrole.
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Slika 32. Promjene u razini jasmonske kiseline (a) i jasmonoil-izoleucina (b) u korijenu i

listovima kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike uslijed uslijed solnog stresa (50, 100 i 200
mM NaCl). Rezultati su izraZeni kao relativne jedinice u odnosu na odgovarajuce kontrole
(vrijednost 1) za svaki kultivar (n=3 za kineski kupus; n=4 za bijeli kupus i rastiku). Zvjezdice
prikazuju statisti¢ki znacajnu razliku u tretmanima (50, 100 i 200 mM NaCl) u odnosu na
kontrolu (0 mM NaCl) u Studentovom t-testu (t-test; *, **, i *** odgovaraju p-vrijednostima
redom 0,05 > p >0,01; 0,01 > p >0,001; i p <0,001).
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Promjene u salicilnoj kiselini u korijenu i listovima kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike
uslijed solnog stresa prikazane su na Slici 33.

Promjene u koncentraciji salicilne kiseline pri solnim tretmanima u korijenu i listovima triju
kupusnjaca zabiljeZzene su gotovo pri svim solnim tretmanima (50, 100 i 200 mM NacCl) na
statisticki znacajnoj razini. Tretman 50 mM NaCl rezultirao je porastom koncentracije SA u
korijenu kineskog kupusa, dok je pri istoj koncentraciji soli SA u korijenu bijelog kupusa bila
blago sniZena, a u korijenu rastike nepromijenjena u odnosu na kontrolne biljke. Salinitet od
100 mM soli uzrokovao je statisticki znacajan pad koli¢ine SA u korijenu kineskog kupusa i
rastike od 10%, a u korijenu bijelog kupusa od 50% u odnosu na kontrole. Porast
koncentracije soli (200 mM) potaknuo je daljnji pad SA u korijenu sva tri kultivara pri ¢emu je
razina SA kod kineskog kupusa i rastike iznosila 40%, a kod bijelog kupusa 20% sadrzZaja SA u
kontrolnim biljkama. U listovima bijelog kupusa najniza koncentracija soli (50 mM) dovela je
do najviSeg porasta SA od 3 puta te porasta od 1,6 puta u listovima kineskog kupusa u
odnosu na kontrole. Tretman 50 mM NaCl nije imao utjecaja na SA u listovima rastike. Pri
100 mM soli SA je porasla priblizno oko 1,5 puta u listovima rastike i kineskog kupusa i 2 puta
u listovima bijelog kupusa. U najviSoj tocki saliniteta (200 mM) koncentracija SA u listovima
bijelog kupusa priblizno je ostala jednaka kao i pri 100 mM soli, a u listovima kineskog
kupusa je bila dvostruko visa u odnosu na kontrolne biljke. NajizraZzeniji utjecaj najvise
koncentracije soli i porast koli¢ine SA od 6 puta u odnosu na kontrolne biljke izmjeren je u
listovima rastike.
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Slika 33. Promjene u razini salicilne kiseline u korijenu i listovima kineskog kupusa, bijelog
kupusa i rastike uslijed uslijed solnog stresa (50, 100 i 200 mM NacCl). Rezultati su izrazeni
kao relativne jedinice u odnosu na odgovarajuée kontrole (vrijednost 1) za svaki kultivar (n=3

za kineski kupus; n=4 za bijeli kupus i rastiku). Zvjezdice prikazuju statisticki znacajnu razliku
u tretmanima (50, 100 i 200 mM NaCl) u odnosu na kontrolu (0 mM NaCl) u Studentovom t-
testu (t-test; *, **, i *** odgovaraju redom p-vrijednostima 0,05 > p > 0,01; 0,01 > p > 0,001;
i p<0,001).
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3.3.3. Analize indolskih spojeva uklju¢enih u biosintezu i metabolizam auksina

Utjecaj povisenog saliniteta na metabolizam auksina (indol-3-octene kiseline, 1AA) u
kupusnjaca uzgojenih hidroponski i tretiranih NaCl (0-200 mM) odreden je na osnovu analiza
indolskih spojeva koji su glavne komponente homeostatskih procesa auksina (tj. procesa
biosinteze, konjugacije i detoksifikacije). Prekursori i metaboliti auksina te aktivni auksin |AA
odredeni su tekucinskom kromatografijom visoke ucinkovitosti uz koristenje spektometra
masa (UHPLC-MS/MS). Apsolutne kvantificirane kolic¢ine (pmol/g s.m.) metabolita auksina u
korijenu i listovima triju kultivara kupusnjaca prikazane su u poglavlju poglavlju 9. Prilozi.
Kako bi bile usporedive, izmjerene vrijednosti uslijed solnih tretmana (50-200 mM Nacl)
normalizirane su na odgovarajuc¢e kontrole (0 mM) za svaki kultivar. Promjene u
prekursorima Trp-ovisnog biosintetskog puta indol-3-octene kiseline (IAA), slobodnoj IAA i
kataboli¢kim spojevima u korijenu kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike prikazane su na
Slici 34, a promjene u listovima kupusnjaca prikazane su na Slici 35.

Koncentracije antranilata (ANT), koji predstavlja rani prekursor biosintetskog puta IAA, bile
su statisti¢ki povisene u kineskom i bijelom kupusu pri svim solnim tretmanima, dok je
sadrzaj ANT u korijenu rastike ostao nepromijenjen u odnosu na kontrolne biljke. Tretman 50
mM soli inducirao je porast ANT 1,6 puta u korijenu kineskog kupusa te 2,1 puta u korijenu
bijelog kupusa u odnosu na kontrole. Pri vis§im koncentracijama soli (100 i 200 mM), ANT se u
korijenu kineskog i bijelog kupusa kupusa zadrzao povisen: od 1,2 u kineskom te 2,3-1,7 u
bijelom kupusu u odnosu na kontrole.

Solni tretmani utjecali su na porast triptofana (TRP) u korijenu kineskog kupusa na statisticki
znacajnoj razini, pri ¢emu je na 200 mM soli izmjereno dvostruko vise TRP u odnosu na
korijen kontrolnih biljaka. U korijenu bijelog kupusa TRP je bio statisticki poviSen samo pri 50
mM soli (1,5 puta), a u korijenu rastike 1,8 puta pri 50 i 100 mM salinitetu u odnosu na
kontrole.

Dva od cetiri moguéa prekursora auksina u Trp-ovisnim putevima biosinteze IAA, indol-3-
acetaldoksim (IAOx) i triptamin (TRA) nisu detektirani u kupusnjatama u primijenjenim
eksperimentalnim uvjetima. Osim IAOx i TRA, biosinteza IAA moguca je iz indol-3-acetonitrila
(IAN), indol-3-acetamida (IAM) i indol-3-piruvatne kiseline (IPyA). Solni tretmani (50, 100 i
200 mM) rezultirali su kontinuiranim porastom IAN od 5, 8,6 i 10 puta u korijenu kineskog
kupusa u odnosu na kontrole. U korijenu bijelog kupusa, pri 50 i 100 mM salinitetu IAN je bio
statisticki poviSen 2,7 i 3 puta u odnosu na kontrole, a tretman pri 200 mM NaCl rezultirao je
padom IAN na koli¢ine u kontrolnim biljkama. U korijenu rastike, IAN je bio statisti¢ki poviSen
pri svim koncentracijama soli i to 1,8, 18 i 3,4 puta pri 50, 100 i 200 mM NaCl u odnosu na
kontrole. Solni tretmani utjecali su i na promjene u sadrzaju IAM u korijenu kupusnjaca.
Najizrazeniji porast IAM zabiljezen je u korijenu kineskog kupusa pri 100 i 200 mM soli pri
¢emu su izmjerene koli¢ine bile 3,3 i 4,2 puta viSe u odnosu na one u korijenu kontrola. U
korijenu bijelog kupusa pri sve tri koncentracije soli IAM je bio dvostruko visi u odnosu na
kontrolne biljke. Tretmani najnizom i najviSom koncentracijom NaCl rezultirali su porastom
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IAM 1,8 i 1,7 puta u korijenu rastike, dok je pri 100 mM salinitetu sadrzaj IAM bio jednak
kontrolama. Utjecaj solnih tretmana na IPyA na statisti¢ki znacajnoj razini zabiljezen je u
korijenu kineskog, bijelog kupusa i raStike pri viSim koncentracijama soli. Najniza
koncentracija soli (50 mM) znacajno je utjecala na porast IPyA u korijenu rastike. Tretman
100 mM natrijevim kloridom rezultirao je porastom IPyA od 4,4 puta kod kineskog kupusa, te
2 i 2,4 puta kod bijelog kupusa i rastike na statisticki znacajnoj razini u odnosu na korijene
kontrolnih biljaka. Pri najvisoj koncentraciji soli (200 mM) sadrzaj IPyA u korijenu kineskog
kupusa bio je trostruko visi, u korijenu bijelog kupusa Cetverostruko visi, a u korijenu rastike
2,5 puta visi u odnosu na kontrole.

Solni tretmani rezultirali su i promjenama koncentracije aktivnog auksina tj. IAA u korijenu
kupusnjaca. Pri najnizem salinitetu (50 mM) koli¢ina IAA u korijenu kineskog kupusa bila je
statisticki znac€ajno snizena na 90% vrijednosti kontrole. Suprotno tome, ista koncentracija
uzrokovala je porast IAA od 1,7 te 1,5 puta kod bijelog kupusa i rastike u odnosu na korijene
kontrolnih biljaka. Pri koncentracijama soli od 100 i 200 mM zabiljeZen je porast IAAod 1,1 i
1,2 puta u korijenu kineskog kupusa. U korijenu bijelog kupusa pri 100 mM soli IAA je bila 1,5
puta visa dok je u korijenu rastike sadrzaj IAA bio isti u odnosu na kontrole. Tretman
najviSom koncentracijom soli (200 mM) rezultirao je padom IAA na vrijednosti kontrole u
korijenu bijelog kupusa te trostrukim porastom IAA u korijenu rastike.

Koli¢ina oksidirane forme IAA, 2-oksoindol-3-octena kiselina (oxIAA) u uvjetima saliniteta bila
je statisticki povisena u korijenu kineskog i bijelog kupusa pri 50 mM soli (1,5 1,2 puta u
odnosu na kontrole). Porastom koncentracije soli, oxIAA opada u korijenu kineskog kupusa
gdje je pri najviSoj koncentraciji soli (200 mM) sadrzaj oxIAA bio jednak sadrzaju kontrolnih
biljaka. U korijenu bijelog kupusa uslijed 100 mM saliniteta koli¢ina oxIAA je bila jednaka
kontrolnim vrijednostima, a pri 200 mM soli 40% niZza u odnosu na kontrolu. U korijenu
rastike doslo je do statisticki zna¢ajnog smanjenja sadrzaja oxIAA, tj. koli¢ine su iznosile 10%
pri 100 mM NacCl te 50% pri 200 mM NaCl u odnosu na vrijednosti izmjerene u kontrolnim
biljkama. Aminokiselinski konjugati IAA-Asp i IAA-Glu nisu detektirani u korijenu kupusnjaca,
a IAA-glukozil ester te oxIAA-glukozil ester nisu kvantificirani uslijed tehnickih problema
tijekom analiza.
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Slika 34. Promjene u metabolizmu auksina u korijenu kupusnjaca pri povisenom salinitetu (50, 100 i
200 mM NaCl): indol-3-octena kiselina (IAA); prekursori biosinteze: antranilat (ANT), triptofan (TRP),
indol-3-acetamid (IAM), indol-3-piruvatna kiselina (IPyA), indol-3-acetonitril (IAN) i metaboliti: 2-
oksoindol-3-octena kiselina (oxIAA), indol-3-acetil-L-aspartat (IAA-Asp), indol-3-acetil-1-glukozil ester
(IAA-GIc), 2-oksoindol-3-acetil-1-glukozil ester (oxIAA-Glc). Rezultati su izraZzeni kao relativne jedinice
u odnosu na odgovarajuce kontrole (vrijednost 1) za svaki kultivar (n=4). Zvjezdice prikazuju statisticki
znacajnu razliku u tretmanima (50, 100 i 200 mM NaCl) u odnosu na kontrolu (0 mM NaCl) u
Studentovom t-testu (t-test; *, **, i *** odgovaraju redom p-vrijednostima 0,05 > p > 0,01; 0,01 > p >
0,001; i p <0,001). n.d. - nije detektirano, n.k. - nije kvantificirano.
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Promjene u indolskim metabolitima bile su pracene i u listovima rastike, te kineskog i bijelog
kupusa uslijed solnih tretmana (Slika 35). Tako je zabiljezen kontinuirani pad u kolicinama
ANT u listovima kupusnjaca s poveéanjem koncentracije soli. Tretman najnizom
koncentracijom soli (50 mM) rezultirao je padom ANT od 30% u listovima rastike u odnosu
na kontrolne biljke, dok u listovima kineskog i bijelog kupusa nije bilo statisticki znacajnih
promjena. Vise koncentracije soli uzrokovale su dodatno smanjenje razina ANT do 60% u
listovima kineskog kupusa, do 50% u listovima bijelog kupusa te do 75% u listovima rastike u
odnosu na kontrole. Nasuprot negativnom ucinku na koli¢ine ANT, poviSeni salinitet
uzrokovao je kontinuirani porast TRP u tretiranim kupusnjatama. Tretman 50 mM NacCl
uzrokovao je porast TRP od 2,2 puta u listovima bijelog kupusa i 6,7 puta u listovima rastike,
dok u listovima kineskog kupusa nije bilo promjena u odnosu na kontrole. U listovima
kineskog kupusa je tako koncentracija TRP porasla 20 puta, u bijelom kupusu 6 puta, a u
rastike 15 puta pri tretmanu maksimalnom koncentracijom NaCl (200 mM) u odnosu na
kontrolne biljke. Na statisticki znacajnoj razini sve koncentracije soli utjecale su na porast IAN
u listovima tretiranih kupusnjaca. U listovima kineskog kupusa IAN je kontinuirano rastao
porastom koncentracije soli u otopini te je sadrzaj IAN u odnosu na kontrolne biljke bio 7, 17
i 49 puta visi pri 50, 100 i 200 mM salinitetu. U listovima bijelog kupusa IAN je porastao za 2,
9i 10 puta u odnosu na kontrole porastom saliniteta. U listovima rastike IAN je pri 50 i 100
mM soli bio dvostruko visi, a pri 200 mM soli trostruko visi u odnosu na kontrole. Poviseni
salinitet imao je slican ucinak i na IAM pri ¢emu je kontinuirani porast IAM najizrazenije
prisutan u listovima kineskog kupusa gdje je zabiljezeno 45 puta veéa koncentracija pri
najvisem solnom stresu u odnosu na kontrolne biljke. U listovima bijelog kupusa doslo je
porasta IAM do 5 puta pri 100 i 200 mM soli u odnosu na kontrole. Najslabije izrazen porast
IAM prisutan je u listovima rastike (do 1,5 puta pri svim solnim tretmanima). Sadrzaj
prekursora IPyA uslijed povisenog saliniteta takoder je bio promjenjen. Tretman 50 mM soli
utjecao je na porast u sadrzaju IPyA od 1,6 puta, 1,4 puta i 2 puta u listovima kineskog
kupusa, bijelog kupusa i rastike u odnosu na kontrolne biljke. Znacajnije razlike u porastu
IPyA kod kineskog kupusa izmjerene su pri viSim koncentracijama soli. U listovima kineskog
kupusa IPyA je bila trostruko visa pri tretmanu 100 mM NaCl, te Sesterostuko visa uslijed 200
mM saliniteta. U listovima bijelog kupusa samo je najvisi solni tretman uzrokovao promjene
u razini IPyA (do 1,3 puta). Povisenje sadrzaja IPyA od 1,7 te 2,7 puta uslijed 100 i 200 mM
saliniteta je izmjereno u listovima rastike.

