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Elongacioni faktor translacije 1A kod krompira (Solanum tuberosum L.):

karakterizacija izoformi, ekspresija i uloga u odgovoru biljaka na toplotni stres
Sazetak

Eukariotski elongacioni faktor translacije 1A (eEF1A) je citosolni,
multifunkcionalni protein koji ima kljuénu ulogu u elongacionoj fazi tokom sinteze
proteina, vrieci transport aa-tRNK do mesta A na ribozomima. Pored osnovne funkcije,
ovaj elongacioni faktor moze ucestvovati i u eksportu molekula iz nukleusa, organizaciji
citoskeleta, proteoliti¢koj degradaciji proteina, kao i posedovati aktivnost molekularnog
Saperona. U 0voj tezi ispitan je uticaj visoke temperature na proces tuberizacije, rastenje
i razvice, kao i ekspresiju eEF1A u izdancima, listovima i krtolama kod razli¢itih sorti
krompira gajenih u kontrolisanim uslovima ili u polju. Pored toga, uradena je i
karakterizacija izoformi eEF1A u listovima kod razli¢itih sorti krompira gajenih ex vitro
ili u polju. Kod razli¢itih sorti krompira izvrSena je procena broja kopija gena koji
kodiraju eEF1A, a ekspresija eEF1A gena u uslovima visoke temperature je ispitana kod
sorti Désirée i Festival. Analiza zastupljenost eEF1A u mikro- i minikrtolama kod
toplotno-osetljive sorte Désirée, je pokazala da u uslovima dugotrajnog toplotnog stresa
dolazi do smanjenja zastupljenosti eEF1A, dok sa druge strane kod toplotno-tolerantne
sorte Festival, dolazi do povecanja zastupljenosti eEF1A, kako u mikrokrtolama, tako i
u starijim minikrtolama. Ovaj rezultat ukazuje na ulogu eEFIA u ublazavanju
negativnog uticaja visoke temperature na proces tuberizacije kod krompira. Znacajna
korelacija ustanovljena je izmedu zastupljenosti eEF1A u listovima krompira gajenih u
polju tokom dve izuzetno tople godine (2011. i 2012.) i prinosa krompira. Rezultati
eksperimenata u uslovima ex vitro, kao i polju, su pokazali da je relativna molekulska
masa eEF1A krompira 49,2 kDa i da ima 5-8 izoformi. Povecanoj zastupljenosti eEF1 A
u uslovima visoke temperature, najvise su doprinela 2-3 polipeptida/izoforme iz bazne
grupe. Genomska analiza je ukazala na postojanje vise gena koji kodiraju eEF1A kod
krompira, kao i da se ispitivane sorte razlikuju po broju kopija gena. Analiza ekspresije
eEF1A gena u minikrtolama toplotno-osetljive sorte Désiree pokazala da je ekspresija
veéine gena osetljiva na delovanje visoke temperature, te dolazi do znacajnog
smanjenjenja broja veé¢ine eEF1A transkripata u uslovima toplotnog stresa. Sa druge

strane, kod toplotno-tolerantne sorte Festival, visoka temperatura je imala blazi efekat



na ekspresiju vecine eEF1A gena, odnosno zastupljenost pojedinih transkripata se blago
povecala ili ostala na nivou kontrole u uslovima visoke temperature. lzuzetak je
predstavljao transkript eEF1A-12 gena koji se karakterisao izuzetnom inducibilnoscu.
Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da ekspresija gena eEF1A-12 u
uslovima visoke temperature najvise doprinosi povecanju zastupljenosti eEF1A proteina
u krtolama toplotno-tolerantne sorte Festival, §to otvara moguénost za njegovo
koris¢enje u kreiranju novih, termotolerantnih sorti krompira putem klasi¢nih metoda

selekcije ili metoda geneti¢kog inZenjeringa.

Kljué¢ne reci: krompir, Solanum tuberosum L., eukariotski elongacioni faktor 1A, HSP,

toplotni stres.

Naucna oblast: Biologija.

UZa nau¢na oblast: Fiziologija i molekularna biologija biljaka.



Translation elongation factor 1A in potato (Solanum tuberosum L.):

characterisation of isoforms, expression, and role in plant response to heat-stress

Abstract

Eukaryotic elongation factor 1A (eEF1A) is a cytosolic, multifunctional protein
that plays a central role in the elongation phase of translation by delivering aa-tRNA
complex to the A site of the ribosome. The eEF1A is also implicated in the nuclear
export of aa-tRNA, organization of the cytoskeleton, participates in proteolysis, and
possess chaperone activity. In this thesis, the effects of high temperatures on
tuberization, growth, and development, as well as the expression and accumulation of
eEF1A in shoots, leaves, and tubers, were investigated in different potato cultivars
grown in a controlled environment and field. In addition, the characterization of eEF1A
isoforms in leaves of different potato cultivars grown ex vitro or in the field was done.
Also, in different potato cultivars, the number of eEF1A-coding genes, as well as the
eEF1A genes' transcript expression under a high-temperature treatment, were
investigated. Investigation of eEF1A accumulation in micro- and minitubers of heat-
sensitive cultivar Désirée revealed a lower level of eEF1A under prolonged heat-stress,
while in heat-tolerant cultivar Festival, a higher level of eEF1A in microtubers and
older minitubers was found. Also, a significant positive correlation between eEF1A
abundance in potato leaves and the potato productivity in the field was observed in two
extremely hot years 2001. and 2012. These results indicate an important eEF1A role in
mitigation of the adverse impacts of high temperature on the tuberization in potato.
Results from ex vitro and field experiments have shown that potato eEF1A is a protein
of 49.2 kDa with multiple isoforms (5-8). Increase in eEF1A abundance under high-
temperature condition was mainly due to 2-3 basic polypeptides/isoforms. Genomic
analysis indicated the existence of multiple genes encoding eEF1A in potato. Analysis
of eEF1A genes' transcripts in minitubers of heat-sensitive cultivar Désirée revealed that
expression of the most genes was sensitive to high temperature, and there was a
significant reduction in number of eEF1A transcripts. On the other hand, in heat-tolerant
cultivar Festival, high temperature had a milder effect on eEF1A gene-expression. The
abundance of most eEF1A transcripts slightly increased or remained unchanged under
high-temperature condition, with the exception of the eEF1A-12 transcript which was

highly heat-inducible. Based on results obtained in this thesis, it can be concluded that



eEF1A-12 gene expression mainly contributes to an observed increase in eEF1A
abundance under high-temperature conditions in tubers of heat-tolerant cultivar Festival,
which opens the possibility for its utilization in the development of new heat-tolerant

potato varieties by classical breeding or genetic engineering.

Key words: potato, Solanum tuberosum L., eukaryotic elongation factor 1A, HSP, heat

stress.

Scientific field: Biology.

Specific scientific field: Plant Physiology and Molecular Biology.
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Uvod

1. Uvod

Krompir, Solanum tuberosum L., predstavlja jednu od najvaznijih namirnica u
ljudskoj ishrani i zauzima cetvrto mesto po proizvodnji u svetu posle kukuruza, psenice
I pirinca (FAO, 2015). Krompir se u svetu gaji na priblizno 19 miliona hektara sa
prose¢nim prinosom od 17,26 t ha®, ali uz veliki raspon prinosa od 2 t ha® u
nerazvijenim zemljama do 50 t ha™ u razvijenim zemljama (SAD, Holandija, Belgija,
Nemacka, Francuska). Proizvodnja krompira u svetu je u stalnom porastu, narocito u
nerazvijenim zemljama poput Kine, Indije i Brazila koje ujedno beleze i nagli
ekonomski rast. Prema zvani¢nim podacima statistickkog biroa Evropske unije —
Eurostat-a (2018) prosecan prinos krompira u Srbiji od 2013. do 2017. godine iznosio je
priblizno 15 t ha™ §to je vrlo nizak prinos u odnosu na neke evropske zemlje poput

Belgije (46,49 t ha'), Nemacke (44,45 t ha') ili Holandije (43,61 t ha)

Na proizvodnju krompira negativno uticu razli€iti spoljasnji faktori koji dovode
do stresa, poput suSe, niskih ili visokih temperatura (Bradshaw i Ramsay, 2009).
Negativni efekti visoke temperature na rastenje i razvice biljaka krompira su brojni i
ukljucuju: ubrzano rastenje izdanaka sa particijom asimilata ka nadzemnom delu biljke,
usporavanje fotosinteze i intenziviranje repiracije, smanjenje rasta korenova, inhibiciju
inicijacije 1 rastenja krtola, deformaciju krtola, smanjenje sadrzaja suve materije u
krtolama i poveéanje sadrzaja SeCera (Struik, 2007a). Kao posledica globalnog
zagrevanja u narednih 50 godina, predvida se globalni pad prinosa krompira izmedu
10% i 19% u periodu od 2010-2039. godine i izmedu 18% i 32% u periodu od 2040-
2069. godine u odnosu na referentnu 2003. godinu (Hijmans, 2003). Medutim,
koris¢enjem sorti krompira tolerantnih prema visokoj temperaturi, kao i promenom
poljoprivredne prakse pomeranjem vremena sadnje od jednog do dva meseca, smanjenje
prinosa moze biti znacajno manje, i to izmedu 5% i 11% u periodu 2010-2039 i izmedu
9% i 18% u periodu 2040-2069 u odnosu na 2003. godinu (Hijmans, 2003). Istrazivanje
proteina povezanih sa odgovorom krompira na delovanje visokih temperatura
omogucava razumevanje molekularne osnove toplotne tolerancije ove znacajne biljne

vrste i otvara mogucnost za koriS¢enje datih proteina kako za brz i efikasan odabir




Uvod

komercijalnih sorti krompira, tako i za kreiranje novih, termotolerantnih sorti krompira,

koje bi bile pogodne za gajenje u izmenjenim klimatskim uslovima.

1.1. Krompir, Solanum tuberosum spp. tuberosum

Krompir je viSegodisnja zeljasta biljka koja pripada familiji Solanaceae, rodu
Solanum, sekciji Petota, podsekciji Potatoe (Hawkes, 1990) (Slika 1.). Pored krompira,
familiji Solanaceae pripadaju i druge poznate kultivisane vrste poput paradajza
(Lycopersicon esculentum), paprike (Capsicum annuum) i duvana (Nicotiana tabacum).
Prema Burton-u (1989), rod Solanum obuhvata preko 2000 vrsta od kojih su
najpoznatije plavi patlidzan (S. melongena), paradajz (S. lycopersicum) i pomo¢nica ili
kokosije grozde (S. nigrum). Ovaj rod je podeljen u nekoliko podsekcija, od kojih
podsekcija potatoe obuhvata sve biljne vrste koje formiraju krtole. Podsekcija Potatoe
se deli na serije, od koji je serija Tuberosa obuhvata 54 divljih i kultivisanih vrsta, od
kojih je jedna i S. tuberosum (Hawkes, 1990). S. tuberosum obuhvata dve podvrste:
tuberosum i andigena. Obe podvrste su kultivisane; podvrsta tuberosum (Cileanski
krompir) predstavlja najznacajniju i najrasprostranjeniju poljoprivrednu kulturu koja se
gaji, na primer u Severnoj Americi i Evropi, dok je gajenje podrvrste andigena (Andski

krompir) ograniceno na Centralnu i Juznu Ameriku (Hawkes, 1990; Hanneman, 1994).

Carstvo: Plantae
Potcarstvo: Tracheobionta
Razdeo: Magnoliophyta
Klasa: Magnoliopsida
Potklasa: Asteridae
Red: Solanales
Familija: Solanaceae
Potfamilija: Solanoidae
Rod: Solanum
Sekcija: Petota
Podsekcija: Potatoe
Serija: Tuberosa
Vrsta: Solanum tuberosum L.

Slika 1. Klasifikacija krompira.




Uvod

Osnovni broj hromozoma kod roda Solanum je dvanaest. S. tuberosum subsp.
tuberosum moze biti diploid (2n=24) ili tetraploid (2n=48). Krompir sa diploidnim
brojem hromozoma je jedino naden u Cileu, dok je tetraploidni krompir najée$¢a gajena
poljoprivredna kultura u celom svetu. Pretpostavlja se da je do tetraploidije kultivisanog
S. tuberosum subsp. tuberosum doslo usled ukrstanja dve iste ili srodne diploidne vrste
(Hawkes, 1990). Fenomen gameta sa dupliranim brojem hromozoma (2n) je Cesta
pojava kod vrsta roda Solanum. Ovakvi gameti se nalaze zajedno sa gametima sa
haploidnim brojem hromozoma (n) i na taj nain omogucavaju da se prirodnim
ukr$tanjem poveca broj hromozoma (Hanneman, 1995). Watanabe i Peloquin (1991) su
pokazali da veéina od 38 vrsta roda Solanum koje su ispitivali formira dihaploidne

gamete i da njihova ucestalost pojavljivanja varira od 2 do 10%.

1.2. Poreklo, istorijat i proizvodnja krompira u Srbiji

Centar biodiverziteta divljeg krompira (podsekcije Potatoe) lezi u Latinskoj
Americi, koji se uzima i kao mesto porekla. Za seriju Tuberosa, kao i za veéinu ostalih
ostalih serija koje pripadaju podsekciji Potatoe, postoje dva centra biodiverziteta. Jedan
centar predstavlja Siroku oblast Anda u Venecueli, Kolumbiji, Ekvadoru, Peruu, Boliviji
I Argentini, dok je drugi centar u centralnom Meksiku. Areal rasprostranjenja ovih
divljih krompira je mnogo veci i obuhvata delove od jugozapada SAD-a, pa sve do
juzne Argentine i Cilea (Child, 1990; Hawkes, 1990).

Kultivisane vrste roda Solanum su pronadene i unutar oba centra biodiverziteta
divljeg krompira. lzuzetak predstavlja kultivisani diploid Solanum tuberosum subsp.
tuberosum, koji je jedino pronaden u uzoj oblasti na jugozapadu Cilea. Kultivisani
tetraploid Solanum tuberosum subsp. tuberosum, koji je zastupljen u Evropi i ostalim
delovima sveta, vodi poreklo od introdukovanog krompira S. tuberosum subsp.
andigena iz Kolumbije i Perua. U prilog ovoj ¢injenici govori to §to je prvi doneti
krompir u Evropu imao osobine da je kasno cvetao i formirao krtole, kao i to da je
morfoloski odgovarao vise Andigena tipu krompira (Howard, 1970). Tokom selekcije,
doneti krompir se prilagodio uslovima dugog dana i razli¢itim spoljaS$njim uslovima koji

vladaju u Evropi, zbog Cega je kasnije svrstan u subsp. tuberosum. Simmonds (1966) je
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pokazao da takav prelaz moze da se odvije za veoma kratak period od priblizno deset
godina selekcije. 1z Evrope se ovaj novi tip krompira $irio po celom svetu kao
kultivisana poljoprivredna kultura. Alternativa ovoj teoriji o poreklu krompira bi bila ta
da je nakon epidemije plamenjace koju prouzrokuje gljiva Phytophthora infestans, nova
germplazma S. tuberosum subsp. tuberosum iz Cilea doneta u Evropu (Hawkes, 1990).

Krompir se prvobitno gajio kao retka i lekovita biljka. Masovnija proizvodnja
krompira je zapocela pocetkom 19. veka sa ciljem da se poveca lokalna poljoprivredna
prizvodnja. Tada se krompir uglavnom koristio kao sto¢na hrana, ali kasnije po¢inje da
se koristi i u ljudskoj ishrani zbog brzog smanjivanja osecaja gladi i niske cene, kao i
drugih osobina poput moguénosti duzeg Cuvanja i manjeg kvarenja. Na podrucju
sadaSnje Srbije, u Banat i Bac¢ku, krompir donose seljaci kolonisti Nemci oko 1759.
godine, a odatle, u Ovcarsko-kablarsku klisuru, u manastir Blagovestenje, krompir
donose kaluderi iz Srema oko 1782. godine. Danas, nizak prinos krompira u Srbiji u
odnosu na neke evropske zemlje poput Belgije ili Nemacke, nije rezultat samo
nepovoljnih uslova za proizvodnju krompira, ve¢ 1 nekoriS¢enje najosnovnijih
tehnoloSkih mera u zastiti useva i za povecanje dostupnosti vode, kao i hranljive
materije biljkama, zatim savremene mehanizacije i kvalitetnog sortnog semenskog
materijala (npr. neoStecene krtole, odgovarajuce veli¢ine i oblika; krtole koje daju
odgovaraju¢i broj izdanaka po jednoj semenskoj krtoli i sa pravim vremenom

formiranja seta krtola) (Bro¢i¢ i Stefanovi¢, 2012; Haverkort i Struik, 2015).

1.3. Morfoloske karakteristike krompira

Sa  stanoviSta botanike, krompir je =zeljasta, viSegodiSnja  biljka
skrivenosemenica, Zivotne forme geofita, §to znaci da prezimljuje pomocu krtola, dok
zeljasti, nadzemni delovi u potpunosti izumiru. Kod vecine sorti krompira, krtole se
razvijaju kao odgovor na skracivanje dana, spoljasnjeg signala koji najavljuje dolazak
zime i hladnijeg vremena (Jackson, 1999). Krompir se razmnozava generativnim
(polnim) putem obrazujuci semena. Klijanje semena je po tipu epigeicno (nadzemno);

izduZuje se hipokotil koji iznosi semenjacu i kotiledone iznad zemlje (Cutter, 1978). Za
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potrebe proizvodnje, krompir se razmnozava krtolama i u tom smislu predstavlja

jednogodisnju biljku. Na Slici 2. prikazana je shematska ilustracija biljke krompira.

Cvet

Boc¢ni izdanak

N

y :
Krtola— 0,0
Koren—— |

Slika 2. Morfologija biljke krompira. Slika je preuzeta iz FAO (2009) i modifikovana.

Stablo biljke krompira ¢ine nadzemni i podzemni deo. Nadzemni deo stabla je
uspravno i zeljasto u ranijim fazama, a kasnije se pojavljuje nekoliko aksilarnih grana i
dobija polupolegljivu formu. Na stablu su prisutna tzv. ,krilca“ koja predstavljaju
mehanicko tkivo, a tip ovih , krilaca“ je znac¢ajan u taksonomiji za identifikaciju sorti, s
obzirom da se njihova morfologija ne menja sa razlikama u spoljaSnjem okruZenju
biljke. Najces¢i tipovi ,.krilaca® su pravi, dupli ili talasasti tip. Listovi krompira su po
tipu sloZeni, neparno perasti i mogu biti otvorene ili zatvorene strukture. Tipi€an list
krompira se sastoji od dva do Cetiri pari primarnih liski rasporedenih oko lisne drske i

na vrhu imaju jednu terminalnu lisku. Izmedu primarnih liski se nalaze manje,
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sekundarne liske koje su nepravilno rasporedene duz lisne drske. Takode se mogu javiti
1 rudimentarne, neupadljive tercijerne liske duz lisne drske. Listovi su lisnom dr$kom
povezani sa stablom i rasporedeni spiralno oko stabla. Cvet krompira je petoclan,
dvopolan i organizovan u cimozne cvasti. Boja cveta varira od bele do ruziCaste i
ljubicaste, sa jarko Zuto obojenim prasSnicima. OpraSivanje je u vecini slucajeva
insektima ili rede vetrom. Plod krompira su bobice zelene boje, a u plodu se mogu nadi i
do 300 semena. Na podzemnom delu stabla iz bo¢nih pupoljaka se razvijaju stoloni koji
predstavljaju modifikovane izdanke. Stoloni se od pravih bo¢nih izdanaka razlikuju po
tome §to rastu plagiotropno i karakteriSe ih mala koli¢ina hlorofila, izduzene internodije,
rudimentarni listovi i vrh u obliku kukice (Cutter, 1978; Struik, 2007b). Na vrhovima
stolona, obrazuju se krtole krompira. Koren krompira je zili¢astog tipa koga ¢ini mreza

sitnih korenci¢a i najve¢im delom je razvijen u povrSinskom delu zemljista.

1.4. Rastenje i razvi¢e krompira

Uzgajanje biljaka krompira iz semena se retko koristi za potrebe proizvodnje
krompira, osim u slu€aju stvaranja novih sorti i dobijanja prvih krtola. Proizvodaci
krompira najc¢eS¢e koriste krtole kao sadni materijal zbog ocuvanja sorte/genotipa
krompira. Rastenje i razvice biljke krompira iz krtola, se odvija kroz pet glavnih faza
(Rowe, 1993), i to:

1. Klijanje. Ova faza pocinje sa razvojem klice iz okaca na krtolama koje rastu
uspravno i traje do izlaska klice iz zemljiSta kada se formira i prvi pravi list.
Tokom ove faze, semenska krtola predstavlja jedini izvor energije, dok ne

zapocne proces fotosinteze.

2. Vegetativni rast. U ovoj fazi se formiraju svi vegetativni delovi krompira (koren,
stoloni, stablo i listovi). Tokom ove faze, zapocinje i fotosinteza, te dolazi do
produkcije ugljenih-hidrata kao izvora energije za sintezu kompleksnih
organskih molekula neophodnih za rastenje i razvi¢e. lako im ovaj proces
omogucava da same proizvode potrebna organske jedinjenja, biljke i dalje
koriste krtole kako dodatni izvor energije. Ova faza se zavrSava pocetkom

formiranja krtola na vrhovima stolona.
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3. Inicijacija krtola. Dolazi do zacetka krtola na vrhovima stolona, ali ne
zadebljavaju i veoma su male u ovoj fazi. Kada biljka proizvodi mnogo vise
ugljenih-hidrata nego $§to joj potrebno za rast izdanaka, dolazi do formiranja
zaCetaka krtola na vrhovima stolona. Na ovu fazu veoma uti¢u temperaturni
uslovi 1 vlaga u zemljistu koji, ukoliko su nepovoljni, mogu izazvati
neujednacen rast biljaka i smanjen broj krtola po biljci (Steyn, 1999).

4. Rast krtola. Tokom ove faze, krtole krompira se uvecavaju i dobijaju na masi.
Celije u krtolama krompira se ire i do 18 puta i akumuliraju vodu, ugljene
hidrate (skrob) i hranljive materije. Nalivanje krtola je najduza faza tokom rasta
i razvica i moze da traje i do tri meseca.

5. Fizioloska zrelost. Ova faza zapocinje kada nadzemni delovi biljke pocinju da
zute 1 da opadaju listovi, uc¢inak fotosinteze smanjuje, krtole usporavaju svoj rast

i izdanak se potpuno osusi (Slika 3.).

v

Va7
e

Slika 3. Faze rastenja 1 razvica biljke krompira. Slika je preuzeta sa
https://www.naplanete.club i adaptirana.

Duzina trajanja svake od navedenih faza varira 1 zavisi od faktora spoljasnje sredine,
poput: temperature, tipa zemljiSta, raspoloZivosti vode 1 hranljivih materija, sorte
krompira, geografske Sirine i primenjenih agrotehnickih mera. Mnogi faktori koji uti¢u
na rastenje i razvice krompira se ne mogu kontrolisati, ali proizvoda¢i mogu da
kontroliSu sortu krompira, veli¢inu semenske krtole, nacin i veli¢inu secenja krtola,

nacin sadnje, veli¢inu 1 oblik vegetacionog prostora, vreme sadnje i vreme ubiranja,
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vlaznost zemljiSta, mineralnu ishranu, strategiju zastite useva (Broci¢ i Stefanovié,

2012).

1.4.1. Tuberizacija

Za ceo dogadaj od indukcije stolona, pa do inicijacije krtola se koristi termin
»~formiranje krtola“ ili ,,tuberizacija® (Vreugdenhil i Struik, 1989). Formiranje krtola se

kod krompira moze podeliti na sledece faze:

¢ indukcija i inicijacija stolona koje podrazumeva prvo vidljivo razrastanje bo¢nih
podzemnih pupoljaka i plagiotropno rastenje,

e izduzivanje stolona,

e zaustavljanje longitudinalnog rastenja stolona,

e indukcija i inicijacija krtola,

o formiranje seta krtola po biljci,

e nalivanjei

e dostizanje fizioloske zrelosti krtola.

Krtole se mogu opisati kao delovi stolona koji zadebljavaju (rastu radijalno) i
formiraju se subapikalno na ovim podzemnim izdancima. Razvoj stolona u velikoj meri
zavisi od spoljasnjih uslova, narocito od svetlosti (Smith, 1977). Prema Steyn-u (1999)
inicijacija krtola poginje kada indeks lisne povrine iznosi priblizno od 1,5-2. Na
veli¢inu indeksa lisne povrSine utiCu razliciti faktori, pre svega dostupnost vode i
mineralnih materija biljkama, gustina sadnje, i drugo. Ovaj indeks uti¢e na veli¢inu
krtola kod krompira putem translokacije ugljenih hidrata koji se formiraju tokom
procesa fotosinteze u nadzemnom delu biljke. Fotoperiod i temperatura su najznacajniji
stimulusi iz spoljasnje sredine koji kontroliSu formiranje krtola kod krompira
(Almekinders i Struik, 1996; Rodriguez-Falcon i sar. 2006). Uzimajué¢i u obzir
fotoperiod, podvrsta S. tuberosum ssp. andigena predstavlja krompir prilagoden
uslovima kratkog dana (od 12-13 ¢asova) i ove biljke ¢e slabo ili uopste nec¢e formirati

krtole ukoliko su izlozene duzim danima (Ewing i Struik, 1992). Druga podvrsta, S.

! Ukupna povrsina listova biljaka po jedinici povr§ine na kojoj su rasle (m*m).
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tuberosum ssp. tuberosum je prilagodena uslovima dugog dana (12 do 18 ¢asova) i kod
ove biljke kratak dan dovodi do slabog vegetativnog razvoja $to ima za posledicu lo$
prinos krtola (Ewing i Struik, 1992). Dnevne temperature vazduha ispod 30 °C i noéne
temperature ispod 20 °C pogoduju formiranju krtola (Ewing, 1995). Vise temperature
vazduha od navedenih dovode do inhibicije tuberizacije kako u uslovima dugog dana,
tako i kratkog (Jackson, 1999).

Tuberizacija kod krompira se moze posti¢i i u kulturi in vitro, gajenjem na
vestackoj hranljivoj podlozi uz dodavanje veée koli¢ine saharoze i/ili biljnih regulatora
rastenja ili inkubacijom u uslovima mraka (Garner i Blake, 1989; Xu i sar., 1998a;
Dragicevi¢ i sar., 2008). Krtole krompira dobijene koris¢enjem kulture in vitro imaju
sli¢cne morfoloske i biohemijske karakteristike kao i krtole dobijene od biljaka gajenih u
ex vitro uslovima, sa jednim izuzetkom, a to je zadrzavanje razvica perimedularnog
regiona u krtolama, §to za posledicu ima ogranicavanje rasta samih krtola (Xu i sar.,
1998Db). Zbog malih veli¢ina, ove krtole se oznacavaju kao mikrokrtole. Pojedine faze
tokom formiranja krtola se mogu razlikovati u kulturi in vitro u odnosu na ex vitro
gajenje u zavisnosti od tretmana koji se primenjuje. Ukoliko se eksplantati? krompira
gaje u mraku na hranljivoj podlozi sa pove¢anom koncentracijom saharoze, inicirane
krtole su ili sedece ili se formiraju na strukturama koje su sli¢ne stolonima (Vreugdenhil
i sar., 1998), Sto nagovesStava promene u procesu formiranja stolona. In vitro sistem se
Cesto koristi za izuavanje procesa tuberizacije s obzirom da omogucava eksperimente
pod strogo kontolisanim uslovima 1 uskladivanje fizioloSkog statusa biljaka krompira.
Tuberizacija u uslovima visoke temperature u kulturi in vitro se od strane veceg broja
autora predlaze kao dobra metoda za selekciju sorti krompira otpornih prema visokim
temperaturama (Nowak i Colborne, 1989; Gopal i Minocha, 1998; Khan i sar., 2015,
Pantelic i sar., 2018).

1.5. Uticaj visokih temperatura na formiranje i kvalitet krtola kod krompira

S obzirom da krompir vodi poreklo iz regiona sa nizim dnevnim temperaturama

(Hawkes, 1992), na rastenje i razvice, kao i prinos ove biljke, nepovoljno uti¢u visoke

? Deo biljke koji je ise¢en i sadrzi jedan nodus sa pazugnim pupoljkom i/ili listiéem.
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temperature (Levy i Veilleux, 2007). Najbolji prinos kod krompira se postize kada su
srednje dnevne temperature u opsegu od 14-22 °C (van Dam i sar., 1996). Visoke
temperature dovode do povecanja fotorespiracije i smanjenja produktivnosti fotosinteze
u listovima krompira (Berry i Bjorkman, 1980), povecanja stope respiracije (Farrar i
Williams, 1991) i promene u particiji asimilata tako da se oni zadrzavaju u nadzemnim
delovima biljke, a translokacija u krtole je sprecena (Wolf i sar., 1990, Jackson, 1999).
Reynolds i sar. (1990) su pokazali da kod razli¢itih vrsta roda Solanum koje su bile
gajene u kontrolisanim uslovima 40/30 °C (dan/no¢), a koje su osetljive na visoke
temperature, dolazi do izrazenije inhibicije usvajanja CO; i gubitka hlorofila u listovima
U odnosu na vrste tolerantnije prema visokim temperaturama. Medutim, nekoliko studija
na krompiru je pokazalo da do redukcije sinteze skroba pri visokoj temperaturi ne mora
do¢i samo usled nedostatka snabdevanja krtola fotosintatima (Krauss i Marschner,
1984; Mohabir i John, 1988; Wolf i sar., 1991). U prilog ovome govori i to da inhibiciju
rasta krtola pri poviSenim temperaturama zemljiSta prati povecanje nivoa saharoze u
krtolama, sli¢no kao i u listovima, $to ukazuje na spreCavanje konverzije saharoze u
skrob (Wolf i sar., 1991). Jos jedan dokaz je i taj §to su optimalne temperature za proces
sinteze skroba znatno nize u odnosu na respiraciju koja se povecava na temperaturama
do 40 °C (Mohabir i John, 1988). Kratkotrajni eksperimenti sa *C-obelezenom
saharozom koja se nalazila u rastvoru u kojem su inkubirani odsecci (diskovi) krtola
koje su bile u fazi rasta su pokazali da je optimalna temperatura za sintezu skroba 21,5
°C (Mohabir i John, 1988). Sa suprotne strane, povecanje temperature do 31 °C izazvala
je povecano oslobadanje **CO, §to je ukazivalo na to da se “*C-obelezena saharoza
koristila u procesu respiracije, a da je sinteza skroba zaustavljena. Znacaj niske
temperature kao optimuma za sintezu skroba u krtolama se dovodi u vezu sa
ogranicavanjem prinosa kod krompira koji se deSava pri visokim temperaturama
zemljiSta. Ovo je potvrdeno 1 sa dugotrajnim eksperimentima na tri razliCite sorte
krompira kod kojih je izuCavana stopa rasta krtola i metabolizam ugljenih-hidrata
(Kraus i Marshner, 1984). Kada se pojedinacne krtole krompira izloZe temperaturi od 30
°C, 6 dana, dolazi do prestanka rasta krtola. Tokom ovog perioda, ugradnja *C-
obelezenih asimilata (uglavnom u skrob) i1 sadrzaj skroba u krtolama se znacajno

smanjuje, dok sa suprotne strane, na ugradnju u Secernu frakciju nije uticala visoka

10
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temperatura (Kraus i Marshner, 1984). Smanjenje koli¢ine skroba u krtolama se moze
objasniti supresijom aktivnosti enzima, do ¢ega je dovela visoka temperatura, a koji su
znaCajni za metabolizam skroba (Kraus 1 Marshner, 1984). Iz ovih rezultata proistice
zakljucak da visoka temperatura zemljiSta moze dovesti do smanjenog sadrzaja skroba i

povecane koli¢ine Secera u krtolama kao posledica inhibicije konverzije Secera u skrob.

Visoka temperatura utice i na morfoloske osobine krtola uzrokujuéi nepravilni
oblik krtola, formiranje lanaca i1 sekundarnih krtola Sto se Cesto dovodi u vezu sa
prekomernim izduZivanjem i grananjem stolona, pojavu nekroze i pucanje krtola
(Bodlaender i sar., 1964; Lugt i sar., 1964; Hiller i sar., 1985; Struik i sar., 1989, Sterrett
isar., 1991; Sterrett i sar., 2003). Krompir se gaji i zbog svojih nutritivnih vrednosti §to
se uglavnom svodi na sadrzaj karotenoida, antocijanina 1 steroidnih alkaloidnih
glikozida (solanin) koji pozitivno uti¢u na zdravlje ljudi (Brown, 2008; Ginzberg i sar.,
2017). Poznato je da karotenoidi i antocijanini ispoljavaju antioksidativnu aktivnost
zbog Cega je pozeljan poviSen nivo ovih pigmenata u krtolama krompira koje se koriste
u ljudskoj ishrani (Brown, 2005; Lachman i Hamouz, 2005; Brown i sar., 2007). Sa
druge strane, glikoalkaloidi doprinose karakteristicnom ukusu krtola i pokazuju
antikarcinogeno delovanje, ali zbog njihove toksi¢nosti za ljude, nivo zastupljenosti u
krtolama mora biti pazljivo regulisan (Friedman i sar., 2005). lako je nivo zastupljenosti
gore navedenih sekundarnih metabolita geneticki determinisano, razvojni proces, tkivna
specifi¢nost i spoljasnja sredina odreduju njihov konaéni sadrzaj u krtolama (Ginzberg i
sar.,, 2017). Ginzberg i sar. (2017) su pratili nivo zastupljenosti kartoenoida,
antocijanina 1 glikoalakloida i ekspresiju gena ukljucenih u puteve njihove biosinteze u
krtolama krompira tokom izlaganja visokoj temperaturi. Rezultati pra¢enja su pokazali
da u uslovima visokih temperatura dolazi do smanjenja ekspresije gena u krtolama
ukljucenih u sintezu karotenoida, antocijanina 1 glikoalkaloida. U krtolama je i sadrzaj
glikoalkaloida bio smanjen, $to je u skladu sa smanjenim nivoom genskih produkata. Sa
druge strane, sadrzaj pigmenata antocijanina i ukupnih karotenoida je ostao neizmenjen.
Ovi rezultati istrazivanja Ginzberg i sar. (2017) pokazuju da gajenje krompira u toplim

krajevima moze izmeniti sekundarni metabolizam u krtolama na selektivan nacin,
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menjaju¢i njegovu nutritivnu vrednost i sastav komponenti koje su vazne za ljudsko

zdravlje.

1.6. Uticaj visokih temperatura na membransku stabilnost

Odrzavanje funkcije ¢éelijskih membrana tokom delovanja visokih temperatura
od krucijalnog je znacaja za fizioloske procese, kao Sto su fotosinteza i disanje (Wahid i
sar., 2007). Visoke temperature mogu promeniti aktivnost transportnih proteina i
receptora lokalizovanih u membranama, denaturisati membranske proteine, povecati
fluidnost lipidnog dvosloja i indukovati formiranje heksagonal-1I faze, Sto krajnje
dovodi do pucanja ¢elijskih membrana i izlivanja ¢éelijskog sadrzaja (Levitt, 1980; Fu i
sar., 2012a). Promene u strukturi i funkciji bioloskih membrana, usled delovanja visokih
temperatura, utvrdene su za plastide, mitohondrije, endoplazmati¢ni retikulum, jedro i

plazmalemu (Ciamporova i Mistrik, 1993; Pareek i sar., 1997).

Dobro je poznato da biljke smanjuju nivo nezasi¢enosti lipida pri visokim
temperaturama, a da sa druge strane povecavaju pri nizim temperaturama kako bi
odrzale optimalnu fluidnost ¢elijskih membrana (Larkindale 1 Huang, 2004; Chen i sar.,
2006; Welti i sar., 2002, 2007). Biljke takode reguliSu i odnos lipida koji formiraju
dvosloj 1 onih koji ne formiraju u cilju ocuvanja stabilnosti membrana u zavisnosti od
promene spoljasnje temperature (Webb 1 Green, 1991; Chen 1 sar., 2006; Welti 1 sar.,
2007). Narayanan i sar., 2016 su sproveli istraZivanje na dve sorte pSenice sa razlicitim
tolerancijama prema toplotnom stresu (TS); Ventnor koja je tolerantna i Karl 92 koja je
osetljiva prema visokim temperaturama. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da pri
visokim dnevnim i/ili no¢nim temperaturama dolazi do znacajnih promena u lipidnom
profilu ispitivanih pSenica. Obe sorte pSenice su pokuSale da se prilagode TS-u
remodelovanjem svojih lipida i smanjenjem udela nezasi¢enih lipida. Remodelovanje
lipida podrazumeva promene u lipidnom sastavu membrana (Zheng i sar., 2011).
Narayanan i sar. (2016), su pokazali da je nivo sterol-glikozida bio za 23, 28 i 29% veci
kod sorte Ventnor u odnosu na sortu Karl 92 prilikom izlaganja visokim dnevnim i/ili
no¢nim temperaturama. Sterol-glikozidi, kao membranske komponente, imaju znacajan

efekat na membrane kojima pomazu u sprecavanju fazne tranzicije iz tecno-Kristalne u
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heksagonal-II ili kubi¢nu fazu pri visokim temperaturama (Muramatsu i sar., 2000).
Narayanan i sar., (2016) zbog toga predlazu koriSéenje sterol-glikozida kao
potencijalnih biomarkera za odredivanje tolerancije prema visokim temperaturama kod
pSenice. Rezultati daljeg istrazivanja Narayanan i sar. (2016) su pokazali da obe sorte
pSenice imaju nizi sadrzaj nezasi¢enih masti u membranama tokom toplotnog stresa, $to
je posledica, sa jedne strane nizeg udela polinezasi¢ene linoleinske kiseline (18:3), a sa
druge strane, viSeg udela manje nezasicene oleinske 18:1 1 zasi¢ene palmitinske kiseline
(16:0). Narayanan i sar. (2016), kao i drugi autori (Larkindale i Huang, 2004), su ovim
pokazali da se nezasi¢enost membranskih lipida tokom delovanja TS-a menja $to je u

sustini opsti adaptacioni mehanizam biljaka na visoke temperature.

Na visokim temperaturama dolazi i do lakSeg raskidanja vodoni¢nih veza i
elektrostatiCkih interakcija izmedu polarnih domena proteina u bioloSkim membranama,
te se na taj nacin menja tercijarna i kvaternarna struktura proteina $to dodatno narusava
integritet i funkcionisanje éelijskih membrana. Celijske membrane postaju manje
selektivno propustljive, te dolazi do povecanog gubitka elektrolita iz ¢elija. Gubitak
elektrolita dobar je pokazatelj smanjene termostabilnosti celijskih membrana, a
prvenstveno plazmaleme. Merenjem gubitka elektrolita moze se odrediti stepen
tolerancije prema visokim temperaturama kod razli¢itih biljnih vrsta, §to je i pokazano
kod soje (Martineau i sar., 1979), krompira (Savic i sar., 2012), paradajza (Chen i sar.,
1982), psenice (Blum i sar., 2001), pamuka (Ashraf i sar., 1994), graska (Ismail i Hall,
1999), je¢ma (Wahid i1 Shabbir, 2005). Gubitak elektrolita zavisi od starosti biljaka i
tkiva, izbora biljnog organa kao uzorka, razvojne faze, sezone rasta, ¢vrstine biljaka,
kao i biljne vrste. Tako kod kukuruza, na primer, povreda plazmaleme tokom TS-a je
mnogo vise izrazena u mladim listovima koji se razvijaju, nego u zrelim, starijim

listovima (Karim i sar., 1997, 1999).

Veza izmedu termostabilnosti ¢elijskih membrana 1 samog prinosa biljaka u
uslovima visokih temperatura zavisi od biljne vrste, te zahteva izucavanje pojedinacnih
useva pre nego Sto se upotrebi kao vazan fizioloski kriterijum selekcije. Tako na primer,
kod biljke sirka postoji znacajna korelacija izmedu termostabilnosti membrana i prinosa

(Sullivan i Ross, 1979), dok kod psenice (Shanahan i sar., 1990) ili soje (Martineau i
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sar., 1979), takva veza nije ustanovljena. Zbog toga, glavni uzrok(e) gubitka prinosa

usled TS-a treba dodatno izucéavati.

1.7. Uticaj visokih temperatura na fotosintezu i respiraciju

Tokom izlaganja biljaka visokim temperaturama dolazi do remecenja
metaboli¢kih procesa poput fotosinteze i respiracije, jer u njima ucestvuju enzimi i
prenosioci elektrona, koji su vezani za cCelijske membrane. Fotosinteza je posebno
osetljiva prema visokim temperaturama i moze predstavljati dobar indikator
termotolerancije, s obzirom da pokazuje znacajnu korelaciju sa rastenjem i razvicem
biljaka. Tako svako ograni¢avanje fotosinteze moze negativno uticati na produktivnost
biljaka (Al-Khatib i Paulsen, 1990). Fotohemijske reakcije u membranama tilakoida i
metabolizam ugljenika u stromi hloroplasta se smatraju primarnim mestima na koje
utiCe visoka temperatura (Wise i sar., 2004). Fotosistem Il je izuzetno osetljiv na
delovanje visokih temperatura koje dovode do zna¢ajnog smanjenja njegove aktivnosti,
ili ¢ak delimi¢nog zaustavljanja (Camejo i sar., 2005). Razlog tome, moze biti
narusavanja strukture tilakoidnih membrana u uslovima visokih temperatura, u kojima
se ovaj fotosistem nalazi (McDonald i Paulsen, 1997). Pod uticajem visokih temperatura
moze do¢i 1 do disocijacije kompleksa koji razvija kiseonik (eng. ,,oxigen evolving
complex™) sa fotosistema II 1 tako nastati poremecaj u transportu elektrona na ovom
fotosistemu (De Ronde i sar., 2004). Visoke temperature mogu ugroziti i druge delove
fotosistema 11, poput D1 i/ili D2 proteina koji nose reakcioni centar (De Las Rivas i
Barber, 1997). Sa druge strane, pod dejstvom visokih temperatura, fotosistem | je
stabilan i na njemu se odvija cikli¢an transport elektrona koji doprinosi gradijentu
protona na tilakoidnim mebranama, $to omogucéava sintezu adenozil-trifosfata (Bukhov
I sar., 1999; Yang i sar., 2006; Laisk i sar., 2007). Pri visokim temperaturama smanjena
je i stabilnost pojedinih enzima u hloroplastima, poput Rubisco aktivaze. Ovaj enzim
ucestvuje u aktivaciji Rubisco-a, tako $to vrsi hidrolizu adenozin-trifosfata i uklanja
fosforilovane Secere iz njegovog aktivnog mesta Sto dalje omogucava spontanu
karbamilaciju Rubisco-a (Portis, 1995; Salvucci i Ogren, 1996; Spreitzer i Salvucci,

2002). Termalna degradacija Rubisco aktivaze znacajno smanjuje afinitet Rubisco-a za
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CO,, Sto se negativno odrazava na efikasnost fotosinteze i sadrzaj suve materije u

biljkama (Law i Crafts-Brandner, 1999).

Havaux (1993, 1995) je pokazao da temperaturni prag iznad kojeg dolazi do
brzog i ireverzibilnog gubitka funkcije fotosistema Il kod krompira iznosi oko 38 °C.
Medutim, biljke krompira koje su prvobitno gajene na dnevnoj temperaturi od 25 °C, a
potom gajene na temperaturi neSto nizoj od temperaturnog praga za fotosistem II
(izmedu 30 i 35 °C) ne pokazuje nikakve znaCajne promene aktivnosti fotosistema II,
¢ak ni pri temperaturama od 40 °C. S toga se moze zakljuciti da se fotosistem Il kod

krompira dobro prilagodava na uslove TS-a.