Kontinuirani porast IAA uslijed solnih tretmana izmjeren je u listovima kineskog kupusa i
bijelog kupusa,dok je u rastike prisutan padajuci trend s porastom koncentracije soli. Razina
IAA se povecdala u listovima kineskog kupusa od 2 (pri 50 mM NaCl) do 5,5 puta (pri 200 mM
NaCl) te u listovima bijelog kupusa od 1,3 puta (pri 50 mM NaCl) do 2,5 puta pri visSim solnim
tretmanima. U listovima rastike statisticki znacajan porast od 1,8 puta u odnosu na kontrole
izmjeren je pri 50 mM salinitetu, a porastom koncentracije soli doslo je do opadanja sadrzaja
IAA na razinu kontrole.
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Koncentracija oksidiranog oblika IAA, oxIAA statistic¢ki je bila znacajno povisena pri sve tri
koncentracije NaCl-a u listovima kineskog kupusa Sto upuduje na pojacani proces oksidacije
auksina uslijed stresa. Tako je koli¢ina oxIAA u kineskom kupusu bila trostruko visa pri 200
mM NaCl u odnosu na kontrolne biljke. U listovima bijelog kupusa nije doslo do promjena u
oxIAA uslijed poviSenog saliniteta, dok je u listovima rastike sadrzaj oxIAA porastao 1,5 puta
u odnosu na kontrole pri 50 mM tretmanu da bi zatim znacajno bio smanjen pri viSim
koncentracijama soli. Trend promjena u sadrzaju oksidiranog konjugata s glukozom oxIAA-
Glc slican je promjenama u katabolitu oxIAA u ispitivanim kupusnjac¢ama: javlja se porast kod
kineskog kupusa, pad kod rastike te relativno nepromijenjeno stanje kod bijelog kupusa s
obzirom na porast koncentracije stresora. PoviSeni salinitet utjecao je na sli¢an nacin i na
promjene u aminokiselinskom konjugatu IAA-Glu koji predstavlja detoksificiranu formu IAA.
Znacajniji porast IAA-Glu sa solnim stresom zabiljeZzen je u kineskom kupusu (do 5 puta pri
200 mM Nacl), dok su te promjene manje znacajne u listovima rastike ili nema promjena u
razini IAA-Glu kao u slucaju bijelog kupusa. U listovima kupusnjaca IAA-Glc nije kvantificiran
uslijed nisu kvantificirani uslijed tehnickih problema tijekom analiza.

82



15 -

3. REZULTATI

Rk o e kontro|a
ANT 234 1 THE 050 0100 [I1200
sk sk *kk
_]_ 17.5
1.0 1 s L m—_—— | K - kineski kupus
e e en 21 N B- bijeli kupus
s - *hk > 6.0 - _I_'I' T R- rastika
* ¥k 4.0 4 *%%
+| 2.0
0.0 } } ! 0.0 1 } !
‘ ’ / K B R \
—— ‘/ \ TRA n.d.
ot 50.0 - xxx 1AM 7.5 - wxx  IPYA "
1 N\\ J{'I :
1 SA L I-I-I 1
1 Ve * %
i 12071 55 L i
: l‘I‘i 4,0 AL wun *kk :
1 12,0 ). sk 1
! 8,0 j/*_i_ *kk 3.0 1 'I' wxslE i
1 6.0 4 rEL 2.0 - ¥ - i
: 'I'-I- * _I_ bk * T 1
1 4.0 1 _— 'I' 1
1 2.0 - LT * 1.0 rE i
1 .
* 0.0 P | l II-.}-I-P.I"II 0.0 1 i i
60.0 A *kk . ! \ L 2 T T 1
50.0 - I'I'I IAN K " B R K B R
40.0 /7, S IAAId
200 7 **x ’ #

o) il ~ s0q T 4 4
18,3 P LA : ki IAA 7 A
18'0 * KK _I_ ¥ 5.0 - " IAEt

T e 4.0 -

* %k
4.0 *%H K e .
3.0 o #xx *kk
0.0 1 PO | e [ -}'I' e P —— 8 1AA-Glc n.k.
. « T 5 T R 1 2.0 = . =
1.0 e aacs :
0.0 } } ! }
K B R
5.0 - ':I’:* IAR-aln 4.0 - oxIAA-Glc
v
a5 /
a 4.0 - oxIAA 24
3.0 - *k *okk -_— ae *k
_I_ 2.0 1 . 'I'
2.0 - _I_ . 3.0 ***_I. - . .
= I *kk 1.0 T rE T
1.0 = = 2.0 1 *'I' ek sk |*
0.0 : : i } =1« 0.0 " } i
K B R 10 -l—F;l* K B R
0.0 : } i
K B R

Slika 35. Promjene u metabolizmu auksina u listovima kupusnjaca pri poviSenom salinitetu: indol-3-
octena kiselina (IAA); prekursori biosinteze: antranilat (ANT), triptofan (TRP), indol-3-acetamid (I1AM),
indol-3-piruvatna kiselina (IPyA), indol-3-acetonitril (IAN) i auksinski metaboliti: 2-oksoindol-3-octena
kiselina (oxIAA), indol-3-acetil-L-aspartat (IAA-Asp), indol-3-acetil-1-glukozil ester (IAA-Glc), 2-
oksoindol-3-acetil-1-glukozil ester (oxIAA-Glc). Rezultati su izraZeni kao relativne jedinice u odnosu na
odgovarajuée kontrole (vrijednost 1) za svaki kultivar (n=4). Zvjezdice prikazuju statisticki znacajnu
razliku u tretmanima (50, 100 i 200 mM NaCl) u odnosu na kontrolu (0 mM NaCl) u Studentovom t-
testu (t-test; *, **, i *** odgovaraju redom p-vrijednostima 0,05 > p > 0,01; 0,01 > p > 0,001; i p <
0,001). n.d. - nije detektirano, n.k. - nije kvantificirano.
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3.4. FUNKCIONALNA ISTRAZIVANJA NA UROCNJAKU (Arabidopsis thaliana) USLIJED
POVISENOG SALINITETA

Funkcionalna istraZivanja uloge gena uklju¢enih u odrzavanje homeostaze auksina uslijed
povisenog saliniteta provedena su na mutantama i odgovaraju¢em divljem tipu urocnjaka (A.
thaliana) ekotipa Wassilewskija. Mutante primijenjene u istrazivanju imaju narusene funkcije
enzima auksin-amidohidrolaza IAR3, ILL2 i ILR1. IstraZivanje je provedeno na jednostrukoj
iar3, dvostrukoj iar3, ill2 i trostrukoj ilr1, iar3, ill2 mutanti te divljem tipu. Odgovor klijanaca
urocnjaka pracen je testom inhibicije rasta korijena te su izvrSene analize hormona stresa i
indolskih spojeva ukljuc¢enih u biosintezu i metabolizam auksina uslijed povisenog saliniteta.

3.4.1. Inhibicija rasta korijena

Rast korijena klijanaca divljeg tipa (wt) i auksin-amidohidrolaznih mutanti uro¢njaka uslijed
povisenog saliniteta (50 i 100 mM NaCl) u trajanju od tri dana prikazan je na Slici 36.

110 - —A—wt
—0—iar3
—y —o—iar3, ill2
—O—ilr1, iar3, ill2
3
% 90 4
[
o
80 -
70 } t
0 50 100
NaCl (mM)
Rast klijanaca (%)
hact wt iar3 iar3, ill2  ilr1, iar3, ill2
(mM)
0 100+19 100+16  100+28 100 + 14
50 93 +21 94+19 86 + 22 99 + 16
100 86+ 18 78 +17 83+13 81+12

Slika 36. Rast korijena klijanaca urocnjaka A. thaliana: divljeg tipa (wt) i auksin-
amidohidrolaznih mutanti (jednostruka mutanta iar3, dvostruka mutanta iar3, ill2 i trostruka
mutanta ilrl, iar3, ill2) uslijed solnog stresa (0- 100 mM NacCl) izrazen kao postotak (%) u
odnosu na odgovarajucu kontrolu u trajanju od tri dana (n=30).
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Krivulje rasta upucuju na promjene u dinamici rasta korijena ispitanih klijanca uslijed
povisenog saliniteta, no radi velike bioloSke varijabilnosti statisticki znacajne promjene nisu
uocene. Pri 50 mM soli rast korijena wt iznosio je 93%, a pri 100 mM soli 86% rasta korijena
kontrolnih klijanaca. Sli¢éan ucinak nizeg saliniteta (50 mM) zabiljeZen je i na rast korijena
jednostruke mutante iar3 uslijed kojeg je izmjereno 94% rasta korijena kontrola. Najvisa
koncentracija soli (100 mM) rezultirala je inhibicijom rasta korijena iar3 na 78% kontrolne
vrijednosti pri ¢emu je to ujedno i najvisa stopa inhibicije u odnosu na wt i druge mutante.
Rast korijena dvostruke mutante iar3, ill2 uslijed oba tretmana (50 i 100 mM) bio je priblizno
isti i iznosio je 86% i 83% rasta klijanaca u kontrolni uvjetima. Tretman najnizom
koncentracijom soli (50 mM) nije utjecao na rast trostruke mutante ilr1, iar3, ill2 (99%), a pri
100 mM salinitetu stopa rasta iznosila je 81% rasta kontrolnih klijanaca.

Reprezentativne fotografije klijanca divljeg tipa (wt) i auksin-amidohidrolaznih mutanti
urocnjaka A. thaliana u kontrolnim uvjetima (0 mM NaCl) i pri povisenom salinitetu (100 mM
NaCl) u trajanju tretmana od 11 dana prikazane su na Slici 37.

Slika 37. Reprezentativne fotografije klijanaca urocnjaka A. thaliana: divljeg tipa (wt) i
auksin-amidohidrolaznih mutanti (jednostruka mutanta iar3, dvostruka mutanta iar3, ill2 i
trostruka mutanta ilrl, iar3, ill2 ) na kontrolnim MS plo¢ama (a) i pri 100 mM NaCl u trajanju
od 11 dana (b).
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3.4.2. Analize hormona stresa

Uzgoj divljeg tipa uroc¢njaka i auksin-amidohidrolaznih mutanti za analize hormona stresa
uslijed povisenog saliniteta (100 mM NaCl) izvrsen je u teku¢éem MS mediju. Na Slici 38 vidljiv
je eksperimentalni postav uzgoja na tresilici.

0 mM NacCl 100 mM NaCl

Slika 38. Uzgoj uro¢njaka A. thaliana u tekuéem MS mediju na tresilici (a) te kontrolni i 100
mM NaCl tretirani A. thaliana wt uslijed tri dana solnog stresa (b).

Hormoni stresa: abscizinska kiselina, salicilna kiselina, jasmonati (jasmonska kiselina i
jasmonoil-izoleucin) identificirani su i kvantificirani u klijancima divljeg tipa A. thaliana te
jednostukoj, dvostrukoj i trostrukoj mutanti u genima za auksin-amidohidrolaze pri 100 mM
salinitetu metodom tekudinske kromatografije visoke ucinkovitosti uz koriStenje
spektometra masa (UHPLC-MS/MS). Rezultati su prikazani u Tablici 11.

Trodnevni tretman 100 mM NaCl nije utjecao na promjene u razini hormona stresa (ABA, SA,
JA i JA-lle) u wt uroc¢njaka. Nadalje, u jednostrukoj auksin-amidohidrolaznoj mutanti iar3 te
trostrukoj ilrl, iar3, ill2 zabiljezen je statisticki znacajan porast u razini SA oko 1,6 puta uslijed
100 mM saliniteta u odnosu na kontrolu. Takoder, u navedenim mutanima sadrzaj JA bio je
gotovo dvostruko visi uslijed tretmana u odnosu na netretirane mutante. Razina Ja-lle bila je
takoder povisSena u obje mutante uslijed solnog stresa, no statisticki znacajan porast
izmjeren je jedino u trostrukoj mutanti. Solni tretman dvostruke mutante iar3, ill2 nije
rezultirao promjenama u razini hormona stresa u odnosu na mutante u kontrolnim uvjetima.
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Tablica 11. Hormoni stresa: abscizinska kiselina (ABA), salicilna kiselina (SA), jasmonska
kiselina (JA) i jasmonoil-izoleucin (JA-lle) u divljem tipu (wt) te mutantama iar3; iar3, ill2 i
ilr1, iar3, ill2 u kontrolnim uvjetima (0 mM NacCl) i pri salinitetu (100 mM NacCl). Rezultati su
srednja vrijednost £ SD (n=4). Zvjezdice prikazuju statisticki znacajnu razliku izmedu

tretmana i kontrole u Studentovom t-testu (p < 0,05).