Postoje suprotstavljena zapazanja o uticaju ogranicavanja fotosinteze na prinos
kod krompira. Dok su Prange i sar. (1990) i Timlin i sar. (2006) pokazali da do
smanjenja fotosinteti¢ke aktivnosti mnogo brze dolazi kod krompira na temperaturama
preko 24 °C, a da se particija produkata fotosinteze do krtola obavlja optimalno pri
temperaturi od 20 °C, Lafta i Lorenzen (1995) su sa druge strane pokazali da visoke
temperature (31 °C tokom dana i 29 °C tokom no¢i) nemaju uticaja na fotosintezu ni
kod sorte krompira koja je tolerantna, ni kod sorte osetljive na visoke temperature.
Zajednic¢ko za sve je da su visoke temperature uzrokovale smanjenje suve biomase
krtola krompira. Ova razli¢ita zapaZanja mogu biti posledica razlika u eksperimentalnim

postavkama ili razlikama u genotipovima krompira koji su bili kori§¢eni u studijama.

Visoke temperature intenziviraju proces respiracije kod biljaka, a smanjuju
fotosinteti¢ku aktivnost. Temperatura na kojoj je koli¢ina CO; ugradenog u organska
jedinjenja u procesu fotosinteze jednaka koli¢ini CO; oslobodenog u procesu
respiracije, tj. temperatura na kojoj biljka ne sintetiSe organska jedinjenja, naziva se
temperaturnom kompenzacionom tac¢kom. Na temperaturama iznad temperaturne
kompenzacione tacke, rastenje i prinos biljaka znatno je smanjen, uglavnom zbog
visoke potroSnje ugljenih hidrata u procesu disanja koji se fotosintezom ne mogu
nadoknaditi. Kao rezultat toga, rezerve ugljenih hidrata se smanjuju (Taiz i Zeiger,
2002; Neskovi¢ i sar., 2003). Ovakav disbalans izmedu fotosinteze i respiracije jedan je

od osnovnih uzroka Stetnog efekta visokih temperatura.
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Stopa respiracije raste na visokim temperaturama. Visoka stopa respiracije moze
dovesti do poremecaja metabolicke ravnoteze ugljenih hidrata na nekoliko dana,
naro¢ito do kraja sezone, s obzirom da se smanjuje broj mladih listova. Wivutvongvana
(1979) je poredila dva genotipa divljih vrsta krompira koja su se razlikovala u
toleranciji prema visokim temperaturama, S. chacoense i S. acauale, u uslovima dugog
dana koji ne dovodi do tuberizacije i pokazala da genotip koji je osetljiv na visoke
temperature ima viSu stopu respiracije u odnosu na tolerantan genotip, a da se
genotipovi krompira nisu razlikovali u stopi usvajanja CO, tokom fotosinteze. Ovaj
rezultat ukazuje na to da tolerancija prema visokim temperaturama kod krompira moze

biti povezana vise sa razlikama u respiraciji nego u fotosintezi.

Kao posledica remecenja elektron transportnog lanca u hloroplastima i
mitohondrijama usled delovanja visokih temperatura, dolazi do povecane produkcije
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS, eng. ,,reactive oxygen species) u biljnim ¢elijama
(Bhattacharjee i Mukherjee, 1998; Liu i Huang, 2000; Narayanan i sar., 2015).
Poveéana koncentracija ROS u ¢elijama dovode do oksidativnog stresa i obavljaju
autokatalitiCku peroksidaciju membranskih lipida, te nastaju oksi-lipidi zbog kojih se
naruSava integritet membrana i povecava njihova propustljivost (Sun i sar., 2000;
Zoeller i sar., 2012). Reaktivne kiseoni¢ne vrste mogu znacajno uticati i na pigmente,
enzime 1 nukleinske kiseline, modifikuju¢i njihovu strukturu 1 funkciju (Meller 1 sar.,

2007).

1.8. Uticaj visokih temperatura na particiju asimilata kod krompira

Particija asimilata kod biljaka predstavlja rezultat uskladenog skupa transportnih
1 metabolickih procesa koji reguliSu tok asimilata od organa izvora do organa akceptora.
Aktivnosti ovih procesa su dinami¢ne i mogu se menjati dnevno, kao i tokom rastenja i
razvica biljaka (Patrick, 1988). Tako na primer kod krompira tokom ranih faza razvica
veéi deo suve materije je rasporedeno u listovima i stablu (Jenkins i Mahmood, 2003),
dok se u kasnijim fazama najveéi deo ovih materija transportuje u krtole, nakon njihove

......

organa putem floema. Cesto se smatra da je kretanje asimilata kroz floem biljaka
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pasivan proces voden gradijentom hidrostatickog pritiska i osmotskog potencijala
izmedu organa izvora i akceptora (Ho, 1979a, 1979b; Wolswinkel, 1985; Lang i
Thorpe, 1986; Patrick, 1988; Lang i During, 1991). Kori$¢enje i skladistenje asimilata u
akceptorskim organima je od velikog znacaja za odrzavanje ovog gradijenta. Kontrola
transporta moze biti na nivou izvora, akceptora i/ili floema. Ipak, nekoliko autora je
naznacilo da na particiju asimilata do organa akceptora, uticu sami organi akceptori

(Evans, 1975; Gifford i Evans, 1981; Farrar, 1988; Verkleij i Challa, 1988).

Radi postizanja optimalnog prinosa kod krompira, neophodna je veca stopa
nalivanja krtola, kao i njegovo duze trajanje (Struik i sar., 1989). Umereni temperaturni
rezim moze favorizovati vecu particiju suve materije u krtole krompira i smanjiti
rastenje nadzemnog dela biljke. Sa suprotne strane, visoka temperatura favorizuje
particiju asimilata u nadzemne delove krompira, podsticuéi njihovo rastenje, a smanjuje
u krtolama (Ewing i Struik, 1992; Levy i Veilleux, 2007). Zbog toga dolazi do redukcije
broja krtola veé¢ih veli¢ina (Lafta i Lorenzen, 1995). Jenkins i Mahmood (2003) su
utvrdili da temperature iznad 23 °C favorizuju raspodelu suve materije u listove

krompira na racun rasta krtola.

Visoke temperature mogu dovesti do remecenja metabolicke ravnoteze kod
krompira, najverovatnije preko regulatora rastenja, enzima i drugih biohemijskih
procesa (Ewing, 1981). Krauss (1978) i Krauss i Marshner (1982) su pokazali da visok
odnos giberelina (GA)/apscisinske kiseline (ABA) podstice rastenje i1 razvice izdanaka,
a inhibira rast krtola, dok relativno niZi odnos ovih regulatora rastenja ograniava
rastenje izdanaka, a promoviSe rastenje krtola kod krompira. Inhibitorni efekat visoke
temperature na inicijaciju 1 rastenje krtola kod krompira, moze biti rezultat povecane
koncentracije endogenog GA koji izaziva izduzivanje nadzemnog izdanka i povecava
particiju ugljenih-hidrata prema onim delovima biljke koji se izduzuje (Booth i Lovell,
1972; Mares 1 sar., 1981; Menzel, 1983). KoriS¢enjem transgenog krompira kod kojeg
je povecana ekspresija transkripcionog faktora POTHI1 koji kontroliSe sintezu GA i
povecava tuberizaciju, potvrden je znacaj GA u regulaciji procesa tuberizacije
(Hannapel i sar. 2004). Prethodno su Xu i sar. (1998a) pokazali da istovremeno sa

formiranjem novih krtola, dolazi do smanjenja GA u vrhovima stolona koje moze biti i
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do 50 puta. Ovo smanjenje se moze objasniti vezom izmedu visoke koncentracije
solubilnih Secera u vrhovima stolona i formiranja krtola kod krompira u uslovima koji
favorizuju tuberizaciju. Naime, $eceri potpomazu inicijaciju i rast krtola tako $to dovode
do smanjenja nivoa endogenog GA u vrhovima stolona, §to govori o njegovom znacaju
u procesu tuberizacije (Xu i sar., 1998a). Zbog toga se i u medijum koji se koristi za
tuberizaciju u uslovima in vitro, dodaje veca koli¢ina Secera (Lawrence i Barker 1963;
Harmey i sar., 1966; Wang i Hu 1982; Levy i sar., 1993). Jos$ jedan dokaz o vaznosti
GA u procesu tuberizacije su obezbedili Mares i sar. (1981). Naime, oni su primenili
egzogeno giberelnu kiselinu (GA3) dodavajuci je na vrh stolona na priblizno 1 cm od
krtola koje su se razvijale. Ve¢ nakon 2-4 dana tretmana, Mares i sar (1981) su
detektovali da je doslo do znacajnog ulaska GAs u tkivo krtola. Ovaj visok nivo GA;z; u
krtolama, doveo je do redukcije aktivnosti enzima ADP-glukozo-pirofosforilaze koji je
ukljucen u sintezu skroba, Sto je usporilo ili zaustavilo rastenje krtola. Pored toga, GA3
je dovela i do razvoj novih stolona iz okaca na krtolama, $to ide u prilog da GA podstice

rastenje izdanaka (Mares i sar., 1981).

Saharoza predstavlja glavni transportni oblik Secera kod veéine biljaka. U
uslovima visokih temperatura, dolazi do povecane aktivnosti saharoze-fosfat-sintaze
(SPS) u listovima (Aien i sar., 2011) i smanjene aktivnosti saharoze-sintaze (SS) u
krtolama krompira (Lafta i Lorenzen, 1995). Saharoza-fosfat sintaza utie na particiju
fotoasimilata, tako Sto kataliSe sintezu saharoze (Huber i Israel, 1982; Lalonde i sar.,
1999), dok sa druge strane enzim SS u krtolama predstavlja kataliticki enzim koji
razgraduje saharozu i odreduje sadrzaj skroba u krtolama i totalni prinos kod krompira
(Baroja-Fernandez i sar., 2009). Aktivnost ova dva enzima uti¢e na koncentraciju
saharoze na dve suprotne strane floema (listovi-krtole), te tako menjaju gradijent
osmotskog potencijala na nivou cele biljke 1 odreduju smer kretanje saharoze kroz
floem. Zbog toga, nadzemni deo biljke krompira, u uslovima visokih temperatura
postaje dominantan akumulator fotosintata, umesto krtole (Basu i Minhas, 1991).
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1.9. Elongacioni faktor translacije 1A (eEF1A)

Eukariotski elongacioni faktor translacije 1A (eEF1A) predstavlja od 3-10%
ukupnih solubilnih proteina, te se moze smatrati jednim od najzastupljenijih solubilnih
citoplazmati¢nih proteina u celiji (Merrick, 1992). eEF1A nije samo glavni faktor u
sintezi proteina (Slika 4.), ve¢ je i jedan od najznacajnijih multifunkcionalnih proteina u
¢eliji, te tako ucestvuje i u eksportu molekula iz nukleusa, organizaciji citoskeleta, a ima

i proteoliticku ulogu i ulogu molekularnog Saperona (Ejiri, 2002).

Aminoacil-tRNK

Ribozom Ribozom

Slika 4. Uloga eEF1A u elongacionoj fazi sinteze proteina. Modifikovano po Li i sar.,
(2013).

Elongaciona faza sinteze proteina kod eukariota se odigrava kroz sledece faze:

1. eEF1A vezuje GTP i aminoacil-tRNK, i transportuje je do mesta A na
ribozomima; pravilno sparivanje kodon/antikodon aktivira GTPaza centar u
ribozomima §to dovodi do hidrolize GTP-a i konformacione promene eEF1A

koji se zatim kao eEF1A-GDP oslobada sa ribozoma.
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2. eEF1B kompleks (eukariotski guanin-nukleotidni faktor zamene) pomaze
zamenu GDP-a za GTP na eEF1A-GDP. Ovaj kompleks se sastoji od tri
subjedinice B, B’ iy (oznacavaju se i kao eEF1B, eEF1D i ¢EF1G).

3. Nakon §to se uspostavi peptidna veza koju kataliSu ribozomi, eEF2 (eukariotski
elongacioni faktor 2) omoguc¢ava pomeranje peptidil-tRNK sa A mesta na mesto
P u ribozomima, te na taj nacin A mesto moze da primi novu aminoacil-tRNK

(Browning, 1996; Li i sar., 2013).

1.9.1. Struktura eEF1A

Eukariotski EF1A je izgraden od jednog polipeptidnog lanca koji sadrzi od 390-
460 aminokiselina organizovanog u tri domena (Slika 5.).

eEF1A-GTP eEF1A-GDP eEF1A-eEF1B

Slika 5. Struktura eEF1A. Domen | eEF1A je crvene, domen Il je zelene, a domen Il je
plave boje. eEF1B je sive boje. Guanin-nukleotidi su prikazani u formi kuglice i Stapica.
Preuzeto iz Andersen i sar. (2003) i modifikovano.

Prvi domen eEF1A, domen | ili G domen, predstavlja N-terminalni deo
molekula sa¢inje od oko 200 aminokiselina. To je ujedno i1 kataliticki domen, koji
ukljucuje vezuju¢e mesto za guanin nukleotide, GTP ili GDP. Ovaj domen ima istu
strukturu kao i G domen drugih G proteina u c¢eliji. Druga dva domena, domen II i

domen III, sadrze priblizno 100 aminokiselima i oba su B-nabrane strukture i nemaju
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kataliticku aktivnost (Berchtold i sar., 1993; Andersen, 2003). Opsta karakteristika ovog
elongacionog faktora kod svih organizama, jeste da prolazi kroz velike konformacione
promene izmedu svojih aktivnih i neaktivnih oblika u zavisnosti od toga da li je vezan
GTP ili GDP (Abel, 1996; Andersen i sar., 2003). Naime, nakon hidrolize GTP-a, dolazi
do rotacije domena I, koji se tako udaljava od domena II i III, $to prouzrokuje otvorenu
konformaciju elongacionog faktora. Domeni II i III se drZe zajedno u istoj orjentaciji i
deluju kao jedna rigidna funkcionalna jedinica (Andersen i sar., 2003). Domen 1l je
uklju¢en u vezivanje aminoacil tRNK i zajedno sa domenom I, interaguje sa faktorom
zamene guanin-nukleotida, eEF 1B, koji regeneriSe eEF1A, i vraca ga u pocetnu aktivnu

konformaciju (Kawashima i sar.,1996; Wang i sar., 1997; Andersen i sar., 2003).

Kod eukariotskih organizama, eEF1B je kompleksan protein sastavljen od vise
razli¢itih subjedinica. Kod biljaka, eEF1B ¢ine B, B’ i y subjedinice (Ejiri, 1986; Ejiri,
2002). Subjedinice B i B’ kataliSu GDP/GTP nukleotidnu zamenu (Ejiri, 1986; Kamiie i
sar., 1999), dok je za subjedinicu y pokazano da ima ulogu enzima glutation S-

transferaze (Koonin i sar., 1994).

1.9.2. Uticaj abiotickog stresa na ekspresiju eEF1A gena

Biljke obi¢no poseduju veci broj gena koji kodiraju eEF1A nego Zivotinje. Ovi
geni ¢ine familiju gena koja se sastoji od Cetiri kopije kod pirin¢a (Kidou i Ejiri, 1998) i
Arabidopsis thaliana (Axelos i sar., 1989), Cetiri do osam kopija kod paradajza
(Pokalsky i sar., 1989), devet kod pamuka (Xu i sar., 2007), deset do petnaest kod
kukuruza (Carneiro i sar., 1999) i do dvadeset kopija gena kod SeCerne repe
(Vijaykumar i sar., 2002). Aminokiselinske sekvence proteina eEF1A su kod biljnih
vrsta veoma konzervativne (Axelos i sar., 1989; Kidou i Ejiri, 1998; Xu i sar., 2007).
Tri od Cetiri eEF1A gena kod A. thaliana su organizovani u klastere smesteni u regionu
od 10 kb 1 kodiraju identi¢ne proteine (Axelos i sar., 1989). Za razliku od Zivotinja,
biljke ne pokazuju izrazenu tkivno-specifi¢nu ekspresiju eEF1A gena, te sama funkcija

vecéeg broja kopija gena ostaje nerazjasnjena.
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Ekspresija gena koji kodira eEF1A, moze biti izmenjena razliitim stimulusima
iz spoljasnje sredine. Rezultati Bukovnik i sar. (2009) pokazuju da kod jare pSenice,
nakon izlaganja TS-u dolazi do povecane ckspresije eEF1A i njegovog homologa u
plastidima, EF-Tu. Znacajno povecanje ekspresije gena koji kodiraju ¢EFIA je
zabelezeno 1 kod pirin¢a nakon izlaganja klijanaca susi, solima, niskim i visokim
temperaturama (Ziyin i Shouyi, 1999). Ranija istrazivanja su pokazala da kod je¢ma i
kukuruza stres niskom temperaturom moze da indukuje ekspresiju eEF1A (Dunn i sar,
1993; Berberich i sar., 1995). U C¢celijskoj kulturi krompira, dolazi do povecane
zastupljenosti eEF1A transkripta kada se celije izloze osmotskom stresu posredstvom
polietilen glikola i visoke koncentracije soli (Costa i sar., 2010). Takode, eEF1A geni su
identifikovani i kao jedni od najranije indukovanih gena u delijama krompira kao
odgovor na vodni deficit (Ambrosone i sar., 2013). Kao dodatak, sprovedene
proteomske analize abioticki stres-inducibilnih proteina kod biljaka, Cesto otkrivaju
elongacione faktore kao pozitivno regulisane proteine (Cui i sar., 2005; Lee i sar., 2007;
Ge i sar., 2007; Cui i sar., 2009; Folgado i sar., 2013).

1.9.3. Posttranslacione modifikacije eEF1A i regulacija aktivnosti

Razli¢ite posttranslacione modifikacije elongacionog faktora 1A su
dokumentovane i ukljucuju fosforilaciju, metilaciju, metilesterifikaciju, acetilaciju i
specificnu glicerilfosforiletanolamin modifikaciju (Laursen 1 sar., 1981; Dever 1 sar.,
1989; Ransom i sar., 1998; Kraal i sar., 1999; Zobel-Thropp i sar., 2000; Kunze i sar.,
2004). Kod eukariotskih organizama, fosforilaciju aminokiselinskih ostataka u eEF1A
obavljaju brojne serin/treonin proteinske kinaze (Sasikumar i sar., 2012). Jedna takva
kinaza, zecja kinaza C (PKC, eng. ,,Proteine Kinase C*), koja je Kkljuéni promoter
¢elijske proliferacije i diferencijacije 1 ima znacajnu ulogu u imunom odgovoru, vrsi
fosforilaciju hidroksilnih grupa serinskih i treoninskih aminokiselinskih ostataka eEF1
subjedinica, eEF1A i eEF1B, i na taj na¢in stimulise nukleotidnu zamenu GDP/GTP i

povecava elongacionu aktivnost i do 2,2 puta (Venema i sar., 1991; Peters i sar., 1995).

Za adaptaciju na visoke temperature veoma je vaZan uticaj kalcijuma (Ca®"), koji

se nalazi u celiji. Visoke temperature menjajuéi propustljivost membara za pojedine
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jone, poveéavaju koncentraciju intracelijskog Ca®* (Gong i sar., 1998). U putu
unutaréelijskog prenosa signala posredstvom jona Ca?*, dolazi do njegovog vezivanja za
kalcijum-vezujuéi protein kalmodulin, &ime se formira Ca®*/kalmodulin kompleks koji
dalje aktivira kalcijum-zavisne proteinske kinaze (CaM kinaze) (Knight, 1999). Ova
serin/treonin specifi¢na kinaza vrsi fosforilaciju razli¢itih proteina, ukljucujuéi i eEF1A
(Wang i Poovaiah, 1999; Izawa i sar., 2000). Kod ljiljana, thr257 predstavlja mesto
fosforilacije koje je smeSteno u tRNK-vezuju¢em regionu LIEF1al, homologa eEF1A
(Wang 1 Poovaiah, 1999). Protein eEF1A je takode i supstrat drugih serin/treonin
specifi¢na kinaza, kao §to je Ro-vezana kinaza (lzawa i sar., 2000). Ro kinaza direktno
fosforilise eEF1A, $to je pokazano u in vitro esejima sa rekombinantnim eEF1A kao
supstratom (lzawa i sar., 2000). Fosforilacija posredstvom Ro kinaza dovodi do
smanjenog vezivanja, kao i smanjenja aktivnosti za vezivanje eEF1A za F-aktin, ¢ime
se sugeriSe da na ovaj nafin Ro kinaze reguliSu organizaciju aktinskog citoskeleta

(Izawa i sar., 2000).

1.9.4. Uloga eEF1A u eksportu molekula iz nukleusa

Transport RNK molekula i proteina u/iz nukleusa se obavlja posredstvom
specificnih proteina eksportina koji su zavisni od svojih kofaktora, GTPaza. Medutim, u
nekoliko studija se navodi da i eEFIA ulestvuje u ovom procesu. Istrazivanja na
mutantima kvasca koji su nosili letalnu mutaciju u LOS1 genu koji kodira za eksportin
Loslp, su pokazala da nije doslo do znaajnog uticaja na eksport tRNK iz nukleusa
(Grosshans i sar, 2000a). Rezultati ovog istrazivanja ukazuju da postoji alternativni put
transporta, a eEF1A je identifikovan kao neophodni faktor koji olakSava eksport tRNK
iz nukleusa. Dalja istraZzivanja na mutantima kvasca koji su imali smanjenu ekspresiju
eEF1A ili su nosili mutacije blizu vezuju¢eg mesta (Glu268Lys ili Glu291Lys) na
eEF1A za aminoacil i aminoacil-tRNK (aa-tRNK) pokazuju smanjeni eksport tRNK iz
nukleusa, kao i akumulaciju aa-tRNK u nukleusu (Grosshans i sar., 2000a; Grosshans i
sar., 2000b). Eksport tRNK je takode bio smanjen i u uslovima smanjene tRNK
aminoacilacije, $to vodi ka zakljucku da su tRNK aminoacilacija i eEF1A neophodni za

eksport tRNK iz nukleusa kod kvasca. Tako, formiranje ternarnog kompleksa eEF1A-
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GTP-aa-tRNK moze biti znacajno ne samo za citosolni transport aa-tRNK do ribozoma,

vec 1 za eksport iz nukleusa i sprecavanje vracanja aa-tRNK u nukleus.