Nacl ABA SA JA JA-lle

(mM)  (ng/gs.m.) (ng/g s.m.) (ng/g s.m.) (ng/g s.m.)

0 502+1,71 2,96+0,23 128,13+11,84 266,8+37,1

wt 100  4,51+1,07 2,56+0,77 9431+13,75  271,9+31,0

) 0 5,11+ 1,23 3,70£0,92  43,04+2,88  186,2+40,0
far3 100 506+137  6,04+054° 90,40+12,81° 260,1+55,8
g 0 3,77+1,21 3,41+0,41 144,62+19,81 396,8+84,3
100 5,93+ 1,47 4,75+0,97  137,60+36,09 265,7 +103,5

0 5,47 + 1,63 3,56+0,18  57,23+11,22  155,5+16,9
ilr1, iar3, ill2 . . .
100  3,83+0,59  6,26+1,18° 101,52+3,40° 261,4 +36,3

3.4.3. Analize indolskih spojeva uklju¢enih u biosintezu i metabolizam auksina

Promjene u razini biosintetskih indolnih prekursora, zatim aktivnog auksina IAA, reverzibilnih
konjugata IAA koji sudjeluju u procesima odrzavanja auksinske homeostaze te ireverzibilnih
konjugata i metabolita koji pripadaju detoksifikacijskom putu pracene su uslijed povisenog
saliniteta (100 mM NaCl) u divljem tipu A. thaliana i auksin-amidohidrolaznim mutantama
uzgojenim u tekuéem MS mediju. Detaljna identifikacija i kvantifikacija auksinskog
metabolizma izvrSena je tekuéinskom kromatografijom visoke ucinkovitosti uz koristenje
(UHPLC-MS/MS). Apsolutne kvantificirane koli¢ine (pmol/g s.m.)

metabolita auksina u wt i mutantama prikazane su u poglavlju 9. Prilozi. U svrhu

spektometra masa

komparacije, izmjerene vrijednosti uslijed solnog tretmana (100 mM NaCl) normalizirane su
na odgovarajuce kontrole (0 mM) za wt i svaki mutantu. Rezultati su prikazani na Slici 39.

Promjene u ranom prekursoru biosinteze auksina, ANT, zabiljezene su uslijed 100 mM
saliniteta jedino u trostrukoj amidohidrolaznoj mutanti ilr1, iar3, ill2 pri ¢emu je izmjerena
koli¢ina ANT bila za 35% niza u odnosu na kontrole. Solni tretman nije utjecao na promjene u
razini TRP u tretiranim mutantama i wt, dok je razina IAM, jednog od Cetiri IAA prekursora,
bila znaéajno dvostruko visa uslijed 100 mM saliniteta u svim mutantama te wt u odnosu na
kontrole. Suprotno tome, solni tretman inducirao je pad auksinskog prekursora IPyA u wt na
60% kontrole te u svim mutantama na oko 70% sadrzaja pripadajucih kontrola. Druga dva
IAA biosintetska prekursora, IAOx i TRA nisu bili detektirani. Uslijed solnog tretmana kolicina
IAN bila je gotovo dvostruko niza u wt u odnosu na kontrolu, dok je utjecaj saliniteta na
promjene u razini IAN u mutantama izostao. Razina IAA u wt i svim auksin-amidohidrolaznim
mutantama uslijed 100 mM soli bila je statisticki znacajno povisena pri ¢emu je najvisi porast
u koli¢ini 1AA (od 1,5 puta u odnosu na kontrolu) zabiljezen kod jednostruke mutante iar3.
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Solni tretman utjecao je na porast reverzibilnog IAA-Glc konjugata jedino u trostrukoj

mutanti u odnosu na kontrolu. Nadalje, salinitet nije rezultirao promjenama koli¢ine
katabolickih metabolita, IAA-Asp i oxIAA kako u wt tako i u auksin-amidohidrolaznim

mutantama, no razina katabolickog metabolita oxIAA-Glc bila je snizena u jednostrukoj iar3

te dvostukoj iar3, ill2 mutanti uslijed solnog tretmana na oko 75% sadrZaja kontrola.
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Slika 39. Promjene u metabolizmu auksina u A. thaliana: divljem tipu (wt) te jednostrukoj mutanti iar3,
dvostrukoj iar3, ill2 i trostrukoj ilrl, iar3, ill2 pri salinitetu od 100 mM NaCl: indol-3-octena kiselina (1AA);
prekursori biosinteze: antranilat (ANT), triptofan (TRP), indol-3-acetamid (IAM), indol-3-piruvatna kiselina

(IPyA), indol-3-acetonitril (IAN) i metaboliti: 2-oksoindol-3-octena kiselina (oxIAA), indol-3-acetil-L-aspartat
(IAA-Asp), indol-3-acetil-1-glukozil ester (IAA-Glc), 2-oksoindol-3-acetil-1-glukozil ester (oxIAA-Glc). Rezultati su
izrazeni kao relativne jedinice u odnosu na odgovarajuce kontrole (vrijednost 1) za svaku mutantu i wt (n=4).

Zvjezdice prikazuju statisticki znacajnu razliku izmedu tretmana i kontrole u Studentovom t-testu (t-test; *, **, i

*** odgovaraju redom p-vrijednostima 0,05 > p > 0,01; 0,01 > p > 0,001; i p < 0,001). n.d. - nije detektirano.
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PoviSeni salinitet predstavlja jedan od vodecih problema u poljoprivrednoj proizvodnji te je
glavni uzrok smanjenja prinosa razli¢itih poljoprivrednih kultura ukljucujuéi i kupusnjace.
Negativan ucinak zasoljenih tala na uzgoj kupusnjaca ponajviSe se ocituje u podrucjima s
polusuhom ili suhom klimom poput Sredozemne gdje se razli¢ite vrste i varijeteti kupusnjaca
tradicionalno uzgajaju. PoviSeni salinitet osim redukcije rasta i smanjenja prinosa negativno
utjece i na kvalitetu uroda (Su i sur. 2013, Zhang i sur. 2014).

Svrha ovog istraZivanja bila je detaljno okarakterizirati odgovor kineskog kupusa (B. rapa), u
dva razvojna stadija: stadij klijanaca i stadij tri tjedna starih biljaka uslijed izloZenosti
kratkotrajnom solnom stresu (24 h) na fizioloskoj i biokemijskoj razini. Izbor vrste B. rapa kao
glavnog objekta istrazivanja bio je uvjetovan cinjenicom da je to prva, komerijalno vazna
vrsta kupusnjaca Ciji je genom sekvencioniran (Wang i sur. 2011) te je stoga mogucde pratiti i
ekspresije gena od interesa (u ovom slucaju gena za auksin-amidohidrolaze kineskog kupusa
BralAR3, BrallLL2 i BralLR1). Poseban naglasak istrazivanja stavljen je na ulogu hormona
auksina i hormona stresa apscizinske, salicilne i jasmonske kiseline u moduliranju odgovora
klijanaca i biljaka kineskog kupusa na poviseni salinitet. Takoder, u svrhu razumijevanja uloge
navedenih fitohomona praéen je i hormonski status biljaka bijelog kupusa (B. oleracea var.
capitata) i rastike (B. oleracea var. acephala) uslijed solnog stresa. Navedene kupusnjace su
odabrane za evaluaciju hormonskog odgovora pod pretpostavkom da pokazuju razlicitu
toleranciju na poviseni salinitet u odnosu na kineski kupus. Nadalje, funkcionalna istrazivanja
provedena su koriste¢i mutante urocnjaka (Arabidopsis thaliana) s disfunkcionalnim
homolozima gena za auksin-amidohidrolaze radi razumijevanja njihove uloge u odrzavanju
auksinske homeostaze uslijed stresa.

Za postizanje solnog stresa koristena je sol NaCl u koncentracijama od 50, 100 i 200 mM.
Zasoljenost tla mjeri se u jedinicama (dS/m) elektri¢ne provodljvosti (EC) pri ¢emu 1 dS/m
odgovara koncentraciji NaCl od 10 mM. Slana tla karakteriziraju se kao tla s elektricnom
provodljivos¢éu vecom od 4 dS/m (40 mM soli), no stvarni salininitet tla na otvorenim
obradivim povrsinama moZze dosedi vrijednosti od oko 8-12 dS/m (Zhang i sur. 2014). Stoga
koncentracije soli primijenjene u istrazivanju odgovaraju salinitetu koji je mogu¢ u okolisu.

4.1. TEST INHIBICUE RASTA KORIENA KLIJANACA KAO POKAZATEL) TOLERANCUE
KUPUSNJACA NA SALINITET

Velika bioraznolikost roda Brassica doprinosi razlici u brojnim karakteristikama vrsta medu
kojima je i tolerancija na salinitet. S obzirom na podrijetlo i evolucijske odnose izmedu Sest
glavnih vrsta: diploida B. oleracea, B. nigra i B. rapa i alotetraploida B. juncea, B. napus i B.
carinata uoceno je kako alotetraploidi posjeduju viSu stopu tolerancije na salinitet (Ashraf i
McNeilly 2004). U svrhu utvrdivanja razlika u toleranciji na salinitet izmedu pripadnika
diploidnih genoma B. rapa i B. oleracea evaluiran je fizioloSki odgovor vrste B. rapa (kineski
kupus) te vrste B. oleracea (bijeli kupus i rastika) testom inhibicije rasta korijena klijanaca.
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Inhibicija rasta korijena uslijed solnog tretmana jedan je od znacajnih biomarkera osjetljivosti
na solni stres (Zhang i sur. 2014). Test je proveden na krutim agarskim podlogama uz
dodatak NaCl (50-200 mM) uz trajanje tretmana od 24 h. Rezultati (Slika 30) inhibicije rasta
korijena izdvoijili su vrstu B. rapa kao osjetljiviju vrstu na solni stres u odnosu na predstavnike
vrste B. oleracea (var. capitata i var. acephala). Takoder, varijeteti vrste B. oleracea: bijeli
kupus (var. capitata) i rastika (var. acephala) u testu inhibicije rasta korijena pokazali su
jednaku razinu tolerancije na salinitet. Literaturni podatci karakteriziraju pripadnike
Pekinensis grupe kao umjereno tolerantne i svrstavaju ih u isti razred osjetljivosti s bijelim
kupusom, cvjetacom i prokulicom, no osjetljivost ovisi prvenstveno o kultivaru (Shannon i
Grieve 1999). Na temelju duljine korijena klijanca pri 200 mM NaCl B. oleracea i B. rapa
grupirane su u istu kategoriju osjetljivosti na salinitet u odnosu na drugu pripadnike vrsta
Brassica (Purty i sur. 2008). Prag osjetljivosti na salinitet za pripadnike Capitata grupe iznosi
oko 1,8 dS/m (oko 180 mM soli) nakon ¢ega njihova produktivhost opada porastom
saliniteta. O pripadnicima Acephala grupe nema puno literaturnih podataka, no dostupni
podatci karakteriziraju predstavnike grupe kao kupusnjace koje podnose zasoljavanje vodom
elektri¢ne provodljivosti od 2,3 do 5,5 dS/m (230-550 mM soli) (Shannon i Grieve 1999).

4.2. FIZIOLOSKI | BIOKEMIJSKI POKAZATELJI SOLNOG STRESA KOD KINESKOG KUPUSA

Brassica rapa je u literaturi, kao Sto je prethodno navedeno, okarakterizirana kao vrsta
umjereno osjetljiva na solni stres (Su i sur. 2013, Jan i sur. 2016). Odgovor biljke na solni
stres, osim Sto ovisi o vrsti/varijetetu, uvelike ovisi i o razvojnom stadiju. Stoga, istraZivanje
faktora tolerancije i usporedbe tolerancije razli¢itih vrsta/varijeteta/kultivara (Zhang i sur.
2014). Iz tog razloga ispitan je utjecaj solnog stresa na dvije faze razvoja kineskog kupusa: 1)
ranu fazu razvoja tj. klijance stare jedan dan i ll) fazu biljaka s potpuno razvijena Cetiri lista.
Takoder, istraZivanja su provedena nakon 24 sata tretmana radi pracenja inicijalnog, brzog
odgovor biljaka na solni stres. Znacajna inhibicija rasta primarnog korijena klijanca kao i
redukcija prinosa biomase te kraéi hipokotili vidljivi su pokazatelji toksi¢nosti soli ponajprije
pri visSim koncentracijama (Slika 16a i b). Fenotip klijanaca kineskog kupusa u skladu je s
literaturnim podatcima i poja¢anom akumulacijom Na* u klijancima B. rapa u odnosu na
druge predstavnike roda Brassica uslijed solnog stresa (Purty i sur. 2008). Zbog veliCine
klijanaca i dostupne biomase, narodito uslijed viSih koncentracija NaCl u analizama su
koristeni kompletni klijanci. Biljke u "odrasloj fazi" uzgojene su i tretirane (50-200 mM NacCl)
hidroponski. Ta razvojna faza kupusa odgovara presadnicama ("flancima") koje se nakon
uzgoja u staklenicima ili zatvorenom prostoru presaduju na poljoprivredne povrsine i bivaju
izlozene okolisnim ¢imbenicima prilikom prilagodbe na novonastale uvjete. Kod biljaka
kineskog kupusa uslijed kratkotrajne izloZzenosti salinitetu (24 h) nije zapazena redukcija
rasta. Znacajan fizioloski pokazatelj solnog stresa bio je gubitak turgora, posebice izrazen u
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starim listovima i pri najvisem salinitu (200 mM) (Slika 25a). U ovoj fazi razvoja, biokemijske i
molekularne analize bile su provedene u korijenu i listovima.