1.9.5. Uloga eEF1A u organizaciji citoskeleta

Otkriveno je da postoji fizicka veza izmedu komponenti citoskeleta i nekoliko
tipova translacionih efektora, poput aminoacil-tRNK sintaze (Mirande i sar., 1985),
eukariotskih inicijacionih faktora (Howe i Hershey, 1984; Heuijerjans i sar., 1989;
Pincheira i sar., 2001; Carotenuto i sar., 2005) i eukariotskih elongacionih faktora
(Bektas i sar., 1994; Furukawa i sar., 2001; Gross i Kinzy, 2005; Kim i sar., 2007a).
Aktinski filamenti (F-aktin) se predlazu kao glavni citoskeletni elementi koji u¢estvuju
u organizaciji masinerije za sintezu proteina (Stapulionis 1 sar., 1997; Morelli 1 sar.,
1998; Gross i Kinzy, 2007). Prvobitno je identifikovana interakcija izmedu eEF1A i F-
aktina kod sluzave gljive Dyctiostelium sp. (Yang i sar., 1990), a onda i kod niza drugih
vrsta, po¢ev od kvasaca, pa sve do biljaka i zivotinja (Edmonds i sar., 1996, 1998; Suda
I sar., 1999; Munshi i sar., 2001; Lopez-Valenzuela i sar., 2003; Gross i Kinzy, 2005).
In vitro studije su pokazale da ne samo da se eEF1A vezuje za aktinske filamente, ve¢
ima i ulogu u povezivanju F-aktina i formiranju snopova aktinskih filamenata (Owen i
sar., 1992). Sa druge strane, vrlo verovatno i1 sam aktin uti¢e na funkcionisanje eEF1A
(Owen i sar., 1992). Liu i sar. (1996) su pokazali u svojim in vitro studijama da GTP
nije potreban da bi se eEF1A vezao za aktin, kao i da F-aktin sprecava vezivanje aa-
tRNK za eEF1A. Zbog toga je moguce postojanje dve forme eEF1A u celijama:
translaciono aktivna GTP-vezana forma i translaciono neaktivna F-aktin-vezana forma.
Uzimajuci u obzir da se vezujuée mesto za eEF1B na eEF1A preklapa sa mestom za
aminoacil-tRNK (Andersen i sar., 2000), a i da se aktin verovatno vezuje za isto mesto
na eEF1A, nije bilo iznenadujuée da se vezivanje eEF1A za eEF1B i F-aktin takode
medusobno iskljucuju (Pittman 1 sar., 2009). Sve zajedno ukazuje na mogucnost za
recipro¢nu regulaciju dva Celijska procesa, translaciju proteina 1 organizaciju aktinskih
filamenata, koja se zasniva na stehiometrijskom odnosu izmedu eEF1A, aa-tRNK,

eEF1B i F-aktina u zivim ¢elijama (Kim i Coulombe, 2010).
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Postoje izvestaji i o tome da eEFIA ucestvuje i u organizaciji mikrotubula
tokom c¢elijskog ciklusa, ali tacna uloga ostaje joS uvek neodredena. Eksperimenti na
Sargarepi u in vitro uslovima, su pokazali da eEF1A moze da se veze, kao i da stabilise

mikrotubule u Ca**/kalmodulin zavisnom maniru (Durso i Cyr, 1994).

1.9.6. Proteoliticka uloga eEF1A

Iako se ¢ini kontradiktornim, eEF1A moZe imati znacajnu ulogu i u degradaciji
proteina, pored svoje osnovne uloge u sintezi proteina. Gonen i sar. (1994) su predlozili
da aktivnost eEF1A u procesu sinteze proteina i putu njihove degradacije zavisi od
zasic¢enosti elongacionog faktora sa aa-tRNK. Tokom faze brze sinteze proteina, eEF1A
je uglavnom povezan sa GTP-om i aa-tRNK, ¢ime se inaktivira proces degradacije
proteina. U uslovima stresa, medutim dolazi do opadanja nivoa aa-tRNK i eEF1A

postoji uglavnom u apoproteinskoj formi koja je aktivna u proteolizi.

Dobro je poznato da se nesavijeni ili oSte¢eni proteini popravljaju nakon
translacije od strane molekularnih Saperona ili se markiraju za degradaciju koju
obavljaju proteini, proteaze. Ipak, znatan deo oStecenih, novosintetisanih proteina u
eukariotskim ¢elijama biva obeleZeno ubikvitinom jo$ tokom sinteze na ribozomima, a
njihova degradacija se obavlja kotranslaciono. Chuang i sar. (2005) su pruzili in vivo
dokaze o mogucoj ulozi eEFIA u degradaciji kotranslaciono-osteéenih proteina
posredstvom proteaza. U ovoj studiji je pokazano da eEF1A potiskuje defektni rast
kvasca koji nosi delecije gena Rad23 i RpnlO znacajnih u proteolitickom putu.
Ustanovljeno je da eEF1A interaguje sa proteinima oznacenim ubikvitinom 1
proteazomskom subjedinicom Rptl, te tako zamenjuje aktivnost Rad23 i Rpnl0 u
prepoznavanju oznacenih proteina. Nacin delovanja eEF1A se malo razlikuje od Rad23
1 Rpn10. Dok se eEF1A vezuje za oSte¢ene proteine koji nose poliubikvitinske lance,
Rad23 i Rpnl0 interaguju sa poliubikvitinskim lancima. Autori su takode pokazali 1 da
eEF1A interaguje specificno sa nascentnim proteinima koji su oznaceni ubikvitinom
nakon oSteCenja posle translacije, Sto govori o ulozi eEF1A u kontroli kvaliteta

novosintetisanih proteina.
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1.9.7. Saperonska uloga eEF1A

Pravilno funkcionisanje proteoma zavisi od ravnoteze procesa sinteze, uvijanja i
degradacije proteina u éelijama. Celije poseduju veliku mreZu proteina koji su prisutni
da odrzavaju homeostazu drugih proteina. Jedna znaCajna grupa proteina koja je
ukljucena u regulaciji kvaliteta proteoma obuhvata molekularne Saperone (Slika 6.).
Ova grupa omogucava efikasnije prostorno uvijanje primarnog polipeptidnog lanca u
pravilnu trodimenzionalnu strukturu, udruzivanje proteina u kvaternarnu strukturu,
ucestvuje u procesu translokacije proteina, ali i pomaze proces degradacije proteina
(Mayer, 2010; Lindquist i Kelly, 2011; Priya i sar., 2013). Saperoni su u éelijama
izuzetno zastupljeni, a za mnoge od njih se nivo ekspresije dodatno povecava u
uslovima stresa. Saperoni uti¢u na skoro sve éelijske funkcije i nalaze se u veéini
kompartmenata, poput citoplazme, periplazme, mitohondrija, endoplazmati¢nog

retikuluma i hloroplasta.

"
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Slika 6. Uloga molekularnih Saperona. Preuzeto iz Doyle i sar. (2013) i modifikovano.
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Nakon translacije proteina, neki sponatno zauzimaju ispravnu konformaciju (1).
Medutim, u toku prelaska iz forme otvorene i fleksibilne strukture polipeptida u formu
sa kona¢nom trodimenzionalnom strukturom, javljaju se intermedijarne forme proteina
koje ne pokazuju biolosku aktivnost (2). Molekularni Saperoni prepoznaju takve
proteine i pomazu im da zauzmu ispravnu, funkcionalnu konformaciju (3). U uslovima
stresa Cesta je pojava da se ve¢ pravilno savijeni proteini parcijalno odmotavaju (4), te
molekularni Saperoni spreCavaju ovaj proces (6). Proteini koji denaturiSu na visokim
temperaturama, izlazu hidrofobne regione i formiraju velike, amorfne agregate u
¢elijama radi smanjenja ukupne povrSine koja je izlozena vodi (7). Molekularni
Saperoni, interagujuc¢i sa hidrofobnim regionima denaturisanih proteina, privremeno
sprecavaju formiranje ovih proteinskih agregata (6), a takode mogu vrsiti i disagregacija
ve¢ formiranih proteinskih agregata (8) daju¢i im novu Sansu da Se ponovo uviju u
bioloski aktivan oblik. Na kraju, molekularni $aperoni omogucavaju i degradaciju

nepovratno denaturisanih proteina (5) (Slika 6.).

Istrazivanja Hotokezaka i sar. (2002) su pokazala da deo eEF1A distalno od
peptidiltransferaza centra interaguje sa nesavijenim polipeptidnim lancima, kao i da
eEF1A ne interaguje sa pravilno savijenim proteinima. Mesto-specifiéna mutageneza u
domenu I eEF1A koji je znacajan za vezivanje GTP-a 1 €ija je uobicajena uloga u sintezi
proteina, nije potisnula Saperonsku ulogu eEF1A (Shin 1 sar., 2009). Shin i sar. (2009)
su dalje pokazali da delecije delova N- i C-terminalnih krajeva AtEF1A dovode do
znaajnog povecanja Saperonske aktivnosti u odnosu na Saperonsku aktivnost celog
AtEF1A ili sa deletiranim nekim drugim delovima AtEF1A. Eksperimenti sa delecijama
delova eEF1A su pokazali da je domen II eEF1A kljuéan za njegovu Saperonsku
aktivnost (Shin i sar., 2009).

1.9.8. Uloga eEF1A u procesu rastenja i razvica biljaka

Veoma malo se zna o ulozi eEFIA u procesu rastenja i razvica biljaka.
Istrazivanja na kukuruzu, A. thaliana i pamuku su pokazala da se ceo set gena koji
kodiraju eEF1A eksprimira u mladom tkivu koje se razvija, u kojem je inace i visi nivo

sinteze proteina. Medutim, u par studija je pokazano da ekspresija gena koji kodiraju
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eEF1A moze varirati tokom procesa rastenja i razvi¢a biljaka (Xu i sar., 2007;
Suhandono i sar., 2014). Istrazivanja na biljci banana, Musa acuminata L. sorti
Brazilian koja pripada grupi AAA, su pokazala da je ekspresija gena MaEF1A veoma
visoka kada dolazi do brzog uvecanja ploda, Sto ukazuje na znacajnu ulogu eEF1A u
ovoj fazi rastenja i razvi¢a biljke (Liu i sar., 2016). Kako je dalje ustanovljeno da je ovaj
protein kodiran MaEF1A genom uglavnom lokalizovan u nukleusu, to nagovestava na
mogucu ulogu eEF1A 1 u regulaciji samog procesa rastenja i razvi¢a kod biljke banane
(Liu i sar., 2016). Ovo je interesantan nalaz za eEF1A koji se smatra citosolnim
proteinom. Dalja istrazivanja na transgenim biljkama A. thaliana kod kojih je
prekomerno eksprimiran gen MaEF1A iz banane su pokazala da je kod ovih biljaka
pospeseno rastenje i razvie, koje se odrazavalo kroz vecu visinu biljaka, duZinu
korenova i svezu masu u odnosu na netransformisane biljke (Liu i sar., 2016).
Skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom je uofeno da su Celije transformisanih
biljaka A. thaliana bile duze i Sire u odnosu na ¢elije netransformisanih biljaka, $to
ukazuje da je povecani rast ovih biljaka bio posledica uvecanja ¢elija na koje je uticala

povecana zastupljenost eEF1A.

1.10. Proteini toplotnog stresa

Proteini toplotnog stresa, HSP (eng. ,,Heat-Shock Protein*) su molekularni
Saperoni prisutni u svim Zivim organizmima, od bakterija do ljudi. Sinteza HSP-a se kod
razli¢itih biljnih vrsta odigrava kada se izloze temperaturi koja je za 10-15 °C visa od
optimalne temperature za rastenje i razvice (Cooper i Ho, 1983; Kanabus i sar., 1984;
Kee i Nobel, 1986; Mansfield i Key, 1988; Singla i Grover, 1994; Cordewener i sar.,
1995; Waters i sar., 1996). Izuzetno vazan odgovor biljaka na TS je i brza sinteza HSP-
a, zbog Cega se mogu koristiti kao marker proteini za TS kod biljaka (Sullivan i sar.,
1990; Jespersen i sar., 2017). Indukcija sinteze HSP-a se odvija paralelno sa
povecanjem temperature, a specificnost odgovora biljaka na TS lezi u ¢injenici da

visoke temperature indukuju ekspresiju ¢itavog komplementa (grupe) HSP-a.

Proteini toplotnog stresa najcesce se klasifikuju na osnovu svojih molekulskih

tezina, homologije aminokiselinskih sekvenci i funkciji. Prema molekulskoj tezini, ovi
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proteini se mogu podeliti u dve glavne klase. Prva klasa obuhvata proteine vecih
molekulskih masa i oznacava se kao HMM (eng. ,,High Molecular Mass®), a ukljucuje
slede¢e familije proteina: HSP100/Clp (100 kDa), HSP90 (90 kDa), HSP70/DnaK (70
kDa) i HSP60/GroEL (60 kDa) (dati su razli¢iti nazivi kod eukariotskih/prokariotskih
organizama). Druga klasa proteina TS-a oznacava se kao LMM (eng. ,,Low Molecular
Mass®) 1 obuhvata familiju proteina manjih molekulskih masa (12-40 kDa) ili ,,small
heat-shock™ proteine (sHSP) (Vierling, 1991; Wang et al., 2004; Wahid et al., 2007).
Pored navedenih glavnih familija HSP-a, postoje i drugi proteini sa sliénim funkcijama
molekularnih Saperona koji pomazu uvijanje proteina, poput kalneksina ili kalretikulina
u endoplazmati¢nom retikulumu (Boston i sar., 1996; Helenius i sar., 1997; Crofts i

Denecke, 1998).

1.10.1. Familija HSP100

Clanovi familije HSP100 su u biljnim ¢elijama konstitutivno eksprimirani, ali je
njihova ekspresija regulisana, kako stadijumom razvic¢a biljaka (Sanchez i Lindquist,
1990; Singla i sar., 1998; Nieto-Sotelo i sar., 2002), tako i razli¢itim stresogenim
faktorima (Sanchez i sar., 1992; Campbell i sar., 2001; Carr i sar., 2006). Jedinstvena
funkcija HSP100 proteina jeste u reaktivaciji agregiranih proteina resolubilizacijom
nefunkcionalnih proteinskih agregata (Parsell i Lindquist, 1993) i takode pomazu u
uklanjanju ireverzibilno ostecenih polipeptida (Bosl i sar., 2006; Kim i sar., 2007b).
Clanovi ove familije pripadaju velikoj AAA™ (ATP-aze povezane sa razli¢itim éelijskim
aktivnostima) superfamiliji proteina. Visokom temperaturom indukovana ekspresija
ovih proteina je fenomen koji je ostao satuvan tokom evolucije od prokariotskih
mikroba, pa sve do visih biljaka, ali ne i kod zivotinja i ljudi (Zolkiewski i sar., 2012).
Razlog je verovatno $to ljudi i Zivotinje mogu fizicki da izbegnu uslove koji dovode do
TS-a.

1.10.2. Familija SHSP

Vise biljke karakteriSe prisustvo najmanje 20 tipova sHSP-a, ali neke vrste mogu

da sadrze cak 1 40 tipova ovih proteina (Vierling, 1991). Obi¢no se ne mogu detektovati
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u ¢elijama pod normalnim fizioloSkim uslovima, a njihovu ekspresiju mogu izazvati
razli¢iti stresni uslovi (LOw i sar., 2000; Hamilton i Heckathorn, 2001; Scharf i sar.,
2001; Zhang i sar., 2008). U odsustvu spoljasnjih faktora koji dovode do stresnog
stanja, produkcija SHSP-a je ograniCena na pojedine faze razvica, kao §to su
embriogeneza, klijanje, obrazovanje polena i sazrevanje plodova (Sun i sar., 2002).
Proteini koji pripadaju familiji SHSP-a se mogu podeliti u nekoliko klasa na osnovu
lokalizacije u ¢elijama i homologije u DNK sekvencama (Sun i sar., 2002). Dve klase
lokalizovane su u citoplazmi (klase I 1 II), a ostale klase lokalizovane su u plastidima
(klasa III), endoplazmati¢nom retikulumu (klasa 1V), mitohondrijama (klasa V), i
membranama (klasa V1) (Vierling, 1991; Waters i sar., 1996; Sun i sar., 2002).

Mali HSP-i predstavljaju prvu liniju odbrane u ¢eliji kada pod uticajem stresa
zapocCinje i proces odvijanja proteina (Waters, 2012). Uloga ovih proteina jeste da se
vezu za delimi¢no denaturisane proteine i spre¢e njihovu agregaciju (Sun i sar., 2002).
To su molekularni Saperoni koji su nezavisni od ATP-a, sa funkcijom vezivanja za
delimi¢no denaturisane proteine putem hidrofobnih interakcija (Miernyk, 1999; Lee i
Vierling, 2000). Ovi proteini ne interaguju sa nativnim proteinima, kao ni sa potpuno
denaturisanim prteinima (Treweek i sar., 2000). Supstrati mogu biti od peptida, pa sve
do oligomernih proteina, pri ¢emu se sHSP-i vezuju bez obzira na njihovu
aminokiselinsku sekvencu ili strukturnu specificnost. Sami sHSP-i ne mogu da
renaturiSu denaturisane proteine, ve¢ u saradnji sa drugim ATP-zavisnim Saperonima im
pomazu da se pravilno uviju i steknu funkcionalnu konformaciju. Pored toga, sHSP-i
mogu ucestvovati 1 u degradaciji denaturisanih proteina, tokode posredstvom ATP-

zavisnih Saperona (Veinger i sar., 1998; Mogk i sar., 2003).

Nivo akumulacije SHSP-a u ¢elijama zavisi od temperature i od duZzine trajanja
stresnog perioda (Sun i sar., 2002). Ve¢ na samom pocetku od izlaganja biljaka visokim
temperaturama, se moze detektovati transkripcija gena za SHSP-e (DeRocher i sar.,
1991). Maksimum transkripcije gena za SHSP-e se obi¢no postize za sat do dva nakon
izlaganja biljaka TS-u, posle ¢ega taj nivo opada, dok SHSP-i koji su se sintetisali
tokom delovanja TS-a mogu ostati na slicnom nivou i nakon stresa u biljnim ¢elijama

(Chen i sar., 1990; DeRocher i sar., 1991). S obzirom na dug poluzivot ovih proteina,

30



Uvod

koji iznosi i do 50 h (DeRocher i sar., 1991), moze se zakljuciti da su oni veoma
znacajni 1 tokom perioda oporavka biljaka od delovanja visokih temperatura, a mogu

ukazivati i da su biljke bile, u nekom trenutku, bile pod uticajem TS-a.
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2. Ciljevi rada

o Ispitivanje ekspresije eEF1A u listovima razli¢itih vrsta monoploidnih i

diploidnih biljaka gajenih ex vitro u uslovima visoke temperature.

e Ispitivanje uticaja visoke temperature na proces tuberizacije, rastenje i razvice

razli¢itih sorti krompira gajenih in vitro, ex vitro i u eksperimentalnom polju.

e Ispitivanje ekspresije eEF1A u uslovima visoke temperature u izdancima,
listovima i krtolama kod razli¢itih sorti krompira gajenih in vitro, ex vitro i u

eksperimentalnom polju.

e Karakterizacija izoformi eEF1A u listovima kod razli¢itih sorti krompira u

uslovima visoke temperature, gajenih ex vitro i u eksperimentalnom polju.
e Procena broja kopija gena koji kodiraju eEF1A kod razli¢itih sorti krompira.

e Ekspresija eEF1A gena u uslovima visoke temperature u minikrtolama kod

krompira gajenih ex vitro.

¢ ldentifikacija inducibilnih eEF1A gena u uslovima toplotnog stresa.
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3. Materijal i metode
3.1. Biljni materijal

U ovom radu su koriS¢ene sledece sorte krompira, Solanum tuberosum L.:
Désirée (ZPC, Leuvarden, Holandija), Liseta (R.K. Wiersma, Holwerd, Holandija),
Laura (Europlant Pflanzenzucht GmbH, Lineburg, Nemacka), Agria (Kartoffelzucht
B6hm GmbH, Lineburg, Nemacka), Cleopatra (HZPC B.V., Joure, Holandija), Jelly
(Kartoffelzucht Bonm GmbH, Lineburg, Nemacka), Marabel (Mansholt Beheer B.V.,
Vierhuizen, Holandija) i Arnova (Agrico Research B.V., Bant, Holandija) koje su
dobijene od Solanum Komerc-a (Guca, Srbija), kao i sorta Festival (Agrico Research
B.V., Bant, Holandija) koja je dobijena od kolege dr M. Hfidan-a. Krtole sorti krompira

su ¢uvane na temperaturi od 5 °C u mraku.

Pored razlicitih sorti krompira, kori§¢ene su i slede¢e vrste monokotiledonih
biljaka: praziluk (Allium porrum L. sorta Kumus), kukuruz (Zea mays L. convar.
saccharata Koern sorta Union F-1), pSenica (Triticum aestivum L. sorta Romansa) i
dikotiledonih biljaka: uro¢njak (Arabidopsis thaliana L.), paradajz (Solanum
lycopersicum L. sorta Novosadski jabucar), cvekla (Beta vulgaris L. ssp. vulgaris sorta
Detroit).

3.2. Gajenje biljaka u kulturi in vitro

Za uspostavljanje kulture izdanaka krompira in vitro, kao pocetni materijal su
koriS¢eni izbojci duzine od 4-6 cm koji su odvajani od naklijalih krtola prethodno
izlaganih sobnoj temperaturi tokom 60 dana. Izbojci krompira ispirani su pod mlazom
cesmene vode, a potom povrsinski sterilisani prvo sa 70% etanolom uz dodatak
nekoliko kapi deterdzenta, a zatim sa 20% rastvorom komercijalnog preparata natrijum
hipohlorita (4% aktivnog hlora). Nakon povrsinske sterilizacije, izbojci su ispirani
sterilnom dejonizovanom vodom, a odsecci izbojaka sa jednim nodusom duzine od 5-10
mm su postavljeni na osnovnu MS hranljivu podlogu koja je sadrzala mineralne soli po

Murashige i Skoog-u (1962), vitamine po Linsmaier i Skooog-u (1965), kao i organske

33



Materijal i metode

komponente prikazane u Tabeli 1., uz dodatak 0,5 mg I 6-benzil aminopurina (BAP)
(Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri).