Pored osnovnih morfoloskih, lako zamjetljivih promjena (inhibicija rasta korijena, smanjenje
biomase, promjena turgora istova), bitan pokazatelj stresa je fotosintetska ucinkovitost.
Poznato je da ucinkovitost fotosintetskog aparata uslijed stresa moze biti smanjena pri ¢emu
je najosjetljivija komponenta fotosustav Il (PSIl) (Misra i sur. 2001, Kalaji i sur. 2011). Pri
najvisSim koncentracijama soli fotosintetska aktivnost kotiledona klijanaca izrazena kao
maksimalni prinos kvanta fotosustava Il (F,/Fm) i indeks fotosintetske ucinkovitosti Plags
reducirana je 3% i 35% (Slika 16c). Usporedno, poviseni salinitet imao je jaci negativni ucinak
na fotosintetsku aktivnost listova odraslih biljaka gdje je vidljivo intenzivnije snizavanje oba
parametra uslijed solnih tretmana (Slika 25b). Odnos F,/Fm bitan je parametar fotosintetske
ucinkovitosti te u zdravim listovima njegova vrijednost iznosi oko 0,8 za veéinu biljnih vrsta, a
njegovo smanjenje ukazuje na oStecenja PSII uslijed stresa (Ashraf i Harris 2013). Solni stres
manjim je intenzitetom utjecao na sniZavanje Fy/Fm u odnosu na Plags u kotiledonima i u
listovima kineskog kupusa,. Iz navedenog proizlazi kako kineski kupus uslijed kratkotrajne
izlozenosti solnom stresu ipak uspijeva odrzati fotosintetski aparat funkcionalnim. Sli¢ni
rezultati zabiljeZeni su i kod riZze (Dionisio-Sese i Tobita 2000), pSenice (Abdeshahian i sur.
2010) i rajcice (Moles i sur. 2016), a ovise o duljini trajanja stresa kao i koncentraciji soli.

Druga vaZzna komponenta adaptivnog odgovora biljaka na solni stres je odrZavanje ionske i
osmotske homeostaze (Radi¢ i sur. 2013). Solni tretmani rezultirali su porastom omjera
Na*/K* u klijancima te korijenu i listovima odraslih biljaka (Slika 17a, Slika 26a). Odrzavanje
omjera K*/Na* pokazalo se kao klju¢nim mehanizmom tolerancije na salinitet u razli¢itim
genotipovima roda Brassica. U tolerantnijim vrstama razina transkripcije gena za mehanizme
homeostaze iona (SOS1 Na*/K* antiporter i njegovi aktivatori SOS2 i SOS3 te NHX1 Na*/H*
vakuolni antiporter) bila je znatno visa u solnom stresu u odnosu na osjetljivije vrste.
Posljedi¢no tome, toleratnije vrste su imale vise omjere K*/Na* u korijenu, stabljici i listovima
(Chakraborty i sur. 2012). Takoder, duljina izloZenosti solnom stresu uvelike utjece na
sposobnost odrzavanja ionske homeostaze. Tolerantniji klijanci Brassica kao Sto je Brassica
juncea bili su sposobni odrzati K*/Na* omjer tijekom 24 sata izloZzenosti 200 mM NaCl u
odnosu na osjetljivije genotipove Brassica, no produljenjem vremena tretmana K*/Na* omjer
opada i u toleratnijim kupusnjatama (Kumar i sur. 2009). Zadrzavanje iona soli u zoni
korijena i stabljike Stiti biljku od toksi¢nog ucinka soli na listove. Transport iona Na* iz stanica
korijena u listove obavlja se ksilemom biljaka prolaskom iona kroz neselektivhe ionske
kanale. Transporteri HKT1 vracaju ione Na* u stanice korijena kako bi smanijili koli¢inu iona
soli u listovima gdje primarno ispoljavaju svoj toksi¢ni ucinak (Deinlein i sur. 2014). U
listovima i korijenu kineskog kupusa sadrZaj iona Na* poveéavao se s koncentracijom NacCl
(Slika 26a). Mehanizmi transporta Na*, a izrazito pri najviSem salinitetu, nisu bili sposobni
kontrolirati kretanje iona soli prema listovima kineskog kupusa, a nemoguc¢nost odrzavanja
homeostaze K*/Na* ukazuje na toksi¢nost primijenjenih koncentracija soli koje bi duljim
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izlaganjem kineskog kupusa solnom stresu rezultirali brojnim negativnim posljedicama na
rast i razvoj biljke.

Paralelno uz kontrolu unosa soli pri solnom stresu biljke reguliraju sintezu osmolita u stanici
kako bi sprijecile gubitak turgora. Prolin je odavno okarakteriziran kao bitan osmolit i
osmoprotektant u susi i solnom stresu. Porast prolina u solnom stresu zabiljezen je u
mnogim biljnim vrstama, a prvenstveno kod glikofita kao Sto su kupusnjace (Kumar i sur.
2009, Mittal i sur. 2012, Jan i sur. 2016), artiCoka (Huang i sur. 2013) i druge vrste. U
klijancima te listovima odraslih biljaka kineskog kupusa izmjeren je porast prolina paralelno s
porastom saliniteta, no u korijenu akumulacija prolina ne prati izrazenu akumulaciju Na*
(Slika 26). Sli¢ni rezultati primijeceni su i kod rajcice gdje su ekspresija gena za enzime
biosintetskog puta prolina, sadrzaj prolina i koli¢ina Na* u listovima bili pozitivho korelirani i
poviSeni uslijed saliniteta, dok je takvo opaZanje izostalo u korijenu (Almeida i sur. 2014).
Novija istraZivanja sugeriraju ulogu prolina i u odrzavanju redoks homeostaze, a njegova
povecana sinteza Stiti fotosintetski aparat listova i inducira aktivnost antioksidacijskih enzima
uslijed solnog stresa (Puniran-Hartley i sur. 2014, Surender Reddy i sur. 2015). Bududi da
klijanci i listovi kineskog kupusa imaju funkcionalni fotosintetski aparat i pri visokim
koncentracijama soli, uloga prolina kao protektanta fotosinteze moze biti pretpostavljena.

Osim prolina jedan od bitnijih stani¢nih antioksidansa je glutation. Poveéana akumulacija
ROS izmjerena in vivo u korijenu i kotiledonima klijanaca (Slika 20) u skladu je sa zamijecenim
negativnim utjecajem saliniteta na rast i fotosintezu pri ¢emu korijen klijanca trpi znatnu
vecu Stetu i akumulira vise ROS i GSH u odnosu na kotiledone. U kotiledonima pak, bazalna
razina GSH bila je visa u odnosu na korijen, a porast uslijed stresa manjeg intenziteta. Listovi
odraslih biljaka akumulirali su viSe GSH u odnosu na korijen. Porast GSH kao odgovor na
poviseni salinitet izmjeren je i kod Brassica napus (Ruiz i Blumwald 2002) te rize (Chawla i
sur. 2013). MoZemo pretpostaviti da je ucinak solnog stresa manje izrazen na kotiledone
klijanaca s obzirom na njihov bolji redoks status. U odraslih biljaka rezultati ukazuju na
¢injenicu da je odrzavanje redoks sustava u listovima uslijed stresa bilo koordinirano
povecéanom razinom GSH, a u korijenu poveéanom razinom askorbata (Slika 27).

U odrzavanju redoks ravnoteze uslijed stresa sudjeluju i antioksidacijski enzimi (Tablica 6,
Tablica 8). Indukcija enzimatskog odgovora uslijed solnog stresa zabiljeZzena je i u drugim
vrstama (Ghuge i sur. 2011, Mittal i sur. 2012, Farhangi-Abriz i Torabian 2017). Povedana
aktivnost SOD rezultira eliminacijom generiranog superoksidnog radikala (Slika 20a) kako u
klijancima tako i u odraslim biljkama. Aktivacija APX u klijancima (Tablica 6) kao i sniZavanje
koli¢ine askorbinske kiseline koju enzim koristi kao donor elektrona (Slika 21a) pokazuje da
se upravo uklanjanje H;0; (Slika 20b) u klijancima kineskog kupusa odvija preko APX bududi
da GPOX nije pokazala promjene osim pada pri najviSem salinitetu, a aktivnost CAT je bila
sniZzena. SniZzena aktivnost CAT bila je izmjerena i u korijenu i listovima odraslih biljaka, a
aktivnost APX bila je aktivirana sporadi¢no ili inhibirana pri odredenom salintetu. Pojacane
aktivnost CAT i APX uslijed solnog stresa zabiljezene su kao odgovor toleratnijih biljaka, dok
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2012, Surender Reddy i sur. 2015). CAT i APX vjerojatno ne sudjeluju u uklanjanju H,0; u
odraslim biljkama kineskog kupusa bez obzira na dovoljnu koli¢inu askorbinske kiseline
potrebnu za aktivnost APX (Slika 27). Moguce je da se H,0;, bar djelomi¢no, u korijenu i
listovima eliminira aktiviranom GPOX (Tablica 8). GPOX pripada skupini peroksidaza koje kao
donore elektrona koriste fenolne spojeve.

Solni stres potaknuo je promjene u razini fenolnih kiselina kako u klijancima (Tablica 7) tako i
u korijenu i listovima kineskog kupusa (Tablica 9, Tablica 10) koje mogu sluZiti kao donori
elektrona za GPOX. Takoder, fenolne kiseline ujedno i samostalno djeluju kao antioksidansi.
Od osam detektiranih fenolnih kiselina u svim uzorcima klijanaca, njih Sest je bilo poviseno
uslijed stresa, ponajprije pri najvisem salinitetu (Tablica 7) kada odrZavanje redoks sustava
putem GSH slabi uslijed veée akumulacije GSSG (Slika 21a). U korijenu i listovima odraslih
biljaka kineskog kupusa (Tablica 9, Tablica 10) povecanje razine slobodnih fenolnih kiselina
bilo je manje izrazeno u odnosu na klijance. Inducirane fenolne kiseline ve¢inom pripadaju
skupini hidroksicimetnih fenolnih kiselina, a posebno je izrazena akumulacija ferulinske i
sinapinske kiseline. Hidroksicimetne kiseline bolje neutraliziraju slobodne radikale od
hidroksibenzojevih kiselina (Rice-Evans i sur. 1996) pri ¢emu su u testovima mjerenja
antioksidacijskih aktivnosti ferulinska, sinapinska i p-kumarinska kiselina pokazale visoku
ucinkovitost napram ABTS radikala i peroksil radikala u odnosu na askorbinsku kiselinu i a-
tokoferol (Koroleva i sur. 2014).

S obzirom na rezultate moguce je pretpostaviti kako akumulacija slobodnih fenolnih kiselina
u kombinaciji s prethodno navedenim antioksidacijskim mehanizmima doprinosi odrzavanju
redoks homeostaze u klijanacima i biljkama kineskog kupusa u solnom stresu Sto se odrazava
na moguca osteéenja u vidu oksidacije lipidnih membrane i protein. U klijancima kao rezultat
ucinkovitosti odrzavanja redoks homeostaze opazena je sniZzena stopa peroksidacije lipida i
oksidacije karbonila pri visim to¢kama saliniteta (Slika 22). Odrzavanje sadrzaja MDA uz
akumulaciju fenolnih spojeva zabiljeZzen je kao odgovor vrste Lonicera japonica na solni stres
(Yan i sur. 2017). Suprotno tome povisene vrijednosti MDA kako u korijenu tako i u listovima
odraslih biljaka kineskog kupusa pri poveanom salinitetu upuéuju da antioksidacijski
mehanizmi u odraslim biljkama s manjom ucinkovito$éu uspijevaju neutralizirati poveéanu
koli¢inu ROS u odnosu na klijance (Slika 28). Porast razine MDA kao rezultat solnog stresa
izmjeren je u korijenu i listovima kukuruza (AbdElgawad i sur. 2016) i A. thaliana (Elluozi i
sur. 2014). Nadalje, rezultati mjerenja razine MDA i karbonila upucuju na zaklju¢ak da su
oksidaciji bile podloznije lipidne membrane od proteina.

Fenolne kiseline u biljkama mogu biti zastupljene i u vezanom obliku na stani¢ne stijenke
gdje medusobno povezuju netopljive makromolekule od kojih je stani¢na stijenka izgradena
(celuloza, hemiceluloza i pektin) i time doprinose njenoj ¢vrstoci. Vezane fenolne kiseline
ukljucuju hidroksibenzojeve kiseline poput p-hidroksibenzojeve, vanilinske, siringinske,
protokatehinske i elaginske i hidroksicimetne kiseline kao Sto su p-kumarinska, kava,
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ferulinska, sinapinska i klorogenska kiselina. Procesom polimerizacije monolignola
hidroksicimetnih kiselina kao $to su p-kumarinska ili sinapinska kiselina nastaju lignini koji se
vezu u stanicne stijenke pruzajuc¢i mehanicku €vrstocu i potporu tkivima (Shahidi i Yeo 2016).
Remodeliranje stanicne stijenke bitan je proces u rastu biljaka u stresnim uvjetima i
pokazatelj tolerancije. Rast u prisutnosti abiotskog stresora ukljucuje dva konfliktna procesa
koordinirana ROS: zadebljanje stani¢nih stijenki i opuStanje stanicnih stijenki. Zadebljanje
staniénih stijenki rezultat je aktivnosti peroksidaza i ROS, a do opustanja dolazi uslijed
aktivnosti ekspanzina, XTH (ksiloglukan endotransglukozilaza/hidrolaza) i ROS. Pri procesu
zadebljanja ROS i peroksidaze iniciraju krizno povezivanje glikoproteina i biljnih fenola
esterificiranih s hemiceluloznim polimerima $to uzrokuje neelasticnost stani¢nih stijenki i
zastoj u rastu. Proces zahtijeva ravnotezu izmedu ROS, aktivnosti peroksidaza i dostupnosti
supstrata. UmreZavanje najvjerojatnije onemogucava ekspanzine i XTH u cijepanju
ksiloglukana i opustanju stanic¢nih stijenki. Ukoliko se generiranje ROS nastavi i svi supstrati
za umreZavanje su potroSeni uslijed peroksidazne aktivnosti, slobodni radikali poput
hidroksilnog mogu prouzrociti otpustanje polimernih lanaca i na taj nacin osloboditi
supstrate za ekspanzine i XTH. Na ovaj nacin tolerantnije vrste mogu nadiéi zastoj u rastu.
Princip opustanja stani¢nih stijenki koordiniran hidroksilnim radikalom, ekspanzinima i XTH
karakteristican je i za rast u normalnim uvjetima (Tenhaken 2015). U ovom istrazivanju
primjenjenom analitickom metodom detektirane su samo monomerne forme vezanih
fenolnih kiselina. Smanjenje koli¢ine fenolnih kiselina vezanih na stani¢ne stijenke u
klijancima porastom koncentracije soli (Tablica 7), prvenstveno sinapinske kiseline koja je
najzastupljenija fenolna kiselina staniéni stijenki, a i ostalih kvantificiranih fenolnih kiselina
moze upudivati na nastanak oligomernih formi uslijed pojacavanja stani¢nih stijenki sto vodi
do zastoja rasta i u korelaciji je s fenotipom klijanaca pri salinitetu (Slika 16a i b). Suprotno
tome, porast vecine kvantificiranih fenolnih kiselina vezanih na stanicne stijenke korijena i
listova kod odraslih biljaka kineskog kupusa (Tablica 9, Tablica 10) te oprecan trend izmedu
sinapinske i ferulinske kiseline, najzastupljenijih vezanih fenolnih kiselina listova, sugeriraju
da dinamika remodeliranja stani¢nih stijenki ovisi o vegetativnom organu te razvojnom
stadiju biljke. Pojacan intenzitet vezanja fenolnih spojeva u stani¢ne stijenke zabiljezen je
kao adaptivni odgovor pSenice na suSu (Hura i sur. 2012, Hura i sur. 2013). Zasicenje
staniénih stijenki fenolnim spojevima poput fenolnih kiselina i njihovim unakrsnim
povezivanjem s drugim komponentama stijenki smanjuje elastiénost stijenki ¢ime one
postaju kompaktnije i time stanice gube manje vode. Iz navedenog moguce je zakljuciti kako
pri kratkotrajnoj izloZzenosti solnom stresu kineski kupus pojacava stani¢ne stijenje vezanjem
fenolnih kiselina nebi li one u konacnici doprinjele jacoj mehanickoj zastiti korijena i listova i
time ublaZile gubitak vode uzrokovan osmotskom komponentom poviSenog saliniteta.

94



4. RASPRAVA

4.3. ULOGA HORMONA U ODGOVORU KUPUSNJACA NA POVISENI SALINITET

Kontrola fizioloskih procesa u biljci je direktno ili indirektno posredovana biljnim hormonima
te je jedan od najvaznijih faktora prilagodbe i tolerancije na poviseni salinitet (Fahad i sur.
2015). Identifikacija i kvantifikacija fitohormona izvrsena je UHPLC-MS/MS metodom u svrhu
evaluacije uloge hormona stresa ABA, SA i JA te hormona rasta IAA u odgovoru kineskog
kupusa, bijelog kupusa i rastike na poviseni salinitet. Hormonski status praéen je u cijelim
klijancima i "odraslim" biljkama kineskog kupusa u svrhu uocavanja razlika u profilu hormona
u ovisnosti o vegetativnom stadiju. U svrhu detekcije uloge hormona u kontroli odgovora
kupusnjaca koje pokazuju razlic¢itu toleranciju u odnosu na kineski kupus u istrazivanje su bile
ukljucene "odrasle" biljke bijelog kupusa i rastike, a hormonski profil odreden je u korijenu i
listovima biljaka uslijed stresa.

4.3.1. Uloga apscizinske, salicilne i jasmonske kiseline u moduliranju odgovora

Promjene u hormonima ABA, SA, JA i JA-lle, izmjerene su u klijancima kineskog kupusa (Slika
23) te korijenu i listovima odraslih bljaka kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike uslijed
solnog stresa (Slika 31, Slika 32, Slika 33). Porast koncentracije ABA zabiljeZen je pri viSim
tockama saliniteta u klijancima kineskog kupusa (Slika 23a) te u korijenu i listovima triju
kupusnjaca (Slika 31) u ovisnosti o koncentraciji soli. Porast razine ABA karakteristi¢an je
odgovor biljaka izloZzenih solnom stresu i susi na osmotsku komponentu stresa (Fahad i sur.
2015). ABA pri osmotskom stresu ima dvije uloge: brzi odgovor kroz kontrolu zatvaranja puci
Sto omogucava odrzavanje vodenog statusa biljke te spori odgovor kroz regulaciju rasta
uslijed aktivacije gena koji su pod kontrolom ABA (Verma i sur. 2016). Pad fotosintetske
ucinkovitosti kotiledona klijanaca i listova kineskog kupusa pri visSim to¢kama saliniteta (Slika
16c i Slika 25b) u suglasnosti je s ulogom ABA u kontroli transpiracije biljaka i brzom
odgovoru na solni stres. Radi zatvaranja puci dolazi do smanjene apsorpcije CO, Sto
posljedi¢no rezultira nizom stopom fotosinteze (Ashraf i Harris 2013). Takoder, porast razine
ABA u klijancima i listovima kineskog kupusa uslijed povecanog saliniteta prati i akumulacija
prolina (Slika 26b). Akumulacija prolina joS jedan je adaptivni odgovor na osmotski stres
koordiniran ABA koja regulira gene uklju¢ene u njegovu biosintezu (Kavi Kishor i Sreenivasulu
2014).

Usporedujucéi odgovor triju razli¢ito tolerantnih kupusnjaca na solni stres uoceno je da je
koncentracija soli od 100 mM izazvala snazan porast ABA u listovima (26 x) kod osjetljive
vrste (B. rapa) Sto nije zabiljezeno kod tolerantnijih vrsta. Nadalje, pri viSim konc. soli (200
mM ) kineski kupus ne uspijeva zadrzati povecanu razinu ABA u listovima $to posljedi¢no vodi
do znacajnog gubitka turgora (Slika 25a), dok tolerantnije vrste imaju tu sposobnost. U
listovima bijelog kupusa razina ABA se odrzala na razini nizeg saliniteta (100 mM), a u rastici
je ABA dodatno akumulirana. Adaptivni odgovor biljaka reguliran aktivnoséu hormona stresa
dinamican je proces na koji utjeCe velik broj faktora. U literaturi postoje brojni oprecni
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genotipova rajéice nakon 5 h tretmana (Duan i sur. 2012). Solni stres potaknuo je
akumulaciju ABA u osjetljivijem varijetetu bosiljka (Mancarella i sur. 2016) i je¢ma (Witzel i
sur. 2014). Suprotno tome, u radu Kamboj i sur. (2015) zabiljeZen je porast ABA kao inicijalni
odgovor (nakon 12 h) najtolerantnijih varijeteta jeCma na poviseni salinitet, a znatno vise
vrijednosti ABA izmjerene su kod tolerantnijeg kultivara rajcice uslijed 7 dana solnog stresa
(Gharbi i sur. 2017). Nadalje, pri ekstremnom stresu s 400 mM NaCl tolerantnije vrste poput
halofita C. maritime i T. salsuginea akumuliraju ABA znatno ucinkovitije u odnosu na glikofit
A. thaliana unutar 4-72 h tretmana (Ellouzi i sur. 2014). Prema navodima Munns i Tester
(2008), A. thaliana uspjesno tolerira salinitet nizi od 40 mM NaCl, dok visi saliniteti uzrokuju
ostecenja i u konacnici smrt biljaka. Razlike u kontradiktornim podatcima mogu se pripisati
mnostvu ekperimentalnih postava, odabranoj vrsti, varijetetu i njihovim morfoloskim
karakteristikama, duljini izloZenosti i intenzitetu solnih tretmana te pragu osjetljivosti na
salinitet. Kineski kupus, bijeli kupus i rastika su morfoloski razlicite kupusnjace. Listovi
kineskog kupusa po svojoj su gradi i strukturi njezniji u odnosu na robusne i tvrde listove
rastike i bijelog kupusa Sto doprinosi njihovoj jaCoj osjetljivosti na gubitak vode. Prema
literaturnim podatcima najnizi prag osjetljivosti rastike na salinitet iznosi minimalno 230 mM
soli, a bijelog kupusa oko 180 mM (Shannon i Grieve 1999). Primijenjene koncentracije soli u
ovom istraZivanju vjerojatno jo$ uvijek nisu dosegle prag osjetljivosti odraslih biljaka bijelog
kupusa i rastike pa one i uslijed najviSeg saliniteta primijenjenog u ovim istrazivanjima (200
mM) uspijevaju odrzZati status ABA ili ga dodatno poboljsati radi adaptivhog odgovora na
osmotski stres uzrokovan soli. Na osnovu komparacije kineskog kupusa, bijelog kupusa i
raStike mogli bismo zakljuciti da je jedan od mehanizama tolerancije vrste/varijeteta na solni
stres mogucénost odrzavanja povecane razine ABA u listovima. Uloga ABA u korijenu takoder
je vrlo vazna. Prva istraZzivanja odgovora na susu i salinitet posredovanog djelovanjem ABA
sugerirala su biosintezu ABA u korijenu, na mjestu percepcije stresnog signala, te transport
kroz ksilem biljke u nadzemne dijelove. Danas je poznato da osim transporta ABA iz korijena i
listovi dopinose de novo biosintezi ABA (Jones 2016). Razina ABA u korijenu kupusnjaca bila
je povisena u odnosu na kontrole uslijed solnog stresa osim pri 200 mM tretmanu kineskog
kupusa (Slika 31). To je u suglasnosti s rezultatima ABA u listovima kineskog kupusa kao
osjetljivije vrste na solni stres u odnosu na tolerantnije varijetete B. oleracea. Podatci iz
literature navode da akumulacija ABA u korijenu inhibira razvoj lateralnog korijena uslijed
prisutnosti toksicne koncentracije soli nebi li se unos iona soli sveo na minimum (Duan i sur.
2013). Takoder, ABA je uklju¢ena u SOS odgovor biljaka, tj. dokazana je njena uloga u
regulaciji i smanjenju stope transporta iona Na* iz korijena u nadzemne dijelove biljke putem
ksilema (Zhu i sur. 2016). Fluktuacije razine ABA u korijenu kineskog kupusa mozemo dovesti
u korelaciju s razinama Na* u listovima. U korijenu kineskog kupusa razina ABA raste
kontinuirano do konc. NaCl od 100 mM sto omogucduje odrzavanje iona Na* u listovima vise
manje konstantnim (Slika 26a). Pojacana akumulacija Na* iona u listovima pri 200 mM NaCl
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moze se objasniti djelomic¢no kao rezultat smanjenja ABA u korijenu ispod vrijednosti u
kontrolama ¢ime biljka gubi mogucénost regulacije transporta Na*.

Uloga JA i SA u regulaciji biljnog odgovora na stres prvenstveno je istrazena u okviru
obrambenih mehanizama uslijed biotskog stresa, no oba hormona moduliraju odgovor i u
uvjetima abiotskog stresa. Akumulacija JA zabiljeZzena je kao odgovor na salinitet u nekoliko
razli¢itih vrsta (rajCica, iris i riza) $to je u konacnici rezultiralo veéom tolerancijom na solni
stres (Wang i sur. 2001, Pedranzani i sur. 2003, Tani i sur. 2008). Kang i sur. (2005) su
pokazali da tolerantniji kultivari rize imaju znatno vise endogene razine JA i u optimalnim
uvjetima kada ¢imbenici solnog stresa nisu prisutni. Akumulacija JA i njene aktivne forme JA-
lle zabiljeZzena je kao odgovor na salinitet pri najnizoj koncentraciji soli (50 mM) u klijancima
kineskog kupusa (Slika 23c) i u korijenu bijelog kupusa (Slika 32). Vise koncentracije soli
uzrokovale su znacdajan pad JA i JA-lle u klijancima te korijenu svih triju Brassica, te listovima
bijelog kupusa i rastike. Za razliku od rezultata koji sugeriraju akumulaciju JA u svrhu
tolerancije na salinitet, mutante Arabidopsisa s inaktivnom biosintezom JA pokazuju
povisenu toleranciju na solni stres koja se ocituje kao dulje korijenje, manje nekroti¢nih
listova, manje Na* iona u izdanku, vece koncentracije klorofila i 50% manje MDA u odnosu na
wt uslijed solnog stresa (Hazman i sur. 2015). Takoder, mutante rize s pojacanom
ekspresijom gena za enzim koji inaktivira JA-lle bile su tolerantnije na solni stres i imale
odgodenu senescenciju listova uzrokovanu salinitetom, no ne i fizioloskim starenjem
(Kurotani i sur. 2015). Stoga, znacajno nize koli¢ine JA i JA-lle u listovima bijelog kupusa i
rastike u odnosu na nepromijenjenu koli¢inu JA-lle u listovima kineskog kupusa potencijalno
mogu doprinjeti odgodi senescencije u toleratnijim kultivarima uslijed solnog stresa bududi
da u procesu sencescencije glavnu ulogu ima JA (Santino i sur. 2013). Nedavno istraZivanje
otkrilo je funkciju signalnog puta jasmonata u rastu korijena A. thaliana u solnom stresu
(Valenzuela i sur. 2016). Rast primarnog korijena uroc¢njaka posredovan je JA ovisnim i JA
neovisnim putem. Autori su pokazali da je u uvjetima solnog stresa (3 sata nakon aplikacije
stresora) izmjerena pojacana akumulacija JAZ proteina, represora JA signalnog puta.
Transkripcija JAZ gena takoder je JA ovisna. Nakon inicijalnog JA-lle signala i pojacane
ekspresije JAZ represora dolazi do povratne inhibicije JA signalnog puta i posljedi¢no
zakocenja elongacije stanica primarnog korijena u JA ovisnom rastu. Nadalje, brzi oporavak i
viSa stopa rasta tijekom kasnijih stadija u uvjetima solnog stresa bili su izrazeniji u mutantima
sa suprimiranim JA signalnim putem (Geng i sur. 2013). Stanje represije JA signalnog puta
odrzava se niskom razinom JA-lle koji je potreban za ponovnu aktivaciju JA signalnog puta
(Wasternack i Strnad 2016). Snizene razine JA i JA-lle u korijenu kineskog kupusa, bijelog
kupusa i rastike nakon 24 h stresa ukazuju kako je moguce da sve tri kupusnjace reguliraju
rast korijena djelomic¢no preko JA ovisnog puta. Takoder, razina JA-lle pri 50 mM NaCl koja
je u korijenu bijelog kupusa i rastike bila puno bliza kontrolnim vrijednostima u odnosu na
kineski kupus ukazuje na manju stopu inhibicije rasta korijena tolerantnijih kupusnjaca u
slu¢aju JA-ovisnog rasta Sto je i u korelaciji sa testovima inhibicije rasta korijena klijanaca
(Slika 30).
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Uloga SA u kontroliranju fizioloskih procesa biljaka izloZzenih solnom stresu potvrdena je u
nizu eksperimenata gdje su tretmani SA reducirali negativan ucinak soli. Tretmani s niskim
koncentracijama SA pokazali su pozitivan utjecaj na klijanje sjemena, fotosintetsku aktivnost,
fiksiranje ugljika, transpiraciju, zatvaranje puci i antioksidacijsku aktivnost u mnogim biljnim
vrstama uslijed solnog stresa (Jayakannan i sur. 2015). Nadalje, tretmani SA inducirali su
pojacanu akumulaciju prolina i ABA, a ujedno su odrzali razinu IAA i citokinina u korijenu
pSenice promovirajuéi rast pri poviSenom salinitetu (Hayat i sur. 2010). Povecana
akumulacija SA u listovima kupusnjaca zajedno s akumulacijom ABA i prolina (Slika 31, Slika
26b) u suglasnosti je sa zabiljezenim ucinkom tretmana SA biljaka izloZzenih solnom stresu
kao i pozitivnom ulogom SA na odrZavanje funkcionalnog fotosintetskog aparata listova
kineskog kupusa (F.,/Fm vrijednosti oko 0,8 i uslijed stresa) (Slika 25b). No solni tretmani,
prvenstveno s viSim koncentracijama soli, snizili su razinu SA u korijenu kupusnjaca i
klijancima kineskog kupusa. Snizavanje razine SA zabiljezeno je i kao odgovor irisa na solni
stres (Wang i sur. 2001). lako tretmani biljaka sa SA isti¢u njenu protektivnu ulogu uslijed
stresa, endogena uloga u moduliranju odgovora na poviseni salinitet ¢esto je kontradiktorna.
Pregledni rad Jayakannan i sur. (2015) donosi rezultate kontradiktornih funkcionalnih
istrazivanja koji nisu pokazali jasnu vezu izmedu prisutnosti SA i tolerancije na salinitet.
Mutante urocnjaka deficijentne u SA posjedovale su toleranciju na salinitet u odnosu na wt i
mutante s povec¢anom biosintezom SA. Suprotno tome, tolerancija na salinitet i bolja stopa
rasta zabiljeZzena je kod mutanti s pove¢anom biosintezom SA u istraZivanjima drugih autora.
Dostupni literaturni podatci zasada ne mogu objasniti nastale razlike u koli¢ini SA u
klijancima i korijenu Brassica uslijed stresa. Buduéi da obrambeni odgovor biljke i odrziv rast
u uvjetima stresa prvenstveno ovisi o kompleksnoj medusobnoj komunikaciji (pozitivnoj ili
negativnoj) izmedu hormona prije nego o samostalnom doprinosu pojedinog hormona
(Verma i sur. 2016), zabiljezene promjene mogle bi se objasniti kao rezultat sloZenih
hormonskih mehanizama regulacije u uvjetima povisenog saliniteta.