Tabela 1. Sastav osnovne MS hranljive podloge za kultivaciju izdanaka krompira in
vitro. MS-Murashige i Skoog (1962) i LS-Linsmaier i Skoog (1965).

MS Makroelementi MS Mikroelementi LS Vitamini
(mg 1) (mg 1) (mg 1)

KNO3 190 | MnSO, x 4H,0 22,3 | Vitamin B1 0,4

NH;NO3 165 | ZnSO4 x 7TH0 8,6 | Vitamin B2 0,5

KH,PO, 170 | H3BO3 6,2 | Nikotinska kiselina | 0,5

CaCl, x 2H,0 440 | Kl 0,83 | Glicin 2,0

MgSQO,4 x 7TH,0 370 | CuSO4 x 5H,0 0,025 | Organske materije (g I'")
Na;MoQOy4 x 2H,0 0,25 | Agar 7,0
CoCl; x 6H,0 0,025 | Saharoza 30,0
FeSO4 x 7TH,0 27,8 | Myo-inozitol 0,1
Na,EDTA x 2H,0 37,3

Izdanci koji su se potom formirali su dalje gajeni na osnovnoj MS hranljivoj
podlozi bez regulatora rastenja. Za multiplikaciju su kori¢eni odsecci stabla izdanaka
duzine 10-15 mm sa jednim nodusom i listom. Subkultivacija je obavljana svakih 30
dana na istu hranljivu podlogu.

Podloge, instrumenti za rad 1 laboratorijsko posude sterilisani su prema
standardnim procedurama kulture biljnih ¢elija, tkiva i organa in vitro, a rad sa biljnim
materijalom obavljan je u asepti¢nim uslovima, u komori sa laminarnim protok vazduha

(laminar).

Kulture in vitro su rasle u klimatizovanoj sobi pod standardnim uslovima:
temperatura 21+2 °C, 16 h fotoperiod i bela fluorescentna svetlost gustine fluksa fotona

90 pmol m?s™.
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3.3. Eksperiment tuberizacije u kulturi in vitro

Za ispitivanje uticaja visoke temperature na formiranje mikrokrtola kod razli¢itih
sorti krompira u Kkulturi in vitro, koriS¢eni su jednonodalni odsecci stabla izdanaka
duzine od 10-15 mm koji su dobijeni od biljaka krompira gajenih 30 dana na osnovnoj
MS hranljivoj podlozi. Ovi jednonodalni odsecci su postavljeni na hranljivu podlogu za
tuberizaciju koja predstavlja osnovnu MS hranljivu podlogu sa dodatkom 8% saharoze.
Po 10 eksplantata je postavljeno na 50 ml ove podloge u staklenim boc¢icama od 270 ml
(@ 60 x 120 mm) koje su potom zatvorene sa perforiranim polipropilenskim
zapuSacima, a perforacije su zapuSene vatom radi dobre razmene gasova, kako bi se

izbegao efekat nakupljanja etilena.

Kulture in vitro su gajene 30 dana u uslovima stalnog mraka na dva
temperaturna tretmana: 21+1 °C (kontrola, K) i 29+1 °C (visoka temperatura, VT) u

komori za gajenje biljaka (Frigoline-Star, Beograd, Srbija).

Radi utvrdivanja uticaja visoke temperature na prezivljavanje eksplantata i
formiranje mikrokrtola kod krompira u uslovima in vitro, nakon 30 dana gajenja,

izmereni su sledec¢i parametri:

e procent prezivelih eksplantata,

e procent eksplantata sa mikrokrtolama,
e duzina izdanaka,

e broj mikrokrtola po teglici,

e dijametar mikrokrtola,

e masa mikrokrtola i

e ukupna masa mikrokrtola po jednoj teglici (prinos).

Radi odredivanja dinamike tuberizacije u in vitro uslovima, formirane
mikrokrtole brojane su u svakoj teglici pod zelenim svetlom u intervalima od 5 dana,
tokom 30 dana trajanja eksperimenta. Eksperiment je ponovljen 2 puta sa 5 ponavljanja

po temperaturnom tretmanu (10 eksplantata po ponavljanju).

Za potrebe analize proteina, izdanci i mikrokrtole sa oba temperaturna tretmana

su sakupljeni 1 zamrznuti u tenom azotu, a potom ¢uvani na - 70 °C.
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3.4. Eksperimenti sa biljakama gajenim ex vitro

U cilju ispitivanja akumulacije eEF1A u uslovima visoke temperature, uzgajano
je nekoliko vrsta monokotiledonih: praziluk, kukuruz, psenica, i dikotiledonih biljaka:
uro¢njak, cvekla, krompir. Krtole krompira sorte Désirée su 50 dana izlagane sobnoj
temperaturi. Naklijale krtole su potom deljene na delove, a svaki deo je sadrzao po
jedan izbojak. Po jedan odsecak krtole zasaden je u polipropilenske saksije (11 x 11 x
12 cm) napunjene smeSom komercijalnog supstrata (Floran, Beograd, Srbija) i
vermikulita u odnosu 3:1 (v/v) na dubini od oko 10 cm, a ukupno je tako zasadeno 10
saksija. Semena razlicitih vrsta drugih dikotiledonih biljaka, kao i monokotiledonih
biljaka su zasadene na isti nacin kao i odse¢ci krtola krompira sorte Désirée u saksije
napunjene smeSom komercijalne zemlje i vermikulita. Zasadeno je po 1 seme ovih
biljaka u 10 saksija. Ovako posadeni odsecci krtola krompira i semena biljaka su dalje
gajeni u klimatizovanoj sobi. Biljke su zalivane svakog drugog dana odstajalom vodom
sa ¢esme. Nakon 30 dana od izbijanja prvih listova, biljke su izlagane visokoj
temperaturi (postepen porast od 23-40 °C prva 2 h, 40 °C tokom 6 h; VT) ili su
ostavljene na regularnoj temperaturi od 23 °C (kontrola, K). Po tretmanu su uzorkovani
prvi potpuno formirani listovi sa svih biljaka koji su potom zamrznuti u tenom azotu, a
potom cuvani na -70 °C. Takode, radi izu¢avanja razlike u ekspresiji eEF1A u listovima
razli¢itih starosti, sakupljeni su i listovi sa po pet biljaka nakon oba temperaturna
tretmana kod sorte krompira Désirée i to sa razli¢itih pozicija: prvi list od vrha izdanka
(mladi list koji se jos razvija), ¢etvrti list od vrha izdanka (prvi potpuno razvijeni list) i
osmi list od vrha izdanka (najstariji list). Sakupljeni listovi su odmah zamrznuti u

te¢nom azotu, a potom ¢uvani na -70 °C.

Kulture ex vitro su rasle u klimatizovanoj sobi pod standardnim uslovima:
temperatura 23+2 °C, 16 h fotoperiod i bela fluorescentna svetlost gustine fluksa fotona

200 pmol m?s™,

Uticaj visoke temperature na rastenje i razvi¢e biljaka, formiranje krtola i
ekspresiju eEF1A u listovima i minikrtolama ispitivan je ex vitro kod dve sorte
krompira: Désirée i Festival, a takode su ispitivani i proteinski markeri toplotnog stresa:

HSP17.6 i HSP101. Kao polazni materijal kori§¢ene su 15 dana stare biljke uzgojene in
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vitro. Biljke su ispirane vodom radi uklanjanja zaostale hranljive podloge i sadene su u
polipropilenske saksije zaprimine 3l koje su bile napunjene do pola visine
komercijalnim supstratom Floradur B Pot Medium-Coarse (Floragard, Oldenburg,
Nemacka). Biljke i povrs§ina zemlje su tretirani fungicidom Ridomil gold MZ 68 WG
(aktivna materija: Metalaksil-m 40 g kg™ + Mankozeb 640 g kg™, Syngenta, Bazel,
Svajcarska). Preko saksija je postavljena providna PVC folija sa perforiracijama radi
razmene gasova i zasadene biljke su potom ostavljene da se aklimatizuju u komori za
gajenje biljaka, Fitoclima PLH 1200 (Aralab, Sintra, Portugal). Nakon 5 dana
aklimatizacije, folija je sklonjena sa saksija da bi biljke nastavile sa rastenjem. Dva dana
nakon toga, biljke su rasadene u polipropilenske saksije (11 x 11 x 12 cm) i dopunjene
komercijalnim supstratom Floradur B Pot Medium-Coarse (Slika 7. A). U svaku saksiju
je zasadeno po dve biljke, a ukupno je tako zasadeno 20 saksija po jednoj sorti i
tretmanu $to je ukupno 40 biljaka po sorti i tretmanu. Biljke su zalivane svakog drugog
dana odstajalom vodom sa ¢esme. Posle nedelju dana gajenja biljaka u fitoklimi, je bilo
vidno da su se biljke uspesno aklimatizovale (Slika 7. B), a ve¢ nakon mesec dana

gajenja, biljke su obrazovale bujnu nadzemnu biomasu (Slika 7. C).

Désirée

Festival

Slika 7. Gajenje krompira u kontrolisanim uslovima ex vitro. Aklimatizovane biljke iz
kulture in vitro (A), biljke nedelju dana nakon rasadivanja (B) i biljke nakon 30 dana
gajenja u komori (C).
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Nakon 33 dana gajenja, biljke su dalje gajene 7 dana na standardnom temperaturnom
tretmanu (kontrola) ili izlagane tretmanu visokom temperaturom. Potom su mereni
slede¢i morfoloski parametri koji se odnose na rastenje i razvi¢e biljaka krompira:

visina i masa nadzemnog dela biljaka, broj nodusa i broj listova.

Kako bi se izucio uticaj visoke temperature na proces tuberizacije u uslovima ex
vitro, izmeren je broj stolona, broj stolona sa iniciranim minikrtolama, prinos mase i
broj minikrtola po jednoj biljci, kao i ukupan broj minikrtola. Radi izucavanja uticaja
visoke temperature na rast minikrtola, dobijene minikrtole su podeljene u kategorije na
osnovu dijametra i to: <5 mm, 5-10 mm, 10-15 mm, 15-20 mm i >20 mm. Za svaku od
ovih kategorija je odreden broj minikrtola i njihova pojedinatna masa, kako na
kontrolnom tretmanu, tako i nakon tretmana visokom temperaturom kod obe sorte

krompira. Eksperiment je ponovljen tri puta.

Kako bi se ispitala ekspresija proteina u podzemnim delovima biljaka, isti
eksperiment je postavljen, a sakupljeni su stoloni, stoloni sa iniciranim minikrtolama, i
tri kategorije veli¢ina minikrtola (<5 mm, 5-10 mm, 10-15 mm) koji su potom

zamrznuti u te¢nom azotu i ¢uvani na -70 °C.

Kulture ex vitro su rasle u komori za gajenje biljaka pri dnevnoj temperaturi od
20+0,1 °C i no¢noj od 18+0,1 °C, 16 h fotoperiod i bela fluorescentna svetlost gustine
fluksa fotona 200 pmol m? s, a vlaznost vazduha 70% (kontrolni uslovi). U tretmanu
visokom temperaturom, dnevna temperatura je iznosila 30£0,1 °C, a no¢na 24+0,1 °C,
16 h fotoperiod i bela fluorescentna svetlost gustine fluksa fotona 200 pmol m™? s, a
vlaznost vazduha 70%. Izmerena temperatura zemljiSta na dubini od 4 1 8 cm, tokom

tretmana visokom temperaturom je odgovarala temperaturi u komori.

3.5. Gajenje biljaka u eksperimentalnom polju

Za eksperimente u polju, krtole krompira su zasadene pocetkom aprila meseca
2011. i 2012. godine na eksperimentalnom polju koje predstavlja deo Sireg lokaliteta

Zemun Polja u Srbiji, odnosno Jugoisto¢nog Srema (Slika 8.). Eksperimentalno polje se
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nalazi na 79 m nadmorske visine, 44°88' severne geografske $irine i 20°35' isto¢ne

geografske Sirine.

Slika 8. Izgled eksperimentalnog polja, lokalitet Zemun Polje.

Jugoisto¢ni deo Srema odlikuje se umereno-kontinentalnom klimom, toplim

letima, neravnomernom koli¢inom padavina i ¢estom pojavom suse tokom leta. Tokom

perioda od aprila do septembra, sakupljani su meteoroloski podaci za godine ispitivanja

(2011. i 2012. god.) i za visegodis$nji prosek (1980-2010. godine) koji su prikazani u

Tabeli 2.

Tabela 2. Srednje meseéne temperature vazduha i sume padavina u toku vegetacionog
perioda (od aprila do septembra) za dve uzastopne godine (2011. i 2012. god.) i
visegodisnji prosek (1980-2010. god.) na lokalitetu Zemun Polje, Srbija.

Mesec 2011 2012 1980-2010
°Cc mm °Cc mm °c mm

April 14,7 14,1 14,6 66,9 12,3 54,6
Maj 18,3 66,8 18,0 127,9 17,7 56,0
Jun 21,9 41,1 24,6 16,0 20,9 101,0
Jul 24,3 95,0 27,0 39,0 22,6 69,2
Avgust 24,6 14,0 26,0 4,5 22,4 55,4
Septembar 23,0 47,7 22,0 30,7 17,5 64,7
Prosek 21,1 278,7 22,0 285,0 18,9 400,9
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Srednje mesecne temperature vazduha u 2011. 1 2012. godini bile su u proseku vise za
2,2-3,1 °C u odnosu na referentni period od 1980-2010. godine. Ovom poveéanju
temperature su najviSe doprinele temperature tokom juna, jula i1 avgusta. U
najznacajnijem periodu za razvoj krompira tokom jula i avgusta, srednja mesecna
temperatura vazduha je bila iznad 24,0 °C, §to je dosta vise iznad optimalne temperature
za razvoj krompira. Naroc¢ito nepovoljni uslovi za proizvodnju krompira su bile
temperature tokom jula i avgusta 2012. godine kada je zabelezena prosecna temperatura

vazduha od 27 °C i 26 °C, tim redosledom.

Eksperiment je postavljen kao dvofaktorijalni ogled po metodi randomizovanog
potpunog blok dizajna, u cetiri ponavljanja. Faktori koji su bili obuhvaceni
istrazivanjem su sorta krompira i vegetaciona sezona (2011. prva sezona i 2012. druga
sezona). U okviru bloka, svaka sorta je zasadena na plotu povriine 7 m? (4 reda
razdvojeni izmedu sebe 0,8 m, a razmak izmedu krtola u redovima je iznosio 0,3 m).
Zalivanje biljaka je bilo po sistemu kap-po-kap. Tip zemljista je karbonatni ¢ernozem.
Tokom celog vegetacionog perioda, primenjivane su standardne agrotehnicke mere koje
su navedene u radu Momcilovic i sar. (2016). Za folijarnu prehranu biljaka upotrebljeno
je dubrivo Haifa Bonus (N:P:K = 13:2:44, Haifa Chemicals, Hajfa, lzrael). Uzorci
listova za analizu proteina su sakupljeni tokom sredine dana (12 - 13 h) u mesecu junu
2011. 1 2012. godine. Sakupljanje je vrSeno danima kada je temperatura vazduha bila
izmedu 24-26 °C nakon nekoliko dana izmerenih maksimalnih dnevnih temperatura
koje su bile < 26 °C. Takode su listovi krompira sakupljeni i kada je temperatura
vazduha iznosila 33-35 °C nakon nekoliko dana izmerenih maksimalnih dnevnih
temperatura > 30 °C. Vremenski interval izmedu sakupljanja listova je bio 4-5 dana.
Sakupljeni su prvi potpuno razvijeni listovi (Cetvrti list od vrha izdanka) sa pet biljaka i

zamrznuti u teCcnom azotu, a potom ¢uvani na -70 °C.

Na kraju vegetacionog perioda za sva Cetiri plota izvrSeno je merenje slede¢ih

parametara:

e visina primarnih izdanaka,
e nadzemna biomasa,

e broj krtola po bhiljci,
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e masakrtola i

e masa krtola po plotu.

3.6. Izolacija proteina iz biljnog materijala

U prvoj fazi izolacije proteina, zamrznuti biljni materijal mase od 250-400 mg
koji je ¢uvan na -70 °C, mehanicki je usitnjen u teCnom azotu u porculanskim avanima
koji su prethodno sterilisani i rashladeni. Sledeca faza postupka bila je ekstrakcija
proteina kori$¢enjem ekstrakcionog pufera [50 mM Tris-HCI (pH 8), 2 mM EDTA (pH
8), 10% (v/v) glicerol, 10 mM B-merkaptoetanol i 1% (v/v) proteazni inhibitor koktel za
biljne proteinske ekstrakte (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri)]. Po 1 ml ekstrakcionog
pufera dodavan je na 1 g biljnog materijala i uzorci su zatim ostavljeni da se odlede na
sobnoj temperaturi. Ovako dobijeni homogenati su prebaceni u mikrotube (Eppendorf,
Hamburg, Nemacka) i centrifugirani 15 min, 14000 rpm, +4 °C. Supernatant dobijen
centrifugiranjem predstavljao je sirovi ekstrakt proteina koji je alikvotiran. Dobijeni

uzorci ¢uvani su na -70 °C do obrade i analize.

Koncentracija proteina u uzorcima odredena je metodom po Bradfordu
(Bradford, 1976), a za to je koris¢en komercijalni rastvor Bradford reagensa (Thermo
Fisher Scientific, Voltam, Masacusets). Uzorci su pre o€itavanja apsorbance na talasnoj
duzini od 595 nm (Asgs), razblazeni 200x u ovom reagensu, a svako razblazenje je
napravljeno u triplikatu radi povecanja preciznosti rada. Apsorbanca je ocitavana
koris¢enjem spektrofotometra Agilent 8453 UV-visible (Agilent Technologies, Santa
Klara, Kalifornija). Koncentracije proteina odredene su na osnovu standardne krive koja
je kreirana na osnovu serije koncentracija proteinskog standarda i apsorbance dobijene
za date koncentracije. Kao standard koriséen je govedi serum albumin (Sigma-Aldrich,
Sent Luis, Misuri).

3.7. 1D SDS-PAGE elektroforeza i imunoblot analiza

Za razdvajanje proteina 1D natrijum dodecil sulfat - poliakrilamid gel

elektroforezom (SDS-PAGE), kori$¢eni su diskontinuirani poliakrilamidni gelovi (12%

41



Materijal i metode

gel za razdvajanje i 4% gel za koncentrisanje). Ekstrakti proteina mesani su sa Laemmli
puferom (Laemmli, 1970) u odnosu 1:1. Pripremljeni uzorci od 15 pg proteina, naneseni
su na gel. Pored uzoraka, na nekim gelovima je nanet Spectra Multicolor Broad Range
(Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets) i/ili Cruz Marker standard molekulskih
masa proteina (Santa Cruz Biotechnology, Dalas, Teksas). Vertikalna elektroforeza
izvedena je na sistemima Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell ili
Criterion Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija)

pri konstantnoj voltazi od 150 V, 1h.

Po zavrSenoj elektroforezi, uraden je transfer proteina sa gelova na poliviniliden
difluorid (PVDF) membrane (Bio-Rad Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija) metodom
,mokrog” transfera. Pre transfera, membrane su aktivirane potapanjem u metanol 5 s.
Transfer proteina sa gelova na membrane, vrSen je na sistemu Criterion Blotter (Bio-
Rad Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija) pri konstantnoj voltazi od 100 V, 45 min.
Nakon zavrSenog transfera, uradena je imunoblot analiza po Momcilovic i Ristic
(2007). Blotovi su potapani u 10% (w/v) rastvor obranog mleka Blotting-Grade
Blocker, (Bio-Rad Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija) u T-PBS puferu [PBS pufer
(137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPQy, 1,8 mM KH,POy4, pH 7,4) sa dodatkom
0,05% (v/v) Tween 20 (Fisher Bioreagents, Pitsburg, Pensilvanija)] preko no¢i na +4
°C. Nakon zavrsenog blokiranja, blotovi su ispirani 2x1 min T-PBS puferom i

inkubirani 2 h u rastvoru primarnih antitela, na sobnoj temperaturi na Sejkeru.

Za imunoblot analizu, koris¢ena su poliklonalna zecija anti-HSP17.6-Cl
(Agrisera, Vnnas, Svedska), anti-HSP101/ClpB (Agrisera, Vannis, Svedska) i anti-
eEF1A (Bukovnik i sar., 2009) antitela. Anti-HSP17.6-Cl i anti-HSP101/ClpB
razblaZzena su u odnosu 1:2000, dok je anti-eEF1A antitelo razblazeno 1:4000 u 5%
(w/v) rastvoru obranog mleka u T-PBS puferu. Po inkubaciji u primarnim antitelima,
blotovi su ispirani 2x1 min i 3x10 min u T-PBS puferu i potom inkubirani 2 h, na
sobnoj temperaturi, na Sejkeru u rastvoru sekundarnog antitela. Koris¢ena su anti-rabbit
IgG-HRP (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri) ili Cruz Marker MW Tag-HRP (Santa
Cruz Biotechnology, Dalas, Teksas) sekundarna antitela. Sekundarno antitelo anti-rabbit

IgG-HRP razblazivano je u odnosu 1:20000, dok je sekundarno antitelo Cruz Marker
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MW Tag-HRP razblazivano u odnosu 1:1000 u 5% (w/v) rastvoru obranog mleka u T-
PBS puferu. Sekundarno antitelo Cruz Marker MW Tag-HRP koris¢eno je za

inkubaciju onih blotova na kojima se nalazio Cruz Marker proteinski standard.

Nakon reakcije sa sekundarnim antitelom, blotovi su ispirani isto kao i po
zavrSetku inkubacije u rastvoru primarnih antitela, a potom je detekcija proteina
izvrSena  metodom  pojacane  hemiluminiscencije (ECL; eng. ,,Enhanced
Chemiluminescence”) prema ECL protokolu Vettermann i sar. (2002). Reaktivne trake
vizualizovane su koris¢enjem X-Omat LS filma (Kodak, Rocester, Njujork). Relativni
volumen proteinskih traka odreden je uz pomo¢ ImageQuant kompjuterskog softvera (v.

5.2, Molecular Dinamics, Sanivejl, Kalifornija).