4.3.2. Auksinski metabolom uslijed solnog stresa

Hormoni stresa ne mogu samostalno regulirati fizioloSke procese u biljci u svrhu adaptivnog
odgovora na stress, veé je za to potrebna i koordinacija s hormonima rasta, ponajprije
auksinima. IstraZzivanja na nekoliko razli¢itih vrsta pokazala su kako je upravo auksinska
homeostaza direktna poveznica s regulacijom i prilagodbom biljke na stres (Ludwig-Mdiller i
sur. 2011, Liu i sur. 2014, Salopek-Sondi i sur. 2015). U odgovoru na solni stres |AA je vazan
endogeni ¢imbenik koji kontrolira prvenstveno promjene u arhitekturi korijena s ciljem
prilagodbe i prezivljavanja biljaka. Wang i sur. (2009) pokazali su da je blagi solni stres
uzrokovao porast razine IAA u A. thaliana 5to je rezultiralo inhibicijom elongacije glavnog
korijena i povec¢anim brojem lateralnih korijena, no vise koncentracije soli u potpunosti su
inhibirale rast korijena. Porast koncentracije IAA pri poviSenom salinitetu zabiljezen je u
klijancima kineskog kupusa (Slika 24) Sto je u korelaciji sa inhibicijom rasta korijena,
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prvenstveno pri 200 mM NaCl. Takoder, u korijenu kupusnjaca i listovima kineskog i bijelog
kupusa (Slika 34, Slika 35) izmjerene su povecéane vrijednosti IAA uslijed stresa. Supresija IAA
signalnog puta jedan je od pretpostavljenih mehanizmama tolerancije na stres. Solni stres i
su$a uzrokuju represije TIR1 i AFB2 receptora koji se aktiviraju vezanjem IAA, a mutante u
receptorima pokazuju znatno viSu toleranciju na salinitet u odnosu na divlji tip kao i bolji
oksidativni status (lglesias i sur. 2010, Chen i sur. 2012). Moguce je primijetiti kako su
promjene u koli¢ini IAA bile najizrazenije ponajprije u listovima kineskog kupusa,
najosjetljivije kupusnjace. U regulaciji koli¢ine auksina vrlo je vazan i redoks status biljke.
PoviSena razina H,02 u mutantama s inaktivhom katalazom znacajno je reducirala koli¢inu
IAA uslijed suprimirane transkrpcije gena za biosintezu IAA i rezultirala karakteristicnim
fenotipom biljke. Suprotno tome, aplikacija GSH vratila je normalni fenotip mutanti i povisila
razinu auksina, no nije utjecala na promjene u koli¢ini H,0; i GSH/GSSG omjeru (Gao i sur.
2014). Budu¢i da i u kineskom kupusu uslijed povisenog saliniteta nije doSlo do izrazene
promjene GSH/GSSG omjera (Slika 27), endogeno akumulirani GSH takoder je mogao
doprinijeti akumulaciji IAA.

Promjene u razini IAA konzistentne su s promjenama u biosintetskom putu i u katabolickom
dijelu IAA metabolizma. U viSim biljkama postoje Cetiri Trp ovisna puta biosinteze IAA: put
indol-3-piruvatne kiseline (IPyA), put indole-3-acetamida (IAM), put triptamina (TRA) i put
indol-3-acetaldoksima (IAOx) (Ljung 2013). Prekursori IAOx i TRA nisu bili detektirani u
analizama klijanaca i odraslih kupusnjaca. Put IPyA glavni je biosintetski put u porodici
Brassicaceae (Zhao 2012). Analiza auksinskog metaboloma potvrdila je €injenicu da je IPyA
put znacajan izvor IAA u kontrolnim klijancima i klijancima izloZzenim stresu (Slika 24). Porast
saliniteta reducirao je razinu Trp kao ranog prekursora svih Trp-ovisnih biosintetskih puteva,
te IPyA pri najviSem salinitetu. Suprotno smanjenju IPyA prekursora, zabiljezen je porast u
IAM i IAN prekursorima IAA kao i IAA. Promjene u prekursorima biosinteze zabiljeZzene su i u
odraslim biljkama pri ¢emu su razine TRP, IPyA, IAN i IAM bile poviSene u korijenu i listovima
uslijed saliniteta (Slika 34, Slika 35). U listovima kineskog kupusa razine sva tri prekursora
biosinteze u pozitivnoj su korelaciji s porastom IAA. Prekursor IAM identificiran je u mnogim
biljnim vrstama, uklju¢ujuc¢i i Arabidopsis no jo$ uvijek ne postoje literaturni podatci o
njegovoj ulozi u odgovoru biljaka na solni stres (Novak i sur. 2012, Ljung 2013). IAN,
intermedijer biosintetskog puta IAOx, koji je u uroc¢njaku pronaden u visokim koli¢inama
(Novak i sur. 2012), moze biti i dio metaboli¢kih puteva niza indolnih spojeva poput
kamaleksina i drugih fitoaleksina, indol-3-karbaldehid, indol-3-karboksilne kiseline i indolnih
glukozinolata (Bottcher i sur. 2014). Pojacana akumulacija Trp i indol-3-karboksilne kiseline
zabiljezena je kao odgovor na solni stress u korijenu halofita Salicornia herbacea (Lee i sur.
2016). Takoder, akumulacija glukozinolata, posebice indolnih, zabiljezena je kao odgovor na
salinitet u Pak Choi kupusu (Hu i Zhu 2010). Nadalje, IAN moZe nastati ujedno i kao produkt
razgradnje glukozinolata enzimatskom aktivno$éu mirozinaza nakon oslobadanja enzima
uslijed ozljede tkiva. Poveznica izmedu aktivnosti mirozinaza i koli¢ine glukozinolata nije
potvrdena u povisenom salinitetu (Pang i sur. 2012). Na osnovu rezultata namece se
zakljucak da je porast IAN, prvenstveno kod kineskog kupusa joS jedan od nacina odgovora
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na poviseni salinitet koji mozZe, osim sudjelovanja u biosintezi IAA rezultirati i biosintezom
drugih indolnih spojeva. Porast koli¢ine katabolita IAA-Asp te oksidirane forme IAA (oxIAA) u
suglasnosti je s povisenom razinom |AA i zabiljezen je jednoznacno u klijancima i odraslim
biljikama kineskog kupus dok je u tolerantnijim varijetetima B. oleracea taj porast
katabolic¢kih formi IAA sporadican i ne tako ocit. Konverziju IAA u oxIAA katalizira nedavno
otkrivena IAA deoksigenaza no njena regulacija u uvjetima stresa je za sada nepoznata. I1AA
deoksigenaze kao i GH3.5 sintetaze koje kataliziraju sintezu konjugata IAA s aminokiselinama
sinergisti¢ki odrzavaju optimalnu razinu IAA tijekom rasta i razvoja (Porco i sur. 2016). lako
se ireverzibilni konjugati IAA s aminokiselinama Asp i Glu smatraju katabolitima auksina,
Ostrowski i sur. (2016) su tretmanima klijanaca graska s IAA-Asp pokazali da i oni doprinose
odgovoru na salinitet i teSke metale te ukazuju na njihovu dodatnu ulogu u abiotskom
stresu. Uslijed solnog stresa izmjeren je pad esterskih IAA konjugata sa Se¢erima (IAA-Glc i
oxIAA-Glc) u klijancima kineskog te porast oxIAA-Glc u listovima kineskog kupusa. Mutante
A. thaliana s poveéanom ekspresijom enzima UGT74E2 koji katalizira formiranje esterskih
konjugata IAA sa Secerima bile su sposobne preZivjeti duge periode suse i solnog stresa sto
upucuje na vaznu ulogu estera auksina poput IAA-Glc kao potencijalne skladisne forme koja
se po potrebi mozZe hidrolizirati i doprinositi potrebnoj razini slobodne IAA (Tognetti i sur.
2010, Korasick i sur. 2013). Regulacija auksinskog metaboloma uslijed solnog stresa vazan je
segment adaptivnog odgovora biljaka na salinitet jer odstupanje od fizioloskih koncentracija
IAA ima znatan inhibitorni uc¢inak na rast biljaka.

4.4. ULOGA AUKSIN-AMIDOHIDROLAZA U SOLNOM STRESU

Odrzavanje auksinske homeostaze bitan je preduvjet uspjesne prilagodbe biljaka na stresne
uvjete. Jedan od nacina odrzavanja auksinske homeostaze je reverzibilna konjugacija I1AA.
Mehanizam reverzibilne konjugacije ¢ine dva suprotna procesa: 1) nastanak konjugata IAA s
aminokiselinama, Secerima i peptidima i Il) hidroliza reverzibilnih konjugata i oslobadanje
aktivnog oblika IAA kada se za to pojavi potreba. Enzimi koji kataliziraju reakcije hidrolize
reverzibilnih konjugata IAA s aminokiselinama nazivaju se auksin-amidohidrolaze (Salopek-
Sondi i sur. 2017). Razumijevanju auksinske homeostaze uslijed stresa s naglaskom na
procese reverzibilne konjugacije pristupljeno je na dva nacina: 1) pracenjem ekspresije gena
za auksin-amidohidrolaze u korijenu i listovima kineskog kupusa te Il) funkcionalnim
istrazivanjima mutanti uro¢njaka s inaktivnim auksin-amidohidrolazama koja su ukljucivala
testove rasta korijena klijanaca, analizu hormona stresa i auksinskog metaboloma.

Ekspresija gena za tri auksin-amidohidrolaze kineskog kupusa (IAR3, ILL2 i ILR1) pradena je u
hidroponski uzgojenim biljkama nakon 6h od aplikacije solnih tretmana. Rezultati analize
ekspresije gena pokazali su znacajnu indukciju dvije auksin-amidohidrolaze IAR3 i ILR1 (5 x)
uslijed solnog stresa prvenstveno pri 200 mM soli u korijenu (Slika 29). Ekspresija gena IAR3
bila je inducirana i pri 100 mM u korijenu te u listovima pri 50 mM (2 x u oba organa).
Takoder, solni stres inducirao je u listovima povecanje razine transkripta za ILR1 (2 x i 5 x) pri
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100 i 200 mM soli dok su promjene u razini ekspresije gena za ILL2 izostale u oba organa.
Povedana razina transkripcije auksin-amidohidrolaza u korelaciji je s analizom auksinskog
metaboloma i porastom razine IAA budué¢i da navedeni enzimi doprinose koncentraciji
slobodnog oblika IAA. Uloga auksin-amidohidrolaza zabiljezena je u odgovoru na salinitet i
osmotski stres i u drugim vrstama. Mutanti uro€njaka transformirani genom za auksin-
amidohidrolazu ILL3 iz topole bili su tolerantniji na solni stres u odnosu na netransformirane
biljke (Junghans i sur. 2006). Nadalje, Kinoshita i sur. (2012) su utvrdili da uslijed izloZzenosti
uroc¢njaka osmotskom stresu dolazi do akumulacije transkripata auksin-amidohidrolaze IAR3
$to doprinosi promjenama u arhitekturi korijena. Osim hidrolize auksinskih konjugata, IAR3 iz
pSenice sposobna je hidrolizirati IAA-Glc no niskim afinitetom (Campanella i sur. 2004).
Ekspresija IAR3 amidohidrolaze kineskog kupusa snazno je inducirana uslijed tretmana JA
(Salopek-Sondi i sur. 2013). Takoder, JA inducira transkripciju i IAR3 iz A. thaliana za koju je
dokazano da uz IAA konjugate hidrolizira i JA-lle Sto je Cini posrednikom izmedu indukcije IAA
signalnog puta i represije JA signalnog puta (Widemann i sur. 2013, Zhang i sur. 2016).
Bududi da su hormonske analize pokazale znacajan pad razine JA-lle paralelno s porastom
IAA u korijenu i listovima kinekog kupusa moguce je zakljuciti kako je IAR3 uklju¢ena u
regulaciju signalnih puteva ova dva hormona i moduliranju odgovora kineskog kupusa na
poviseni salinitet.

Radi boljeg razumijevanja uloge tih enzima u moduliranju odgovora biljaka na stres
provedena su funkcionalna istrazivanja koriste¢i mutante A. thaliana s disfunkcionalnim
genima za amidohidrolaze (jednostruka mutanta iar3, dvostruka iar3,ill2 i trostruka iar3, ill2,
ilr1). Testovi rasta korijena divljeg tipa i mutanti A. thaliana s disfunkcionalnim
amidohidrolazama provedeni su na MS agarskim plo¢ama s dodatkom NaCl (50 i 100 mM) u
trajanju od tri dana nakon transfera 5 dana starih klijanaca na solne tretmane (Slika 36).
Fotografije uro¢njaka su slikane nakon 11 dana radi pracenja fenotipskih karakteristika (Slika
37). Zbog velike varijabilnosti u duljini korijena wt i mutanti, test rasta korijena klijanaca nije
rezultirao znadajnim promjenama u duljini korijena iako je inhibicija rasta korijena porastom
saliniteta bila vidljiva. Takoder, fenotip klijanaca nakon 11 dana solnog tretmana s 100 mM
NaCl pokazuje znacajnu redukciju u veli¢ini izdanka, broju listova, duljini primarnog korijena i
broju lateralnih korijena wt i mutanti. Posebna redukcija u broju lateralnog korijenja uslijed
solnog stresa uocena je u trostrukoj mutanti s obzirom na wt, jednostruku i dvostruku
mutantu. Urocnjak A. thaliana posjeduje sedam gena za auksin-amidohidrolaze (Rampey i
sur. 2004). Mutacije u genima za auksin-amidohidrolaze uzrokuju promjene karakteristicne
za niske koncentracije IAA. Za trostruku mutantu ilrl , iar3, ill2 je poznato kako ima kraci
hipokotil kada raste na svjetlu, manji broj lateralnog korijenja, manje je osjetljiva na
inhibiciju rasta uslijed tretmana s aminokiselinskim konjugatima IAA te ima reducirane
koli¢ine IAA (Rampey i sur. 2004), a uslijed solnog stresa te su karakteristike jo$ izraZenije.
Takoder, jednostruka iar3 i dvostruka mutanta iar3, ill2 pokazuju slicne karakteristike
reduciranog rasta (Davies 1999). U svrhu odredivanja profila auksina, wt i mutante uro¢njaka
uzgojeni su u tekucoj MS podlozi te tretirani sa 100 mM NacCl u trajanju 3 dana (Slika 38).
Uzgoj A. thaliana u tekuéoj MS podlozi rezultira velikim prinosima biomase i predloZen je od

101



4. RASPRAVA

autora Lewandowska i sur. (2013) kao zadovoljavajuéi nacin uzgoja za praéenje odgovora na
solni stres i proteomskog profila.

Analize hormona stresa (Tablica 11) i auksinskog metaboloma (Slika 39) nisu rezultirale
ocekivanim promjenama u hormonskom odgovoru divljeg tipa uro¢njaka i koriStenih mutanti
na solni stres. Sporadicno je izmjeren porast u koli¢ini salicilne i jasmonske kiseline uslijed
stresa kao i porast IAA u svim istrazenim mutantama kao odgovor na stres. Koli¢ina IAA
najizrazenije je bila akumulirana u jednostrukoj mutanti iar3, Sto je u suglasnosti s
karakteristikama mutanti kod kojih porast mutacija u auksin-amidohidrolazama rezultira s
pojacanom stopom konjugacije, a reduciranom stopom hidrolize konjugata radi nedostatka
funkcionalnih enzima (Rampey i sur. 2004). lzostanak razlika u razini ABA, koja se pokazala
kao najocigledniji marker stresa u analizama triju kupusnjaca i klijanaca kineskog kupusa,
sugerira kako primijenjeni nacin uzgoja u tekuéem mediju nije zadovoljavajuéi za pracenje
profila hormona u poviSenom salinitetu. 1z Slike 38 vidljivo je kako su klijanci uro¢njaka
uronjeni u tekuéi medij te iako je aeracija podloge bila osigurana konstantnom treSnjom,
bilijke su vrlo vjerojatno bile pod stresom uslijed nefizioloskih uvjeta rasta. Eksperimenti s
mutantama A. thaliana biti ¢e ponovljeni u buduénosti s adekvatnijim nainom uzgoja.
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Zakljucci:

@)

Kratkotrajni solni stres (24 h) imao je negativan ucinak na rast korijena kao i biomasu
klijanaca kupusnjaca ovisno o koncentraciji apliciranog NaCl (50-200 mM). Na osnovu
komparativnog testa inhibicije rasta klijanaca varijeteti vrste B. oleracea (bijeli kupus i
rastika) bili su tolerantniji u odnosu na vrstu B. rapa (kineski kupus).

Porast intenziteta saliniteta uzrokovao je smanjenje fotosintetske ucinkovitosti
kotiledona klijanaca i listova kineskog kupusa, no unato¢ tome u obje faze rasta
fotosintetski aparat ostao je funkcionalan.

Klijanci i odrasle biljke kineskog kupusa poja¢ano su akumulirale ione Na* uz
nemoguénost odrzavanija fizioloskog K*/Na* omjera u solnom stresu.

Solni stres rezultirao je pove¢anom proizvodnjom ROS u tretiranim biljkama, te
povecanom aktivnoséu nekih antioksidacijskih enzima, kao i pove¢anom koli¢cinom
glutationa, prolina, askorbinske kiseline i fenolnih kiselina.

Vise koncentracije soli dovele su do oksidativnih osteéenja lipidnih struktura u tkivu
odraslih biljaka kineskog kupusa.

Promjene u profilu vezanih fenolnih kiselina na stani¢ne stijenke upucduju na
promjene u remodeliranju stani¢nih stijenki klijanaca i biljaka kineskog kupusa u
svrhu adaptivnog odgovora na poviseni salinitet.

Solni stres inducirao je promjene u koli¢ini hormona stresa: promjene u razini ABA i
jasmonata (povecana razina ABA i sniZena razina JA i JA-lle) ovisile su o stupanju
saliniteta, dok su promjene u razini SA ovisile o biljnom tkivu.

Solni stres utjecao je na profil IAA metaboloma: akumulacija IAA u korijenu i listovima
kupusnjaca bila je pracena ukljuivanjem alternativnih puteva biosinteze kao i
poveéanom stopom katabolizma.

Profil fitohormona korelira sa stupnjem tolerancije vrste na solni stres: znacajnije
promjene u profilu hormona stresa i auksina uocene su u osjetljivije vrste (B. rapa) u
odnosu na tolerantnije vrste (B. oleracea var. capitata i B. oleracea var. acephala).

Mehanizmi auksinske homeostaze posredovani auksin-amidohidrolazama sudjeluju u
odgovoru na poviseni salinitet: transkripcija gena za auksin-amidohidrolaze kineskog
kupusa ILR1 i IAR3 bila je inducirana uslijed solnog stresa, dok se razina transkripta za
auksin-amidohidrolazu ILL2 nije mijenjala uslijed prisutnosti stresora.

Funkcionalna istrazivanja na mutantama uroc¢njaka (A. thaliana) s disfukcionalnim
genima u auksin-amidohidolazama IAR3, ILR1 i ILL2 upucuju na ulogu tih gena u
regulaciji rasta i arhitekture korijena u stresu.
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U posljednih nekoliko desetlje¢a svjedoci smo klimatskih promjena koje za posljedicu imaju
smanjenje produktivnosti poljoprivrednih usjeva. Razumijevanje mehanizama odgovora
biljaka na ¢imbenike abiotskog stresa (poviseni salinitet, susa, visoke temperature itd.) pruza
nam nove alate u uzgoju poljoprivrednih kultura. S tom svrhom, istrazivanje je bilo
provedeno na odabranim kulturama iz porodice kupusnjaca: kineskom kupusu (Brassica rapa
L. ssp. pekinensis), bijelom kupusu (Brassica oleracea var. capitata cv. 'Varazdinski') i rastici
(Brassica oleracea var. acephala) te modelnom organizmu urocnjaku (Arabidopsis thaliana) u
uvjetima solnog stresa (50, 100 i 200 mM NacCl). Bijeli kupus cv. 'Varazdinski' i rastika
predstavljaju tradicionalno vazne domacde sorte kupusnjaca dok je kineski kupus bio

interesantan s obzirom da je to komercijalna vrsta Ciji je genom sekvencioniran te olakSava
molekularna istraZzivanja.

Detaljna karakterizacija odgovora kineskog kupusa bila je provedena na fizioloskoj,
biokemijskoj, hormonskoj i molekularnoj razini. Funkcionalna istraZivanja bila su provedena
na mutantama urocnjaka disfunkcionalnim u genima za auksin-amidohidrolaze. Analiza
fitohormona omogucila je uvid u njihovu ulogu u razli¢ito tolerantnih kupusnjaca. Rezultati
testova inhibicije rasta korijena pokazali su da je kineski kupus osjetljivija vrsta u odnosu na
bijeli kupus i rastiku. Detaljna karakterizacija odgovora kineskog kupusa bila je provedena u
dvije razvojne faze: klijancima i odaslim biljkama radi evaluacije odgovora razli¢itih
vegetativnih stadija. Solni stres potaknuo je iste obrambene mehanizama u oba stadija
kineskog kupusa u svrhu eliminacije ROS koji nastaju kao rezultat prisutnosti solnog stresora:
aktivaciju nekih antioksidacijskih enzima, te akumulaciju stani¢nih antioksidansa poput
askorbata, glutationa i fenolnih kiselina, no u konacnici je ipak dosSlo do oksidativnih
ostecenja lipidnih membrana u odraslim biljkama. Uslijed poviSenog saliniteta reducirana je
fotosintetska ucinkovitost u oba razvojna stadija kineskog kupusa, no mehanizmi
antioksidacijskog odgovora uspjeli su odrzati fotosintetski aparat funkcionalnim.
Nemoguénost odrZzavanja optimalnog omjera K*/Na* upucuje na toksi¢énost primjenjenih
koncentracija soli, a akumulacija prolina javlja se kao odgovor na osmotski Sok.

Analiza fitohormona (ABA, SA, JA i IAA) UHPLC-MS/MS metodom pruZila je uvid u ulogu tih
hormona u brzom, inicijalnom odgovoru na stres. Razlike u koli¢ini SA mogu se pripisati
njenom stimulativnom uéinku na biokemijske mehanizme tolerancije. Promjene u razini ABA
u korelaciji su s njenom ulogom u odrzavanju turgora listova u solnom stresu i zamjeéenom
toleracijom ispitivanih kupusnjaca. Najosjetljivija kupusnjaca, kineski kupus, nije bila u
mogucnosti regulirati razinu ABA pri najviSoj koncentraciji soli Sto je rezultiralo izrazitim
gubitkom turgora i opustanjem listova. S druge strane, bijeli kupus uspjeSno odrzava razinu
ABA, a rastika je ¢ak i dodatno akumulira. Osim vaznosti ABA, jasmonati takoder doprinose
odgovoru na poviseni salintet. U bijelom kupusu i rastici razina jasmonata je znacajnije niza
usljed stresa u odnosu na razinu jasmonata u listovima kineskog kupusa. Oprecan trend
izmedu porasta razine ABA i pada razine jasmonata u korijenu kupusnjaca u suglasnosti je s
literaturnim podatcima o regulaciji arhitekture korijena pomocu ABA i JA Sto rezultira
inhibicijom rasta primarnog korijena i smanjenjem broja lateralnog korijenja u solnom
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stresu. Adaptivni mehanizam biljaka na uvjete solnog stresa osim koordinacije odgovora
putem hormona stresa ukljuuje i regulaciju putem hormona rasta kao Sto su auksini
(uglavnom 1AA). Poveéana akumulacija IAA, koja u koncentracijama visim od fizioloskih ima
inhibitoran ucinak na rast i razvoj biljke, izuzetno je izrazena u listovima kineskog kupusa.

Takoder, poveéana razina transkripcije gena za auksin-amidohidrolaze IAR3 i ILR1 upucuje na
njihovu ulogu u homeostazi auksina uslijed solnog stresa. Funkcionalna istraZivanja mutanti
A. thaliana u genima za auksin-amidohidrolaze pokazala su da su auksin-amidohidrolaze
vazna komponenta u regulaciji rasta i arhitekture korijena u solnom stresu.
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8. SUMMARY

Climate changes present in the last decades are one of the serious agricultural problems
causing the reduction in the crop productivity and quality. Understanding the plant stress
response upon unpleasant environmental conditions (increased salinity, drought, high
temperature etc.) is reliable tool in coping with agricultural losses. In order to get insight into
salinity tolerance mechanisms of Brassica crops, Chinese cabbage (Brassica rapa L. ssp.
pekinensis), white cabbage (Brassica oleracea var. capitata cv.'Varazdinski'), kale (Brassica
oleracea var. acephala) and model plant Arabidopsis thaliana were exposed to short term
salinity stress in the range of NaCl concentrations 50-200 mM. White cabbage cv.
'Varazdinski' and kale are traditionally important varieties of Brassica oleacea in Croatia.
Chinese cabbage was interesting since it has been first commercial Brassica crop which
genome has been sequenced, enabling molecular analysis.