3.8. 2D gel elektroforeza i imunoblot analiza

Po 100 pg ukupnih solubilnih proteina izolovanih iz listova biljaka krompira su
preciséeni koris¢enjem ReadyPrep 2D Cleanup Kit-a (Bio-Rad Laboratories, Herkjuliz,
Kalifornija) prema uputstvu proizvodaca. Nakon postupka preciS¢avanja, proteini su
rehidratisani u 125 pl ReadyPrep 2D Rehydration/Sample pufera (Bio-Rad
Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija), a potom naneti na 7 cm dugacke IPG trake (NL 3-
10; Bio-Rad Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija) i inkubirani 16 h na sobnoj
temperaturi. Razdvajanje u prvoj dimenziji (izoelektrofokusiranje, 1EF) je obavljeno
koris¢enjem Protean IEF Cell (Bio-Rad Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija) prema
uputstvu proizvodaca. Nakon izoelektrofokusiranja, IPG trake su ekvilibrisane 10 min u
SDS-PAGE ekvilibracionom puferu | [6 M Urea, 2% (w/v) SDS, 0,375 M Tris (pH 8,8),
130 mM DTT i 20% (v/v) glicerol], a odmah zatim i 10 min u SDS-PAGE
ekvilibracionom puferu Il [6 M Urea, 2% (w/v) SDS, 0,375 M Tris (pH 8,8), 2.5%
(w/v) jodoacetamid i 20% (v/v) glicerol]. Tako ekvilibrisane IPG trake su postavljene
na 12% poliakrilamidne gelove, a razdvajanje proteina u drugoj dimenziji je obavljeno
na sistemu Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis. Po zavrSenom razdvajanju
proteina u drugoj dimenziji, uraden je transfer proteina sa gelova na PVDF membrane i
imunoblot analiza po istom postupku kao sto je opisano u odeljku 3.7. Za imunoblot

analizu su koriS¢ena anti-eEF1A primarna antitela i njima odgovaraju¢a sekundarna
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antitela. pl vrednosti proteinskih tacaka koje su se pojavile nakon detekcije metodom
pojacane hemiluminiscencije su izraunate prema instrukcijama proizvodaca (Ready
Strip IPG Strip Instruction Manual, Bio-Rad Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija)

uzimajuci u obzir imobilizovani nelinearni gradijent pH 3-10.

3.9. lzolacija genomske DNK iz biljaka krompira

Genomska DNK je izolovana iz kulture izdanaka Sest sorti krompira (Agria,
Bellarosa, Carrera, Désirée, Jelly i Marabel) prema metodi Murray i Thompson (1980).
Odmereno je od 500-1000 mg biljnog materijala koje je, pomoc¢u tecnog azota,
mehanic¢ki usitnjeno do praha u porculanskim avanima koji su prethodno sterilisani i
rashladeni. Prah je potom prebacen u sterilne polipropilenske tube od 50 ml (Sarstedt,
Nimbreht, Nemacka) i ostavljen u zamrzivacu na -20 °C do potpunog isparavanja
tecnog azota. U tube je potom dodato 7.5 ml/g ekstrakcionog pufera [2% (w/v) CTAB,
20 mM NaEDTA (pH 8), 100 mM Tris-HCI (pH 8), 1,4 M NaCl, 1% (w/v)
polivinilpirolidon (PVP-40) sa 0,5% (v/v) B-merkaptoetanola] koji je prethodno
zagrejan na 60 °C. Sadrzaj je izmeSan okretanjem tuba i inkubiran 30 min na 60 °C.
Nakon hladenja na sobnoj temperaturi u svaku tubu je dodata jednaka zapremina
Sevagovog reagensa (hloroform:izoamilalkohola, 24:1 v/v) koja odgovara zapremini
smese u tubi, a potom je sve izmeSano okretanjem tuba i centrifugirano 10 min, 3500
rpm na sobnoj temperaturi. Vodena faza je prebacena u nove polipropilenske tube, a
ekstrakcija Sevagovim reagensom i centrifugiranje jo§ jednom ponovljeno. VVodena faza
je potom prebacena u nove polipropilenske tube i dodato joj pola zapremine 4 M NaCl,
nakon Cega je sve pomesano okretanjem tuba i zatim je dodata ista zapremina hladnog
izopropanola; smesa je inkubirana 30 min na sobnoj temperaturi i 30 min na +4 °C.
Sadrzaj je nakon zavrSene inkubacije centrifugiran 10 min na 2000 rpm na sobnoj
temperaturi. Supernatant je odstranjen, a pelet je ispran dodavanjem 5 ml hladnog 70 %
etanola. Nakon centrifugiranja (10 min, 2000 rpm na sobnoj temperaturi), etanol je
pazljivo odliven, a talog osusen u laminaru preko no¢i. Talog je slede¢eg dana
resuspendovan dodavanjem 1 ml TE pufera [10 mM Tris-HCI (pH 8) i 1mM EDTA (pH
8)] i tretiran sa RNazom A [(10 mg/ml)/g tkiva], a nakon toga i inkubiran 60 min na 37
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°C. Nakon ovog koraka, ekstrakcija Sevagovim reagensom je jo$ jednom ponovljena,
smesa je centrifugirana 10 min, 12000 rpm, +4 °C, a vodena faza je prebacena u sterile
mikrotube (Eppendorg, Hamburg, Nemacka). Uzorci izolovane genomske DNK su

¢uvani na +4 °C do trenutka korisc¢enja.

3.9.1. Kvantifikacija i provera kvaliteta izolovane DNK

Koncentracija izolovane DNK odredena je spektrofotometrijski na Agilent 8453

UV-visible prema apsorbanci na talasnoj duzini od 260 nm (Azg), & prema formuli:
[ukupna DNK] (ug/il) = Azeo X 50 pg/pl x faktor razblazenje / 1000
gde 50 ug/ul predstavlja koncentraciju dvolanc¢ane DNK pri Aggo = 1.

Takode je izmerena i apsorbanca na talasnim duzinama od 230 nm (Agzzo) i 280
nm (Azgo). Odnos Azso/ Azzo pokazuje nivo kontaminacije polisaharidima. Prihvatljive su
bile one vrednosti koje su se kretale u granicama od 2,2-2,5. Odnos Azso/Azg0 pokazuje
nivo kontaminacije proteinima, a prihvatljive su bile one vrednosti koje su se kretale u

granicama od 1,8-1,9.

Kvalitet izolovane DNK proveren je elektoforezom na 0,8% agaroznom gelu u
IXTBE (0,04 M Tris-borat i 0,001 M EDTA, pH 8) sa dodatkom 0,5 pg/ml etidijum-
bromida pri konstantnoj voltazi od 40 V, 2 h. Pre lodiranja je odredena zapremina
izolovane DNK (5 pg) pomesana sa rastvorom brom-fenol plavo boje [0,1% (w/v) boje,
50% (v/v) glicerol] (Sigma, Sent Luis, Misuri) koja je dodata u koli¢ini 10% od
zapremine uzoraka. Za procenu veli¢ine fragmenata koji daju signal, koris¢en je
ZipRuler 2 (Fermentas, Voltam, Masacusets). Gelovi su nakon elektroforeze
vizualizovani pomocu transluminatora (UltraLum Inc, Gel Exlorer, Ekston,

Pensilvanija) radi procene i podesavanja koncentracije DNK.

3.9.2. Analiza genomske DNK - Southern blotting

Za Southern blot analizu, 30 pg genomske DNK izolovane iz odabranih sorti

krompira je digerirano sa restrikcionom FastDigest Hindlll endonukleazom (Thermo
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Fisher Scientific, Voltam, Masacusets). Po inkubiranju 15 min na ledu sa 0,6 volumena
5 M sterilnog amonijum-acetata (NHz-Ac) i 2 volumena (na zbir volumena DNK i NH-
Ac) 100% etanol koji je prethodno rashladen na -20 °C, digerirana DNK je precipitirana
centrifugiranjem na 12000xg (5 min, +4 °C). Supernatan je odbacen, a pelet je ispran sa
70% hladnim etanolom i ponovo centrifugiran. Pelet je osuSen na struji vazduha i
rastvoren u 26 pul TE pufera. Ovako rastvorena digerirana DNK je pomesana sa 4 ul
rastvora brom-fenol plavo boje [0,1% (w/v) boje, 50% (v/v) glicerol] i kratko zagrejana
na 55 °C radi raskidanja vodoni¢ne veze izmedu fragmenata DNK. Uzorci su ohladeni
na led, kratko centrifugiran, naneti na 1% (w/v) agarozni gel i razdvojeni
elektroforezom (16 h, 28 V). Pored uzoraka, na gel su naneti i ZipRuler 1+2
(Fermentas, Voltam, Masacusets) i Molecular Weight marker Il (Roche, Manhajm,
Nemacka). Elektroforeza je vrSena na aparatu za horizontalnu forezu BlueMarine 200

(Serva Electrophoresis, Hajdelberg, Nemacka).

Nakon zavrSene elektroforeze, gel je obojen u vodenom rastvoru etidijum-
bromida (Et-Br) (1 pg/ml) i slikan na transluminatoru radi provere kvaliteta digerirane
DNK. Nakon slikanja, gel je ispran sa 200 ml sterilne vode, a potom inkubiran 10 min u
rastvoru za depurinizaciju (0,2 N HCI) na sobnoj temperaturi na Sejkeru. Gel je ispran
ponovo sa sterilnom vodom i inkubiran u rastvoru za denaturaciju (0,5 M NaOH, 1,5 M
NaCl) 2x15 min na sobnoj temperaturi na Sejkeru. Gel je ispran sa sterilnom vodom i
zatim inkubiran 2x20 min u rastvoru za neutralizaciju (0,5 M Tris-HCI, pH 7,5, 1,5 M
NaCl) na sobnoj temperaturi na Sejkeru. Ekvilibracija gela je potomo uradena u 20x
SSC (3 M NacCl, 0,3 M Na-citrat, pH 7) tokom 30 min inkubacije. Nakon ekvilibracije
gela, DNK je kapilarnim transferom u trajanju od 24 h, prebaena na pozitivno
naelektrisanu membranu (Roche, Manhajm, Nemacka). DNK je fiksirana za membranu

inkubacijom na 120 °C, 30 min u termostatu.

Proba StEF-1a duzine 412 bp je dizajnirana na osnovu sekvence krompira sorte
Désirée (GenBank pristupni broj AJ536671.1). Proba je obelezena sa digoksigeninom
(DIG)-dUTP PCR-om (PCR DIG Probe Synthesis Kit, Roche, Manhajm, Nemacka)
koris¢enjem DNK izolovane iz sorte Deésirée kao templet za amplifikaciju i prajmera
,,forward* 5’-GCCTGGTATGGTTGTGACCT-3’ i ,,reverse® 5’-
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CATGGGCTTGGTGGGAATCA-3’. Za PCR obelezavanje probe je koris¢en enzim
AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornija) umesto enzima iz kita.
Sastav PCR reakcije je prikazan u Tabeli. 2.

Tabela. 2 Komponente reakcione smese za obelezavanje probe PCR-om.

Komponente reakcione smese za PCR pl
DNK (250 ng/ul) 2,3
10x PCR pufer 7
Prajmer F (2 pM) 7
Prajmer R (2 uM) 7
Taq DNK polimeraza (5 U/ul) 15
dNTP (2mM) 7
ddH,0 38,2
Ukupno 70

Uslovi PCR-a za obelezavanje probe su bili sledeci:

e inicijalna denaturacija (5 min, 95 °C),

e denaturacija 36 ciklusa (1 min, 94 °C),

e vezivanje prajmera 36 ciklusa (1 min, 60 °C),
¢ elongacija 36 ciklusa (1 min, 72 °C),

e finalna elongacija (5 min, 72 °C),

e na kraju hladenje do +4 °C.

Hibridizacija je uradena u puferu DIG Easy Hyb (Roche, Manhajm, Nemacka)
na temperaturi od 48 °C, 16 h. Membrana je potom ispirana 2x5 min u svakom od
sledecih pufera: 2x SSC + 0,1% SDS i 1x SSC + 0,1% SDS na 48 °C i 0,5x SSC + 0,1%
SDS i 0,1x SSC + 0,1% SDS na 68 °C. Hibridi su detektovani na osnovu interakcije
specifi¢nih anti-DIG antitela (Roche, Manhajm, Nemacka), a vizuelizacija je postignuta
sa hemiluminiscentnim supstratom CDP-Star (Roche, Manhajm, Nemacka) i signali su

zabeleZeni na X-filmu (Kodak, Rocester, Njujork).
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Broj gen-kodiraju¢ih sekvenci za eEF1A je utvrden pretragom genomske baze
EnsembPlants (http://plants.ensembl.org) kod S. tuberosum grupe phureja duplog

monoploidnog klona DM1-3516R44. Podaci su dobijeni i deponovani od strane The
Potato Genome Sequencing Consortium (2011). EnsemblPlants pristupni brojevi gena
koris¢enih u ovoj tezi su: eEF1A-1 (PGSC0003DMG400023270), eEF1A-I1I
(PGSC0003DMG400023272), eEF1A-IlIl (PGSC0003DMG400020775), eEF1A-IV
(PGSC0003DMG400020772), eEF1A-V (PGSC0003DMG400008117), eEF1A-VI
(PGSC0003DMG400019677), eEF1A-VIlI (PGSC0003DMG400037830), eEF1A-VIII
(PGSC0003DMG400005728), eEF1A-1X (PGSC0003DMG400016556). Za utvrdivanje
identi¢nosti sekvence probe StEF-lo (412 bp) sa preuzetim eEF1A sekvencama

koris¢en je NCBI BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Takode je utvrdeno

i da nema restrikcionih mesta u okviru homolognog regiona StEF-1a probe i bilo koje
od DM1-3516R44 genskih eEF1A sekvenci koje prepoznaje HindllI.

3.10. Izolacija ukupnih RNK iz listova i minikrtola krompira gajenih ex vitro

Izolacija totalne RNK iz minikrtola krompira veli¢ine 10-15 mm sorti Désirée i
Festival (ex vitro gajene biljke - tretmani opisani u sekciji 3.4), je uradena prema metodi
Destefano-Beltran i sar. (2006) koriS¢enjem natrijum-sulfita ili koris¢enjem trizola
prema metodi Chomczynski i Sacchi (1987), dok je izolacija iz listova krompira sorte
Désirée uradena koriS¢enjem trizola takode prema metodi Chomczynski i Sacchi
(1987).

Za izolaciju totalne RNK trizolom iz listova krompira sorte Désirée i minikrtola
sorti Désirée i Festival, odmereno je po 350 mg listova i 500 mg minikrtola koji su bili
Cuvani na -70 °C. Odmereni biljni materijal je mehanicki usitnjen u te¢nom azotu u
porculanskim avanima koji su prethodno sterilisani i rashladeni. Usitnjenom materijalu
je dodat 1 ml rashladenog trizola (Invitrogen TRIzol Reagent, Thermo Fischer
Scientific, Voltam, Masacusets) na 100 mg biljnog tkiva. Nakon otapanja, homogenat je
prebacen u sterilne ,,RNase-free* mikrotube (Eppendorf, Hamburg, Nemacka) i
inkubiran 5 min na sobnoj temperaturi radi potpune disocijacije nukleoproteinskih
kompleksa. Homogenatu je dodato 200 ul smeSe rastvora hloroform-izoamil alkohol
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(24:1, viv), pa je inkubiran 3 min na sobnoj temperaturi. Radi razdvajanja faza, uzorci
su centrifugirani 10 min, 12000xg, +4 °C. Vodena faza u kojoj je rastvorena RNK, je
prebacena u nove sterilne mikrotube i odmah potom je dodat izopropanol (250 ul/1 ml
upotrebljenog Trizola) i 250 pl rastvora za precipitaciju RNK (0,4 M NaCl, 0,8 M
natrijum-citrat, 0,8 M HCI u dietilpirokarbonatom (DEPC) tretiranoj vodi). Uzorci su
inkubirani pola sata na -20 °C, a potom centrifugirani 10 min, 12000 g, +4 °C. Nakon
centrifugiranja, supernatant je odbacen, a na dnu mikrotube je ostala izolovana RNK u
vidu precipitata bele boje slicne gelu. Sledeci korak je bio ispiranje RNK peleta sa 1 ml
75% etanola i potom centrifugiranje 10 min, 7500xg, +4 °C. Supernatant je odbacen, a
mikrotube u kojima je ostao pelet na dnu su ostavljene otvorene da se suSe na struji
vazduhu, ali ne potpuno. Za rastvaranje RNK, kori$¢ena je voda koja je tretirana DEPC-

om, a tako rastvorena RNK je odloZena na -70 °C do daljeg koris¢enja.

Za izolaciju totalne RNK natrijum-sulfitom iz minikrtola, kori$¢eno je od 350-
650 mg minikrtola sorte Désirée koje su bile ¢uvane na -70 °C. Biljni materijal je
mehanicki usitnjen u te¢nom azotu u porculanskim avanima koji su prethodno sterilisani
i rashladeni. U usitnjeni materijal dodat je izolacioni pufer [50% (v/v) smese 0,1 M
Tris-HCI pH 7,4 sa 1% (w/v) natrijum-sulfita i 50% (v/v) fenola zasi¢enog vodom]. Po
topljenju, homogenat je prebacen u sterilne ,,RNase-free* mikrotube i centrifugiran 10
min, 14000xg. Vodena faza je prebacena u nove sterilne mikrotube i odmah potom je
dodata ista zapremina kiselog fenola:hloroforma (5:1, v/v). Uzorci su centrifugirani 20
min, 14000xg, a supernatant je prebacen u nove sterilne mikrotube. Za precipitaciju
RNK, dodavana je jednaka zapremina izopropanola i 0,1 zapremina 3 M Na-acetata (pH
5,2) i inkubacija preko no¢i na -20 °C. Uzorci su potom centrifugirani 10 min, 14000xg,
+4 °C. Po uklanjanju supernatanta, RNK pelet je ispiran sa 1 ml 75% etanola i
centrifugiran 10 min, 7500xg, +4 °C. Supernatant je ponovo odbacen, a mikrotube u
kojima je ostao pelet na dnu su ostavljene otvorene da se suSe na struji vazduha, ali ne
potpuno. Za rastvaranje RNK, koris¢ena je voda koja je tretirana DEPC-om, a tako

rastvorena RNK je odlozena na -70 °C do daljeg koriséenja.
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3.10.1. Kvantifikacija i provera kvaliteta izolovane RNK

Odredivanje koncentracije RNK je uradeno na aparatu NanoPhotometer N60
(Implen, Minhen, Nemacka), na talasnim duzinama od 260 nm (totalni sadrZaj
nukleinskih kiselina) i 280 nm (sadrzaj proteina). Kvalitet RNK je odreden na osnovu
odnosa apsorbanci uzoraka 260/280 nm, pri ¢emu su bile prihvatljive vrednosti od 1,8-
2,1. Nakon kvantifikacije, kvalitet izolovanih RNK je bio proveren i elektroforetski.
Ukupna izolovana RNK je razdvojena elektroforetski na 1,5% agaroznom gelu u 1x
TBE (0,04 M Tris-borat i 0,001 M EDTA, pH 8) sa dodatkom 0,5 pg/ml etidijum-
bromida pri konstantnoj voltazi od 100 V, 1 h. Pre nanoSenja na gel, 1 pg izolovane
RNK je pomesan sa gel ,,loading* puferom tipa 11l 6x [0,25% (w/v) bromfenol plavo,
30% (v/v) glicerol]. Elektroforeza je vrSena na aparatu za horizontalnu forezu
BlueMarine 100 (Serva Electrophoresis, Hajdelberg, Nemacka), a gelovi su nakon

foreze fotografisani na transluminatoru.

3.10.2. Tretman deoksiribonukleazom

Uklanjanje genomske DNK iz uzoraka nakon izolacije RNK je vr§eno pomocu
enzima DNKaze | (Fermentas, Voltam, Masac¢usets). Komponente reakcione smese su
prikazane u Tabeli. 3. Reakcione smeSe su inkubirane 30 min na 37 °C. Enzim je potom
inhibiran dodavanjem 1 pl 25 mM EDTA uz inkubiranje na 65 °C 10 min. Tretman
DNKaze-om je raden u PCR masini 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster
Siti, Kalifornija).

Tabela. 3 Komponente pojedinaéne reakcione smese za tretman DNKaze-om.

Tretman DNKaze-om pl
RNK uzorak (1 pg) 7,75
10 x reakcioni pufer MgCl; 1
DNKaza I (1 U/ul) 1
Inhibitor RNKaze RiboLock RI (40 U/ul) | 0,25
Ukupno 10
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3.10.3. Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija je uradena koris¢enjem Revert Aid First Strand cDNA
Synthesis Kit-a (Fermentas, VVoltam, Masacusets). Jedna reakcija za 1 pg totalne RNK
je sadrzala komponente prikazane u Tabeli. 4. SmeSa je prvo inkubirana na sobnoj
temperaturi, 5 min. Uslovi reakcije u PCR masini su bili 42 °C 60 min, a potom 5 min

na 70 °C. Reverzna transkripcija je uradena na aparatu 2720 Thermal Cycler.

Tabela 4. Komponente pojedinacne reakcione smese za RT-PCR.

Komponente reakcione smese za RT-PCR | pl
RNK iz prethodnog koraka (1 pg) 11

Random heksameri-prajmeri (15-20 pmol)

1

5 x reakcioni pufer 4
RNKaze inhibitor (20 U/ul) 1
2

1

dNTP miks (10 mM)
Reverzna transkriptaza (200 U/ul)
Ukupno 20

3.10.4. PCR amplifikacija

Dobijena cDNK (50 ng/ul) je umnozavana PCR-om pomoc¢u eEF1A specifi¢nih
prajmera za odredene trankripte eEF1A gena prikazanih u Tabeli 5.

Tabela 5. Sekvence prajmera za amplifikaciju eEF1A transkripta. f-forward; r-reverse.