Response of Chinese cabbage was evaluated in details using physiological, biochemical,
molecular and hormonal approach. Functional research was performed by using mutants of
A. thaliana in genes coding for auxin amidohydrolases in order to get information about
auxin homeostasis upon salinity. Qualitative and quantitative phytohormones analysis
provided data suggesting phytohormone role in salt stress tolerance in different Brassica
crops. Root growth inhibition assay marked Chinese cabbage as the most sensitive Brassica
crop upon salinity. Detailed characterization of stress response was done in two different
growth stages of Chinese cabbage: seedlings and plants with four developed leaves.
Generation of ROS due the presence of salt stressor resulted in activation of some of the
antioxidant enzymes, accumulation of ascorbate, glutathione and phenolic acids. The
antioxidant system was not sufficient enough to avoid significant effects on lipid
peroxidation. High salt concentrations caused decline in photosynthesis performance and
overaccumulation of ROS in both growth stages but overall photosynthesis remained
functional. Seedlings and plants were not able to maintain optimal K*/Na* ratio implying
toxicity of salt treatments. Osmotic shock triggered proline accumulation.

UHPLC-MS/MS analysis of phytohormones (ABA, SA, JA i IAA) provided insight into the role
of hormones in initial, fast plant response to stress. Observed changes in SA upon salinity
can be explained as its simulative effect on biochemical mechanisms of tolerance. Levels of
ABA correlated with the protection of turgor pressure in leaves and differences in Brassica
crops tolerance. The most sensitive Brassica crop, Chinese cabbage, was not able to maintain
high ABA levels at the highest salt concentration which resulted in turgor loss and wilted
leaves. The tolerant crops were able to maintain high ABA levels (white cabbage) or even
promote additional accumulation of ABA (kale) upon highest salinity. In addition to ABA and
SA, jasmonates were included in salt stress response as well. Levels of jasmonates were
significantly lower in white cabbage and kale in comparison to Chinese cabbage upon
salinity. Opposite pattern of ABA and jasmonates levels in roots of stressed plants are in
agreement with literature data which suggest the role of ABA and JA in mediating root
architecture upon salinity (primary root growth inhibition and decreased number of lateral
roots). Growth promoting hormones like auxins (mostly IAA) are included in adaptive
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changes upon salinity. Salt stress triggered IAA accumulation in Brassica crops while the
highest IAA levels were measured in leaves of the most sensitive crop, Chinese cabbage.
Increased levels of IAA correspond with inhibitory effect of higher IAA concentrations on
plant growth and development.

Increased transcript levels of the genes coding for auxin amidohydrolases IAR3 and ILR1
suggest their role in auxin homeostasis upon salinity. The functional research of A. thaliana
auxin amidohydrolases mutants showed involvement of these enzymes in the regulation of
root growth and architecture upon saline conditions.
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Slika 40. Reprezentativni MRM kromatogrami hormona stresa ABA, SA, JA i JA-lle u korijenu
(desno) i listovima (lijevo) kineskog kupusa (a), bijelog kupusa (b) i rastike (c) pri poviSenom

salinitetu (0 i 200 mM).
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Tablica 12. Endogene koli¢ine hormona stresa: ABA, SA, JA i JA-lle u korijenu i listovima

kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike pri povisenom salinitetu (0-200 mM).

Korijen Nacl ABA SA JA JA-lle
(mmM) (ng/gs.m.) (ng/gs.m.) (ng/g s.m.) (ng/g s.m.)
0 33,72 +2,48 5,83+0,24 1006,57 + 57,03 563,81 +32,00
50 54,14 + 3,23 14,01 £ 0,62 416,09 +26,37 117,44 + 14,94
Kineski kupus
100 67,14 + 10,55 4,95+0,34 307,94 +7,36 95,59 + 4,08
200 20,93 +1,90 2,58 £0,25 181,47 +7,76 3,80+0,43
0 9,80+0,92 7,36 £0,41 59,70 + 1,88 11,23 £ 0,64
50 11,35+0,34 6,65 + 0,35 47,28 + 2,83 16,51 +£1,56
Bijeli kupus
100 20,91 +2,10 3,00+0,13 15,55+1,52 2,41 +0,32
200 19,66 £ 2,74 1,47 +0,31 6,68 £ 1,46 0,14 + 0,02
0 12,26 + 1,19 5,59 £ 0,25 124,95 + 11,87 34,89 + 2,68
50 16,23 +1,37 5,54 +£0,31 97,09 + 4,35 36,07 £ 5,89
Rastika
100 34,99 + 3,75 4,92 +0,31 22,18 +3,23 8,54 +1,08
200 22,13+1,90 2,12 +£0,25 11,78 £ 0,80 0,18 + 0,08
Listovi NacCl ABA SA JA JA-lle
(mM) (ng/gs.m.) (ng/gs.m.) (ng/gs.m.) (ng/gs.m.)
0 131,21 +5,58 0,61 +0,07 113,38 + 8,57 12,60 + 1,88
50 700,54 + 54,02 0,98 +0,10 107,71 + 10,98 15,45 £+ 2,37
Kineski kupus
100 3342,08 £42,34 0,78 +£0,04 91,61 +5,64 10,63 £ 2,03
200 1815,65 + 160,90 1,39+ 0,05 57,25+ 2,59 10,71+ 1,48
0 62,78 + 5,17 0,57 £ 0,09 93,40+ 7,22 17,31+ 1,34
50 150,98 + 16,68 1,74 + 0,40 110,97 + 18,92 17,35+ 3,45
Bijeli kupus
100 398,30 + 20,83 1,25+ 0,05 25,14 + 2,06 3,87+0,64
200 393,10 + 48,81 1,19 £ 0,05 12,13 +1,73 1,35+0,20
0 36,11 + 2,07 0,48 + 0,08 265,28 +17,11 107,91 +5,61
50 195,74 + 16,67 0,56 +0,10 77,32 +12,95 10,21 +£ 0,92
Rastika
100 363,34 + 23,49 0,74 +£0,03 40,41 +£5,01 4,22 +0,11
200 573,23 £ 50,05 3,01 +£0,35 43,45+ 7,78 13,64 = 2,69
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Tablica 13. Endogene koli¢ine prekursora, IAA i metabolita IAA (ug/g s.m.) u korijenu
kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike pri povisenom salinitetu (0-200 mM).

Analit NacCl NacCl NaCl NacCl
(0 mM) (50 mM) (100 mM) (200 mM)
ANT 0,21+0,02 0,35+ 0,03 0,25+ 0,01 0,27 £ 0,03
TRP  2130,36 260,07 2731,35+25820 5453,80% 1868,64 4273,64 + 599,68
IPyA 0,60 £ 0,08 0,8210,13 2,68+0,24 1,82 £ 0,35
':3;3';' IAM 0,072 £ 0,004 0,081 £ 0,006 0,235+ 0,011 0,303 + 0,019
IAN 0,64 £ 0,02 3,20 £ 0,40 5,47 £ 0,90 6,50 £ 0,50
IAA 0,93 0,02 0,83 0,01 1,01 £0,05 1,08 £ 0,10
oxlAA 0,42 +0,01 0,63 0,02 0,55+ 0,06 0,45 £ 0,02
Analit NacCl NacCl NacCl NacCl
(0 mM) (50 mM) (100 mM) (200 mM)
ANT 0,06 0,06 0,24+ 0,03 0,26 0,04 0,19 £ 0,03
TRP  2301,69£299,70 3352,12+400,15  3592,82+733,81 2831,25+ 1035,88
IPyA 1,11£0,35 3,33£0,88 2,36 0,19 4,451 0,36
k"’:j‘;oet:; IAM 0,068 + 0,004 0,138 £ 0,011 0,153 £ 0,010 0,131 £ 0,007
IAN 0,71+0,08 1,90 £ 0,18 2,1140,25 0,851 0,10
IAA 0,31+0,01 0,53+ 0,03 0,46 £ 0,02 0,30 £ 0,02
oxIAA 0,52 +0,03 0,67 £ 0,03 0,53 0,05 0,32 £0,02
Analit NacCl NacCl NacCl NacCl
(0 mM) (50 mM) (100 mM) (200 mM)
ANT 0,15+ 0,02 0,14+ 0,03 0,17 £ 0,02 0,17 + 0,01
TRP  2346,90 +330,23 4139,82 + 1374,94 4442,77+1456,56  2805,98 + 258,98
IPyA 1,77 £0,25 2,4310,33 4,32£0,77 4,55+ 0,43
Raitika IAM 0,053 +0,003 0,096 + 0,004 0,057 0,004 0,091 £ 0,008
IAN 0,51 40,02 0,92 £ 0,06 9,48+ 1,31 1,76 £ 0,27
IAA 0,69 £ 0,03 1,02 £0,17 0,70 £ 0,05 2,09£0,26
oxIAA  1,08+0,04 0,97 £ 0,09 0,97 £ 0,02 0,51+ 0,06
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Tablica 14. Endogene kolicine prekursora, IAA i metabolita IAA (ug/g s.m.) u listovima

kineskog kupusa, bijelog kupusa i rastike pri povisenom salinitetu (0-200 mM Nacl).

Analit NacCl NacCl NacCl NacCl
(0 mM) (50 mM) (100 mM) (200 mMm)
ANT 0,20 + 0,01 0,21+ 0,03 0,12 + 0,02 0,07 £ 0,01
TRP 240,29+ 16,80  192,14+36,90 3181,99+61500 5110,30+711,84
IPyA 0,20 + 0,01 0,32 £ 0,05 0,60 0,08 1,2910,15
o IAM 0,02 + 0,00 0,13 £ 0,01 0,24 + 0,01 0,84 £ 0,06
':3;3';' IAN 0,22 + 0,05 1,49 0,19 3,80 + 0,25 10,73+ 1,11
IAA 0,19 + 0,01 0,36 + 0,02 0,48 + 0,01 1,03 £ 0,07
oxIAA 0,11 0,00 0,20 + 0,01 0,23 + 0,02 0,32 + 0,04
IAA-Glu 0,002 + 0,000 0,005 + 0,001 0,004 + 0,001 0,010 + 0,001
oxIAA-Glc 0,09 £ 0,18 0,48 £ 0,01 0,72 £ 0,04 0,89+ 0,16
Analit NacCl NacCl NacCl NacCl
(0 mM) (50 mM) (100 mM) (200 mMM)
ANT 0,10 + 0,01 0,09 0,01 0,04 + 0,01 0,05 + 0,01
TRP 511,66 +37,27 1158,83+119,66 2922,80+ 233,65 3320,86 + 749,83
IPyA 2,23+ 0,08 3,05+ 0,36 2,16 0,11 2,58+0,19
- IAM 0,40 0,01 0,66 + 0,05 1,97 £0,19 2,14 0,26
k"’:ft:; IAN 3,92 + 0,09 8,03 +0,18 34,69 + 4,89 39,27 + 1,37
IAA 0,83 + 0,04 1,04+0,11 2,19 40,28 2,07 +0,15
oxIAA 0,62 £ 0,05 0,61 0,09 0,58 + 0,04 0,56 + 0,03
IAA-Glu 0,015 + 0,001 0,016 + 0,001 0,017 + 0,003 0,016 + 0,002
oxIAA-GIc 1,15+0,16 1,02+0,11 1,64 0,08 1,08+0,31
Analit NacCl NacCl NacCl NacCl
(0 mM) (50 mM) (100 mM) (200 mM)
ANT 0,25+ 0,03 0,17 + 0,03 0,14 + 0,02 0,06 + 0,01
TRP 354,03 +3505 2381,90+1526 2167,02+257,00 534592 + 347,76
IPyA 1,71+0,27 3,53+ 0,34 2,98+0,25 4,73 0,30
IAM 0,30 £ 0,05 0,53 + 0,06 0,53 +0,18 0,41 0,06
Raitika IAN 4,08 +0,19 8,74 +0,18 7,56 + 0,98 12,06 + 1,10
IAA 0,97 £ 0,06 1,74 0,08 1,29+ 0,32 1,2040,21
oxIAA 0,75 + 0,02 1,13 0,07 0,67 + 0,05 0,42 + 0,06
IAA-Glu 0,011 + 0,001 0,013 + 0,000 0,007 + 0,001 0,012 + 0,000
oxIAA-GIc 0,92 + 0,09 1,62+0,27 1,13+ 0,09 0,93 +0,12

121



9. PRILOZI

Tablica 15. Endogene koli¢ine prekursora i metabolita IAA i IAA u wt i mutantama za auksin-
amidohidrolaze pri povisenom salinitetu (0 i 100 mM NaCl).

Analit NaCl

(ug/g s.m.) (mM) wt iar3 iar3, ill2 iar3, ill2, ilrl
ANT 0 0,32+0,04 0,30+0,03 0,23 +£0,02 0,31+0,04
100 0,29+0,04 0,27 £0,03 0,28 £ 0,04 0,20+ 0,03
TRP 0 1247,7 +127,2 12695+ 1146 2256,8+2452  2333,1+118,1
100 1079,8 +234,4 1168,5+132,0 1901,7+280,3  2222,0 + 295,8
IPyA 0 1,71+0,19 2,00+0,14 2,04 +0,17 2,21+0,16
100 1,07 £ 0,06 1,40+ 0,26 1,55+0,17 1,53+0,19
IAM 0 0,07 £0,01 0,13+0,01 0,10+£0,02 0,07£0,01
100 0,15+0,02 0,30+0,06 0,22 £0,01 0,13+0,02
IAN 0 15,43+ 3,24 11,92 + 0,66 17,75 2,56 15,28+ 1,34
100 8,47 + 0,56 11,85 + 1,69 14,38 + 1,24 12,54 + 1,55
I1AA 0 0,12 +0,01 0,14 +0,01 0,13+0,01 0,13+0,01
100 0,14 £ 0,00 0,22+0,01 0,15+0,02 0,15+0,01
oxIAA 0 0,25 +0,03 0,32+0,01 0,30+0,04 0,03+ 0,00
100 0,26 £ 0,04 0,31+£0,05 0,26 £ 0,02 0,03 £0,00
IAA-Asp 0 17,68 £ 2,04 23,80t 3,42 25,56 t 3,68 25,32+ 0,84
100 19,86 + 2,54 24,16 £ 3,46 28,18 £ 3,10 22,66 £ 2,07
IAA-Glc 0 0,71+0,05 0,92+0,10 1,03+0,11 0,92 £ 0,08
100 0,80+0,11 0,98+0,14 0,90+0,11 1,11 £ 0,07
oxIAA-Glc 0 6,92 £ 0,83 9,89+1,33 7,75 £ 0,90 0,77 £0,08
100 6,08 £0,61 7,31+£0,66 5,86 £ 0,54 0,87+0,14
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