Naziv Pristupni broj | Sorta/ Duzina | Sekvenca prajmera (5° — 3’)
transkrip. klon transk.
krompira | (bp)

PGSCO003DMT FGTATAATGCAGTTTCTTAGTCTCTC
eEFIA-1 | 400059830 DML-3 ~ | 1676
(Esombiplants) | 516 R44 r CAATGGTGATACCACGCTCA

eEF1A-2 PGSC0003DMT | DM1-3 1602 fTTGACAAGAAGGACCCA

?Igr?ges r?lf)lsgl ants) S16R44 r ATCAAGCAACTTGGACAGGA
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Nastavak Tabele 5.

PGSC0003DMT
400053553 1656
werias | (EnsemblPlants) [DM 13 fFAAGTGTGCTATCAAGACTCTGT
PGSC0003DMT | 516 R44 r ATATCCTGAGGCACCTGGAA
400053554 1649
(EnsemblPlants)
PGSC0003DMT
] GTTGACAAGAAGGACCCA
eEF1A-4 | 400053547 DML3 |00y |/
(EnsemblPlants) 516 R44 r GCCCATCAAGTAATTTGGTCA
PGSC0003DMT
400020968 1704
serias | (EnsemblPlants) | DM1-3 fCCCTACTGGTGCCAAAGTC
PGSC0003DMT | 916 R44 r CTTCTGGAGCCGTGTCTAT
400020969 1696
(EnsemblPlants)
PGSC0003DMT
400050663 1726
weriag | (EnsembiPlants) |DM 13 fFAACCTAAGAGGCCCTCGG
PGSC0003DMT | 516 R44 r GATGACCTGAGCGGTGAAG
400050664 1707
(EnsemblPlants)
ATCACTTTTGCTGTAATTCCCT
eEF1A-7 A353667i'1 Désirée | 1753 /
(GenBank) r AGATCAAGTGACCAGTTGTG
EFiAg | DQ222490.1 Elé:]as 1723 f GTTGACAAGAAGGACCCA
(GenBank) 098G02 r CCACCATGGAAAACAAACCA
CEF1A. DQ228328.1 Eg:}as 1708 fGTTGACAAGAAGGACCCA
(GenBank) 135G05 r TTTGGTTCTCAATTACTCCAC
Kuras GTTGACAAGAAGGACCCA
eEF1A-10 | DQ268854.1 | /" e
(GenBank) r GACAAAACTATAGCAGAAGTAAA
171A01
Kuras CCCTACTGGTGCCAAAGTC
eEFIA-LL ?G%igaii%'l Klon 1621 fCTTCTGGAGCCGCGTCTAT
135G03 r
Kuras fGTTGACAAGAAGGACCCA
cEE1A-12 | DQ228347.1 klon 1601
(GenBank) 149A09 r GGAGTCTGAGATGAGCACAC
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Sve PCR reakcije ukupne zapremine 20 ul su postavljene prema protokolu za
Allin Red Taq Mastermix, 2x (highQu, Krajhtal, Nemacka). Sastav reakcione smese je

prikazan u Tabeli 6.

Tabela 6. Sastav reakcione smese pojedinacne PCR reakcije.

Komponente pl
cDNK iz prethodnog koraka (50 ng) 0,5
Prajmer F+R (7,5 uM) 1

Allin Red Taq Mastermix, 2x 10
PCR voda 8,5
Ukupno 20

Za PCR amplifikaciju je koris¢en aparat 2720 Thermal Cycler. Veli¢ina
amplikona je proverena nakon elektroforeze. Elektroforeza je vrSena na aparatu za
horizontalnu forezu (CompactL/XL Biometra, Getingen, Nemacka). Kako Mastermix
ve¢ u sebi sadrzi boju, uzorci su odmah lodirani u bunari¢e na agaroznom gelu po
zavrSetku PCR-a, a uslovi za elektroforezu i vizuelizacija su bili identi¢ni kao i radi
provere kvaliteta izolovane RNK. Za utvrdivanje veli¢ine fragmenata kori§¢en je DNK
markeri O’GeneRuler 100bp Plus DNA Ladder (Fermentas, Voltam, Masacusets).
Gelovi su nakon foreze fotografisani na transluminatoru. Duzina svakog fragmenta
odredena je softverskim programom ImageJ (v 5.2.5 National Institutes of Health,
Betesda, Merilend).

Uslovi amplifikacije su bili slede¢i:

¢ inicijalna denaturacija (10 min, 95 °C),

e denaturacija 40 ciklusa (30 s, 95 °C),

e vezivanje prajmera 40 ciklusa (30 s, 56 °C),
¢ elongacija 40 ciklusa (30 s, 72 °C),

o finalna elongacija (10 min, 72 °C),

e na kraju hladenje do +4 °C.
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3.11. Odredivanje nivoa ekspresije gena metodom kvantitativnhog PCR-a (QPCR)

3.11.1. Pripremanje standarda za apsolutnu kvantifikaciju preciS¢avanjem PCR

produkata sa gela

Standardi za qPCR su pripremljeni preciS¢avanjem razdvojenih PCR produkata
nakon agarozne gel elektroforeze. Ekstrakcija sa gela i precis¢avanje PCR produkata je
uradeno koris¢enjem GeneJET Gel Extraction kit (Fermentas, Voltam, Masacusets)
prema uputstvu proizvodaca. Trake na gelu su vizualizovane pod UV svetlom, isecene
sterilnim skalpelom i prebacene u sterilne mikrotube od 1,5 ml nakon Cega je dodata
odredena zapremina vezivnog pufera (eng. Binding buffer) koja odgovara izmerenoj
masi iseCene trake. Uzorci su inkubirani u vodenom kupatilu na 60 °C do rastvaranja
gela. Nakon sto se gel rastvorio, dodat je 100% izopropanol u odnosu 1:2 (v/v) i uzorci
su vorteksovani 5 s, a zatim naneti na kolone za precis¢avanje (eng. Purification
column) i centrifugirani 60 s na 10000xg. Filtrat je odbacen, a na vrh kolone je dodato
po 700 pl pufera za ispiranje (eng. Wash buffer) i centrifugirano je potom 60 s na
10000xg. Filtrat je odbacen, a kolone su jo§ jednom centrifugirane u trajanju od 60 s na
10000xg. PCR fragmenti su eluirani sa kolone dodatkom 50 pl elucionog pufera (eng.
Elution buffer) i centrifugiranjem 60 s na 10000xg. Spektrofotometrijski je odredena

koncentracija pre¢is¢enih PCR produkata.

3.11.2. Kvantitativni PCR

Nivo ekspresije analiziranih gena je odreden metodom Kvantitativnog PCR-a
(QPCR), koris¢enjem 5x QPCR Mix EvaGreen (No ROX) (Bio & Sell, Fojht,
Nemacka). BIO&SELL-ov 5x QPCR Mix EvaGreen predstavlja smeSu Taq-DNK
polimeraza, dNTP-ova i EvaGreen boje, bez dodatka referentne boje ROX, u
odgovaraju¢em puferu. Dobijena ¢cDNK nakon reverzne transkripcije je koriS¢ena U

gPCR reakciji, a sastav reakcione smese je prikazan u Tabeli 7.
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Tabela 7. Sastav reakcione smese pojedinacne qPCR reakcije.

Komponenta pl
cDNK (100 ng) 1
Prajmer F+R (7,5 uM) 0,4
5x QPCR Mix EvaGreen 2
PCR voda 6,6
Ukupno 10

Prajmeri kori$¢eni u qPCR reakcijama su prikazani u Tabeli 5., a radi provere
ujednacene koli¢ine ukupne ¢cDNK u svim uzorcima, paralelno sa amplifikacijom
eEF1A genskih transkripta, amplifikovana je i 18S rRNK referentnog gena (GenBank
pristupni broj X67238.1). Prajmeri koji su koris¢eni za amplifikaciju 18S rRNK su
,,forward* 5’-TGACGGAGAATTAGGGTTCG-3’ i ,reverse® 5’-
CAATGGATCCTCGTTAAGGG -3°.

Sve qPCR reakcije su se odvijale po slede¢em postupku:

¢ inicijalna denaturacija (10 min, 95 °C),

e denaturacija 40 ciklusa (30 s, 95 °C),

e vezivanje prajmera 40 ciklusa (30 s, 56 °C),
¢ elongacija 40 ciklusa (30 s, 72 °C),

e analiza krive topljenja.

Sve gPCR reakcije su uradene u tri tehnicka ponavljanja na sistemu QuantStudio
3 Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets). Inkubacije su
pracene analizom topljenja produkata amplifikacije kako bi se utvrdila specificnost
prajmera. Standardi za apsolutnu kvantifikaciju su pripremljeni serijskim
razblazivanjem pre¢iiéenih PCR produkata u rasponu od 10°-10% kopija dsDNK/pl.
Dobijeni rezultati su analizirani softverskim programom QuantStudio Design&Analysis

(Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets).
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3.12. Statisti¢ka analiza rezultata

Za statisticku obradu podataka koriS¢en je racunarski program IBM SPSS
Statistics for Macintosh v. 25 (International Business Machines Corporation, Armank,
Njujork), a podaci su izraZeni kao srednje vrednosti + standardna greska (eng. Standard
error, SE). Dvofaktorijalna analiza varijanse (Two-way ANOVA) je koris¢ena za
testiranje faktora temperaturnog tretmana i sorti krompira, kao i interakcija izmedu ova
dva faktora na nivou znacajnosti p<0,05, a potom post hoc Fishers’s LSD test radi
poredenja grupa, kao i Newman-Keul’s test za utvrdivanje homogenih grupa na nivou
znacajnosti p<0,05. Za odredivanje statisticki znacajne razlike izmedu srednjih
vrednosti u okviru pojedinih temperaturnih tretmana, gde nije bilo znacajne interakcije
faktora sorta i temperaturni tretman, koriS¢ena je jednofaktorijalna analiza varijanse
(One-way ANOVA), a potom post-hoc Newman-Keul’s test za utvrdivanje homogenih
grupa na nivou znacajnosti p<0,05. Izracunat je Pearson’s koeficijent korelacije izmedu
srednjih vrednosti zastupljenosti eEF1A u uslovima visoke temperature tokom dve
uzastopne godine i visine primarnih izdanaka, nadzemne biomase, broja i mase krtola i
prinosa po plotu kod Sest ispitanih sorti krompira; statisticka znacajnost je utvrdena na

nivou p<0,05.

Finalna graficka obrada podataka izvrSena je koriS¢enjem racunarskog programa
Microsoft Office Excell for Macintosh, v. 16.13 (Microsoft Corporation, Redmond,

Vasington).
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4. Rezultati
4.1. Ekspresija eEF1A kod razli¢itih vrsta monokotiledonih i dikotiledonih biljaka

Ekspresija eEF1A proteina je prvo analizirana kod razli¢itih vrsta
monokotiledonih (pSenica, kukuruz i luk) i dikotiledonih (uro¢njak, paradajz, krompir,
cvekla) biljaka gajenih ex vitro. Nakon 25 dana od pojave prvih listova, biljke su bile
izlozene Kratkotrajnom toplotnom stresu (postepen porast temperature od 23-40 °C prva
dva sata, 40 °C tokom 6 h) ili su i dalje gajene na temperaturi od 23 °C. Za analizu su
koris¢eni prvi potpuno razvijeni listovi (Cetvrti list od vrha izdanka) uzetih sa pet
biljaka, izuzev kod uro¢njaka gde su uzimani listovi sa 10 biljaka. Imunoblot analiza
zastupljenosti eEF1A u listovima biljaka je pokazala da se zastupljenost ovog proteina u
uslovima toplotnog stresa kod psenice i kukuruza povecéala 1,2 puta, a 1,5 puta kod
cvekle u odnosu na kontrolu (Slika 9.). Najvece povecanje zastupljenosti eEF1A u
uslovima toplotnog stresa u odnosu na kontrolu, od 3,4 puta, je detektovano u listovima

biljaka krompira.

MONOKOTILE DIKOTILE

PS KU PR UR PA KR Cv

K TS K TS K TS KTS K TS K TS K TS

600

500 A

400 H

300 A

200 A

100 A

Relativna zastupljenost eEF1A

78 TKU PR UR PA KR  CV
Slika 9. Imunoblot analiza ekspresije eEF1A kod razli¢itih vrsta monokotiledonih i
dikotiledonih biljaka gajenih ex vitro. K - kontrolna temperatura (23 °C); TS - toplotni
stres (40 °C, 6 h); PS - psenica; KU - kukuruz, PR - paziluk; UR - uro¢njak; PA -
paradajz; KR — krompir; CV - cvekla.
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4.2. Uticaj temperature na prezivljavanje eksplantata i rastenje izdanaka

krompira gajenih pod tuber-indukujué¢im uslovima in vitro

Polazno ispitivanje uticaja temperature na prezivljavanje eksplantata i rastenje
izdanaka krompira in vitro uradeno je kod Sest sorti krompira (Liseta, Agria, Festival,
Désirée, Cleopatra i Arnova) kori§¢enjem dva temperaturna tretmana, 21 °C i 29 °C.
Eksplantati su gajeni u uslovima koji favorizuju tuberizaciju (stalni mrak i 8% saharoze

u osnovnom MS medijumu).

Nakon 30 dana gajenja eksplantata je utvrdeno da temperatura od 29 °C
znaajno uti¢e na broj prezivelih eksplantata kod ispitanih sorti krompira
[F(1,12)=7,616, p=0,017] (Slika 10.). Medutim, znacajno veci efekat na prezivljavanje
eksplantata imao je faktor sorta krompira [F(5,12)=16.244, p<0,001]. Sorta Agria je
imala najmanji procenat prezivelih eksplantata u odnosu na ostale sorte krompira na oba
temperaturna tretmana. Interakcija faktora sorta i temperaturni tretman nije bila
statisticki znacajna [F(5,12)=1,912, p=0,166].

120

H21°C W 29°C
100 -

80 -

60 -

40 A

Preziveli eksplantati (%)

20 +

Liseta Agria Festival Désirée Cleopatra Arnova

Slika 10. Uticaj temperature na prezivljavanje eksplantata kod razlicitih sorti krompira.
Procenat prezivelih eksplantata je prikazano kao srednja vrednost = SE. Vrednosti
oznacene razliCitim velikim slovima se statisticki razlikuju u okviru tretmana
temperaturom od 21 °C, a malim slovima u okviru tretmana temperaturom od 29 °C, na
nivou znacajnosti p<0,05 Sto je ustanovljeno post hoc Newman-Keul’s testom.
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Temperatura od 29 °C je uticala i na rastenje izdanaka kod pojedinih sorti
krompira [F(1,12)=159,345, p<0,001] (Slika 11.). Tako je znaCajan uticaj visoke
temperature na izduZivanje izdanaka zabelezen kod sorti Agria, Désirée i Arnova, dok
kod ostalih ispitanih sorti, takav uticaj nije bio znaajan. Ustanovljena je znacajna
interakcija faktora sorta i temperaturni tretman [F(5,12)=9,296, p=0,001]. Najvece
izduzivanje izdanaka pod uticajem visoke temperature je zabelezeno kod sorte Arnova
kod koje je doslo do izduZivanja izdanaka za 3,8 puta u odnosu na temperaturu od 21
°C, potom je sledila sorta Désirée kod koje su izdanci bili duzi duzi za 2,7 puta, a
najmanje izduzivanje izdanka pod uticajem visoke temperature od 1,6 puta u odnosu na
temperaturu od 21 °C, je zabeleZzeno kod sorte Agria. Slican znacaj na izduzivanje
izdanaka imala je i sorta krompira [F(5,12)=42,649, p<0,001]. U proseku najduze
izdanke je formirala sorta Festival u poredenju sa ostalim sortama, potom su sledile
sorte Agria i Liseta sa neSto umereno kra¢im izdancima, dok su najkrace izdanke

obrazovale sorte Désirée, Cleopatra i Arnova.
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Liseta Agria Festival Désirée Cleopatra Arnova

Slika 11. Uticaj temperature na rastenje izdanaka kod razli¢itih sorti krompira. Duzina
izdanaka je prikazana kao srednja vrednost + SE. Vrednosti oznacene razli¢itim slovima
se statisticki razlikuju na nivou znacajnosti p<0,05 §to je ustanovljeno post hoc
Newman-Keul’s testom.
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Ovi rezultati pokazuju da eksplantati razli¢itih sorti krompira prezivljavaju
tretman temperaturom od 29 °C, a kod pojedinih sorti krompira dolazi i do znacajnog
izduZivanje izdanaka u uslovima visoke temperature u poredenju sa temperaturom od 21
°C, te se moze zakljuciti da primenjena visoka temperatura kod ispitanih sorti krompira

nije letalna.

4.3. Uticaj temperature na inicijaciju mikrokrtola krompira gajenih pod tuber-

indukujuéim uslovima in vitro

Kako bi se ispitao uticaj temperature na formiranje mikrokrtola u kulturi in vitro,
ispitani su razli¢iti parametri koji reflektuju razli¢ite faze u procesu tuberizacije. Prvi
takav parametar je bio procenat eksplantata sa mikrokrtolama koji odrazava inicijaciju
tuberizacije. Nakon 30 dana gajenja eksplantata in vitro, u uslovima koji favorizuju
tuberizaciju (stalni mrak i 8% saharoza u osnovhom MS medijumu), na dva
temperaturna tretmana (21 °C i 29 °C), utvrdeno je da je visoka temperatura imala
znacajnog uticaja na inicijaciju mikrokrtola kod ispitanih sorti krompira u odnosu na
temperaturu od 21 °C [F(1,14)=72,272, p<0,01], ali i to da je postojala znacajna razlika
medu ispitanim sortama u procentu eksplantata sa mikrokrtolama [F(5,14)=33,819,
p<0,01], kao i znacajna interakcija faktora sorta i temperaturni tretman [F(5,14)=9,614,
p<0,01] (Slika 12.). Najveci uticaj visoke temperature na inicijaciju mikrokrtola je
zabeleZen kod sorti Liseta, Agria i Désirée, dok kod sorti Festival, Cleopatra i Arnova,
procenat eksplantata sa mikrokrtolama se zna€ajno nije razlikovao izmedu kontrolne i
visoke temperature. Najveée smanjenje procenta eksplantata sa mikrokrtolama od 59%
u uslovima visoke temperature u poredenju sa kontrolnom temperaturom je zabelezeno
kod sorte Desirée, dok kod sorte Agria takvo smanjenje iznosilo 51%, a kod sorte Liseta
44%. Sorte Agria i1 Liseta su u proseku imale najmanji procent eksplantata sa
mikrokrtolama u poredenju sa ostalim sortama, a najve¢i su imale sorte Cleopatra i

Arnova.
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Slika 12. Uticaj temperature na inicijaciju mikrokrtola kod razli¢itih sorti krompira.
Procenat eksplantata sa mikrokrtolama je prikazan kao srednja vrednost =+ SE. Vrednosti
oznacene razli¢itim slovima se statisticki razlikuju na nivou znacajnosti p<0,05 Sto je
ustanovljeno post hoc Newman-Keul’s testom.

Ovi rezultati pokazuju da se proces tuberizacije znacajno razlikuje medu sortama
krompira na oba temperaturna tretmana, kao i to da je kod nekih sorti proces
tuberizacije osetljiv na delovanje relativno visoke temperature od 29 °C, dok kod drugih
sorti, takav uticaj nije zabeleZen. Visoka temperatura najviSe remeti inicijaciju
mikrokrtola kod sorte Désirée, a potom i kod sorti Agria i Liseta, dok kod ostalih sorti,

nema uticaja na broj iniciranih mikrokrtola u poredenju sa temperaturom od 21 °C.

4.4. Uticaj visoke temperature na rastenje mikrokrtola kod odabranih sorti

krompira gajenih pod tuber-indukuju¢im uslovima in vitro

U cilju daljeg izu¢avanja procesa tuberizacije kod krompira, izmereni su slede¢i
parametri: dijametar, masa i prinos u masi mikrokrtola, koji se odnose na rastenje
mikrokrtola (Slika 13.). Odabrane su dve sorte krompira sa razli¢itim odgovorom na
delovanje visoke temperature od 29 °C u fazi inicijacije mikrokrtola. To su bile sorte
Désirée i Festival. Temperatura od 21 °C je dalje razmatrana kao kontrolna.
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Slika 13. Uticaj visoke temperature na rastenje mikrokrtola kod krompira. Prikazana je
masa (A), dijametar (B) i prinos mikrokrtola (C) kao srednje vrednosti + SE. Vrednosti
oznacene razli¢itim slovima se statisti¢ki razlikuju na nivou znacajnosti p<0,05 $to je
ustanovljeno post hoc Newman-Keul’s testom.

Nakon 30 dana gajenja, je ustanovljeno da je tretman od 29 °C znacajno vise
uticao na dijametar [F(1,6)=31,389, p=0,001] i prinos po bocici [F(1,6)=44,899,
p=0,001], a neSto manje na masu mikrokrtola [F(1,6)=29,378, p=0,002]. Takode je
utvrdeno, na nivou od p<0,05, da postoji statisticki znacajna interakcija faktora sorta 1

temperaturni tretman, kao i faktora sorta kod svih izmerenih parametara.

Kod sorte Désirée, dijametar formiranih mikrokrtola je bio znatno veci u
kontroli u poredenju sa tretmanom visokom temperaturom (Slika 13. A). Sa druge
strane, nije zabeleZzena znacajna razlika u dijametru mikrokrtola izmedu kontrole i
tretmana visokom temperaturom kod sorte Festival. Takode, prosefan dijametar

mikrokrtola kod sorte Désirée je bio znatno veéi u poredenju sa sortom Festival u
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kontroli, ali sa druge strane znatno manji u poredenju sa sortom Festival u uslovima

visoke temperature.

Sli¢an odgovor sorti je uocen i kada se radilo o masi mikrokrtola. Masa
mikrokrtola je bila znacajno veca u kontroli u poredenju sa tretmanom visokom
temperaturom kod sorte Désirée, dok takva razlika nije ustanovljena kod sorte Festival
(Slika 13. B). Kada se porede ove dve sorte, masa mikrokrtola je bila znatno veéa kod
sorte Désirée u odnosu na sortu Festival u kontrolnim uslovima. Medutim, masa
mikrokrtola kod sorte Désirée je bila znatno manja u poredenju sa masom mikrokrtola

kod sorte Festival tokom delovanja visoke temperature.

Prinos mikrokrtola po bocici je bio znacajno veci u kontroli nego u tretmanu
visokom temperaturom kod sorte Désirée (Slika 13. C). Sa druge strane, kod sorte
Festival se prinos po bocici nije znacajno razlikovao izmedu kontrolnog i tretmana
visokom temperaturom. Znacajno veci prinos mikrokrtola po bocici je zabelezen kod
sorte Désirée u odnosu na sortu Festival u kontrolnim uslovima. Sa druge strane, u
uslovima visoke temperature, sorta Désirée ima proseCan prinos mikrokrtola znatno

manji od sorte Festival.

Ovi rezultati pokazuju da su tokom procesa tuberizacije kod sorte Deésirée
dijametar, masa i prinos mikrokrtola podlozni uticaju visoke temperature, $to nije slucaj

kod sorte Festival.

4.5. Uticaj visoke temperature na dinamiku procesa tuberizacije in vitro kod

odabranih sorti krompira

Uticaj visoke temperature (29 °C) na dinamiku procesa tuberizacije je takode
ispitan kod sorti Désirée i Festival koje su gajene in vitro u uslovima koji favorizuju
tuberizaciju (stalni mrak i 8% saharoza u osnovhom MS medijumu). Osim na visokoj
temperaturi, jednonodalni odsecci stabla krompira su gajeni i na kontrolnoj temperaturi
(21 °C). Radi utvrdivanja dinamike formiranja mikrokrtola na jednonodalnim
odseccima stabla krompira, odredivan je broj mikrokrtola po teglici u intervalima od pet

dana tokom 30 dana gajenja in vitro na oba temperaturna tretmana (Slike 14. i 15.).
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Slika 14. Tuberizacija kod dve sorte krompira, Désirée (A) i Festival (B).

Kod sorte Désirée na temperaturi od 21 °C, favorizovano je formiranje
mikrokrtola u odnosu na rastenje i razvice izdanaka do 15 dana gajenja (Slika 14. A).
Kod druge sorte krompira, Festival, na istoj temperaturi, doslo je do formiranja nekoliko
mikrokrtola, a rastenje i razvic¢e izdanaka su zapoceli ve¢ desetog dana (Slika 14. B).
Izdanci su se Cesto razvijali na mikrokrtolama, $to je oznacavalo prekid dormancije

(Slika 14. A i B). Visoka temperatura od 29 °C favorizovala je rastenje i razviée
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izdanaka u odnosu na mikrokrtole kod sorte Désirée (Slika 14. A). Na temperaturi od

29 °C razvijeni izdanci su uoceni kod obe sorte krompira, ve¢ nakon petog dana gajenja.

Eksplanti obe sorte krompira razvili su mikrokrtole tokom prvih 5 dana gajenja,
na obe temperature, mada se odnos broja formiranih mikrokrtola izmedu dva
temperaturna tretmana razlikovao kod sorti (Slika 15.). Obe sorte krompira, Désirée i
Festival, dostigle su finalni broj mikrokrtola desetog dana gajenja i to na oba
temperaturna tretmana; broj mikrokrtola se dalje znacajno nije menjao. Kod sorte
Désirée, broj mikrokrtola je bio znatno veé¢i na kontrolnoj temperaturi (21 °C) nego na
visokoj temperaturi (29 °C). Sa druge strane, kod sorte Festival, broj mikrokrtola se nije
znatajno menjao izmedu dve temperature na svim vremenskim tackama. Broj
formiranih mikrokrtola kod sorte Festival je bio priblizno duplo ve¢i u poredenju sa
sortom Désirée tokom svih vremenskih ta¢aka na 29 °C, dok je pri temperaturi od 21 °C
sorta Désiree formirala mnogo vise mikrokrtola po teglici nego sorta Festival u veéini

vremenskih tacaka.
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Slika 15. Uticaj visoke temperature na dinamiku tuberizacije kod krompira u uslovima
in vitro. Na slici su predstavljene srednje vrednosti + SE. DE - Désirée i FE - Festival.
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4.5.1. Distribucija razli¢itih tipova mikrokrtola

Analizirana je distribucija razli¢itih tipova mikrokrtola formiranih in vitro kod
sorti Désirée i Festival na kontrolnoj temperaturi (21 °C) i visokoj temperaturi (29 °C) u
uslovima koji favorizuju tuberizaciju. Kod obe sorte krompira, Désirée i Festival, glavni
tip mikrokrtola koji se formirao je bio sesilni (Slike 14., 16. i 17.). Ovaj tip mikrokrtola
se formira uvecanjem subapikalnog regiona pazusnih pupoljaka bez prethodnog
obrazovanja stolona. Sesilne mikrokrtole koje su se direktno obrazovale iz pazus$nih
pupoljaka jednonodalnih odsecaka stabla su oznacene kao bazalne mikrokrtole (Slika
16. A). Sa druge strane, sesilne mikrokrtole, razvijene iz pazusnih pupoljaka izdanaka,
po njihovom formiranju, su oznacene kao medijalne (Slika 16. C). Mikrokrtole na
vr$nim delovima izdanaka, su oznaCene kao apikalne i one su ¢inile samo <6% od

ukupno formiranih mikrokrtola na oba temperaturna tretmana (Slike 16. D i 17.).

Slika 16. Mikrokrtole na jednonodalnim odse¢cima izdanaka sorte Désirée gajenih in
vitro. Obrazovana bazalna mikrokrtola (A), etiolirani izdanak na bazalnoj mikrokrtoli
(B), medijalna mikrokrtola (C) i mikrokrtole na apeksu stolonu-sli¢nim izdancima (D).
b - bazalna mikrokrtola; ei - etiolirani izdanak; m - medijalna mikrokrtola; ss - stolon-
slican izdanak; a - apikalna mikrokrtola. Bar linija =1 cm.
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Slika 17. Zastupljenost pojedinih tipova mikrokrtola kod sorti krompira Désirée i
Festival formiranih na temperaturama od 21 °C i 29 °C u tuber-indukujué¢im uslovima in

vitro.

4.6. Uticaj visoke temperature na zastupljenost eEF1A i HSP kod odabranih sorti

krompira

Ekspresija eEF1A je ispitivana imunoblot metodom na nivou proteina u

mikrokrtolama i izdancima sorti krompira Désirée i Festival gajenih pod tuber-

indukujuéim uslovima in vitro na dva temperaturna tretmana (21 °C, kontrola i 29 °C,

visoka temperatura) (Slika 18.).
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Slika 18. Uticaj temperature na relativnu zastupljenost eEF1A u izdancima (A) i
mikrokrtolama (B) kod krompira. DE - Désirée; FE - Festival.
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Rezultati imunoblot analize su pokazali da je visoka temperatura dovela do povecanja
akumulacije ovog proteina u izdancima kod ispitanih sorti krompira, odnosno 1,2 puta
veca koli¢ina je detektovana kod sorte Désirée 1 1,3 puta veca koli¢ina kod sorte
Festival na 29 °C uporedenju sa kontrolom. (Slika 18. A). Ova analiza je dalje pokazala
da je doslo 1 do povecanja zastupljenosti eEF1A u mikrokrtolama kod sorte krompira
Festival u uslovima visoke temperature u poredenju sa kontrolom, dok je sa druge
strane, kod sorte Désiree, visoka temperatura dovela do pada zastupljenosti eEF1A
(Slika 18. B). Takode, u mikrokrtolama sorte Festival je detektovano oko 2,2 puta vise
proteina eEF1A u poredenju sa zastupljenos$¢u ovog proteina u mikrokrtolama kod sorte

Désirée u uslovima visoke temperature.

Dalje je analizirana i ekspresija HSP17.6 i HSP101, poznatih zastitnih proteina
¢ija akumulacija u uslovima toplotnog stresa znacajno doprinosi termotoleranciji
biljaka. Imunoblot analiza ekspresije proteina HSP17.6, je pokazala da je visoka
temperatura dovela do povecanja akumulacije ovih proteina u izdancima i
mikrokrtolama kod ispitanih sorti krompira, dok na kontrolnoj temperaturni nije
detektovano prisustvo ovih proteina (Slika 19. A'i B).
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Slika 19. Uticaj temperature na relativnu zastupljenost HSP17.6 u izdancima (A) i
mikrokrtolama (B) kod krompira. DE - Désiree; FE - Festival.
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U uslovima visoke temperature, detektovana je 1,5 puta veca zastupljenost HSP17,6 u
izdancima kod sorte Festival u poredenju sa sortom Désirée, dok je u mikrokrtolama
sorte Désirée akumulirala tri puta viSe HSP17.6 u poredenju sa sortom Festival. Sa
druge strane, protein HSP101 je detektovan, kako u izdancima, tako i u mikrokrtolama
kod obe sorte krompira na oba temperaturna tretmana (Slika 20. A i B). U uslovima
visoke temperature, detektovano je 2,6 puta kod sorte Désirée i 2,3 puta kod sorte
Festival veca koli¢ina ovog proteina u izdancima u odnosu na kontrolu. U
mikrokrtolama tokom tretmana visokom temperaturom doslo je do akumulacije 3,6 puta
vece koli¢ine HSP101 kod sorte Désirée i 1,8 puta vece koli¢ine ovog proteina kod sorte

Festival u poredenju sa kontrolom.
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Slika 20. Uticaj temperature na relativhu zastupljenost HSP101 u izdancima (A) i
mikrokrtolama (B) kod krompira. DE - Désiree; FE - Festival.
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4.7. Uticaj visoke temperature na rastenje, tuberizaciju i ekspresiju eEF1A u

biljkama krompira gajenim ex vitro

4.7.1. 1D- i 2D-imunoblot analiza eEF1A u listovima sorte Désirée pri

kratkotrajnom toplotnom stresu

Kako je sorta Désirée najprasprostranjenija kultivisana sorta krompira, a ¢iji su
izdanci u uslovima toplotnog stresa pokazali akumulaciju eEF1A, uradena je detaljnija
analiza eEF1A u listovima biljaka koje su gajene u ex vitro uslovima. Biljke su rasle 30
dana u klimatizovanoj sobi na temperaturi od 23 °C, a onda su izloZene kratkotrajnom
toplotnom stresu (postepen porast temperature od 23-40 °C prva dva sata, 40 °C tokom
6 h) ili su dalje gajene na temperaturi od 23 °C. Za analizu su koriS¢eni listovi razlicitih
starosti: prvi list (najmladi), etvrti list (prvi potpuno razvijeni list) i osmi list (najstariji
list) od vrha izdanka, prikupljeni od pet biljaka.

1D-imunoblot analiza je pokazala da je protein eEF1A kod sorte Désirée

prisutan u listovima kao jedna proteinska traka, priblizne molekulske mase od 49,2 kDa
(Slika 21.).

KDa K TS KTS K TS

- =K =TS

(72] 3_

(o]

[

L 25

s

73 2

@ L

TR

c o 1

S

g U

(]

¥ 05 -
0_

L4 L8 L1

Slika 21. Imunoblot analiza zastupljenosti eEF1A u listovima krompira. Brojevi 1,41 8
se odnose na poziciju (starost) listova od vrha ka bazi nadzemnog dela izdanka. K -
kontrolna temperatura (23 °C); TS - toplotni stres (40 °C, 6 h); L - listovi.
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Mladi listovi koji su se jo§ razvijali i u kojima se intenzivno odigrava sinteza
proteina, imali su i do 2,8 puta vecu zastupljenost ovog proteina u kontrolnim uslovima,
a do 2,0 puta vecu zastupljenost u uslovima visoke temperature U 0dnosu na potpuno
razvijene ili starije listove. Medutim u ovim listovima je dosSlo do najmanje indukcije
sinteze u uslovima toplotnog stresa u odnosu na kontrolu i u poredenju sa ostalim
analiziranim listovima, te je tako detektovano povecanje od 1,1 puta u uslovima
toplotnog stresa u odnosu na kontrolu u ovim najmladim listovima. Nivo sinteze eEF1A
se smanjuje u listovima koji su potpuno razvijeni i stariji, ali se ekspresija ovog proteina
pojacava u uslovima toplotnog stresa, Sto je i detektovano povecanjem zastupljenosti
eEF1A od 1,5 puta, kako u prvim potpuno razvijenim, tako i u najstarijim listovima u

uslovima toplotnog stresa u poredenju sa kontrolom.

Rezultati 2D-imunoblot analize su pokazali da se proteinska traka eEF1A od
49,2 kDa sastoji od 7-8 polipeptida (Slika 22.) kod potpuno razvijenih listova, i to od 2-
3 polipeptida ¢ija izoelektri¢na tacka (pl) iznosi 8,8-9,5 (bazna grupa) i 5 polipeptida
¢ija je pl vrednost 6-7 (Kisela grupa). Povecanje zastupljenosti eEF1A tokom tretmana
visokom temperaturom, moze biti posledica akumulacije polipeptida/izoformi iz bazne
grupe. Jedna od proteinskih tacaka iz bazne grupe (pl 8,8) je detektovana samo u
listovima biljaka koje su bile izlozene visokoj temperaturi, dok su druge dve tacke iz

iste grupe pokazale zna¢ajno visu zastupljenost u uslovima toplotnog stresa.
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Slika 22. 2D-imunoblot analiza izoformi eEF1A u potpuno razvijenim listovima
krompira. K - kontrolna temperatura (23 °C); TS - toplotni stres (40 °C, 6 h).
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4.7.2 Rastenje, tuberizacija i ekspresija eEF1A kod biljaka sorti Désirée i Festival
u uslovima dugotrajnog toplotnog stresa

4.7.2.1 Rastenje biljaka sorti Désirée i Festival u uslovima dugotrajnog toplotnog

stresa

Uticaj visoke temperature na rastenje i razvi¢e nadzemnog dela biljaka krompira
sorti Désirée i Festival ispitivan je u uslovima dugotrajnog toplotnog stresa ex vitro.
Biljke su prvobitno rasle na temperaturnom rezimu od 20/18 °C, dan/no¢, a potom su
bile izlozene temperaturnom rezimu od 30/24 °C, dan/no¢ (toplotni stres) u trajanju od 7
dana. Kod biljaka krompira starih 40 dana, sa oba temperaturna rezima, odredena je
visina izdanaka i nadzemna biomasa biljaka, kao i broj nodusa i listova na nadzemnim
delovima. Ustanovljeno je, na nivou od p<0,05, da postoji znacajan uticaj faktora sorta i
temperaturni rezim, kao i znacajna interakcija faktora sorta i temperaturni rezim kod

svih izmerenih parametara.

Kod sorte Désirée, doslo je do znacajnog povecanja visine i sveze nadzemne
biomase biljaka, kao i broja nodusa i listova nakon izlaganja toplotnom stresu u odnosu
na biljke koje su rasle pod kontrolnim uslovima (Slika 23.). Sa druge strane, kod sorte
Festival visoka temperatura dovela je do smanjenja visine biljaka, manje produkcije
sveze biomase i manjeg broja listova u odnosu na kontrolne uslove, ali ne i broja
nodusa. Medutim, biljke sorte Festival bile su vise, imale vec¢u nadzemnu biomasu i
formirala su ve¢i broj listova, na oba temperaturna rezima, u odnosu na sortu Désirée.
Ovi rezultati ukazuju da visoka temperatura kod dve ispitivane sorte krompira razli¢ito

utice na proces rastenja i razvica.
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Slika 23. Uticaj visoke temperature na rastenje i razvice nadzemnog dela biljaka
krompira. lzgled nadzemnog dela biljaka krompira starih 40 dana nakon 7 dana
temperaturnog rezima od 30/24 °C, dan/no¢ (TS - toplotni stres) ili 20/18 °C, dan/no¢
(K - kontrola) (A). Visina biljaka (B), sveza nadzemna biomasa (C), broj nodusa (D) i
listova (E). Srednje vrednosti oznaCene razli¢itim slovima se statisti¢ki razlikuju na
nivou znacéajnosti p<0,05 §to je ustanovljeno post hoc Newman-Keul’s testom. DE -
Désirée; FE - Festival - FE. Crvena linija na slici odgovara duzini od 1 cm.
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4.7.2.2. Tuberizacija biljaka sorti Désirée i Festival u uslovima dugotrajnog
toplotnog stresa

Radi utvrdivanja uticaja visoke temperature na tuberizaciju kod sorti krompira
Désirée i Festival, kod biljaka koje su 7 dana izloZene temperaturnom rezimu od 30/24
°C, dan/no¢ (toplotni stres) ili dalje gajene na 20/18 °C, dan/no¢ (kontrola), odreden je
broj stolona, broj stolona sa iniciranim minikrtolama, prinos sveze mase | broj
minikrtola po biljci, kao i ukupan broj i broj formiranih minikrtola po kategorijama
veli¢ina (<5 mm, 5-10 mm, 10-15 mm, 15-20 mm i >20 mm) i sveza masa minikrtola za

svaku kategoriju veliCine.

Na podzemnom delu biljaka krompira sorte Désirée i Festival, oslobodenom od
supstrata, uoceni su stoloni koji su pokazivali tipi¢nu morfologiju ukljuéujuéi i ,,kuku‘
koja razdvaja apikalni region od subapikalnog (Slika 24.). Kod ovakvih stolona nije
bilo znakova zadebljavanja vrhova i oni su jo§ uvek rasli longitudinalno (S0). Pored
ovakvih stolona, uoceni su i stoloni U razli¢itim stadijumima zadebljalih vrhova (S1 i
S2), kao i oni kod kojih se isticalo progresivno inkorporisanje apikalnog regiona stolona
u rastu¢u minikrtolu (S3 i S4).

Désirée Festival

Slika 24. Razlicite faze u formiranju minikrtola kod krompira gajenih ex vitro. Od SO-
S4 su oznacene faze koje oslikavaju proces tuberizacije. Karakteristi¢na ,,kuka“ stolona
je oznacena strelicom. Objasnjenje slike je dato u tekstu. Bar linija=1 cm.

0

S3 S4

Kod biljaka sorte Festival je ustanovljeno pri kontrolnim uslovima 2,1 put veci

broj formiranih stolona i 4,3 puta veci broj u uslovima toplotnog stresa u odnosu na
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sortu Désirée (Slika 25. A). Razlika u broju stolona sa iniciranim minikrtolama izmedu
dve ispitivane sorte krompira u kontrolnim uslovima nije bila znacajna, dok je u
uslovima toplotnog stresa, sorta Festival imala 2,2 puta vec¢i broj stolona sa iniciranim
minikrtolama u odnosu na sortu Désirée (Slika 25. B). Interakcija faktora sorta i

temperaturni rezim nije bio statisticki znacajan kod ovih izmerenih parametara

(p>0,05).
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Slika 25. Uticaj visoke temperature na broj stolona (A) i stolana sa iniciranim
minikrtolama (B) kod krompira. Sve vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti + SE.
Srednje vrednosti oznacene razliitim velikim slovima se statisticki razlikuju u okviru
kontrolnog tretmana, a razli¢itim malim slovima u okviru toplotnog stresa, na nivou
znacajnosti p<0,05 ustanovljeno post hoc Newman-Keul’s testom. K - kontrolni uslovi;
TS - toplotni stres.

Pri kontrolnim uslovima, ali i u uslovima toplotnog stresa, sorte Désirée i
Festival su se znatno razlikovale u broju formiranih i prinosu sveze mase minikrtola po
biljci (Slika 26.). Interakcija faktora sorta i temperaturni rezim nije bio statisticki
znaajan kod ovih izmerenih parametara (p>0,05). U kontrolnim uslovima sorta
krompira Festival formirala je 1,4 puta i u uslovima toplotnog stresa 1,7 puta veci broj
minikrtola u odnosu na sortu Désirée (Slika 26. A). Takode sorta Festival imala je
prinos u svezoj masi minikrtola koji je bio 1,5 puta u kontrolnim uslovima i 1,9 puta u

uslovima toplotnog stresa veé¢i u odnosu na sortu Désirée (Slika 26. B).
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Slika 26. Uticaj visoke temperature na broj minikrtola (A) i prinos u masi po biljci (B)
kod krompira. Sve vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti £ SE. Srednje vrednosti
oznacene razli¢itim velikim slovima se statisticki razlikuju u okviru kontrolnog
tretmana, a razli¢itim malim slovima u okviru toplotnog stresa, na nivou zna¢ajnosti
p<0,05 sto je ustanovljeno post hoc Newman-Keul’s testom. K - kontrolni uslovi; TS -
toplotni stres.

Pri kontrolnim uslovima, ali i u uslovima toplotnog stresa, sorte Désirée i
Festival su se znatno razlikovale u broju ukupno formiranih minikrtola (Slika 27. A).
Interakcija faktora sorta i temperaturni rezim nije bio statisticki znacajan kod ovog
izmerenog parametra (p>0,05). U kontrolnim uslovima sorta krompira Festival
formirala je 1,4 puta i u uslovima toplotnog stresa 1,7 puta veci broj minikrtola u
odnosu na sortu Désirée. Izlaganje biljaka krompira toplotnom stresu uticalo je na
distribuciju razli¢itih veli¢ina minikrtola kod obe sorte krompira (Slika 27. B). Kod
sorte Désirée, ali i kod sorte Festival, najznacajniji uticaj uocen je na ukupan broj
formiranih minikrtola kategorije (veli¢ine) od 10-15 mm. Kod sorte Desire doslo je do
smanjenja broja minikrtola veli¢ine od 10-15 mm od 1,9 puta u uslovima toplotnog
stresa u odnosu na kontrolnu, dok je kod sorte Festival taj efekat bio suprotan. Naime, u
uslovima toplotnog stresa kod sorte Festival formirao se 1,8 puta ve¢i broj minikrtola
pre¢nika 10-15 mm u odnosu na kontrolni tretman. Uticaj visoke temperature na broj
ostalih kategorija minikrtola nije bio statisti¢ki znacajan. Kod obe ispitivane sorte
krompira, nije bilo znacajne razlike u masi pojedinacnih kategorija minikrtola izmedu

dva temperaturna rezima (Slika 27. C).
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Slika 27. Uticaj visoke temperature na distribuciju i masu minikrtola kod krompira.
Ukupan broj minikrtola od 20 biljaka (A). Distribucija pet kategorija veli¢ina minikrtola
(<5, 5-10, 10-15, 15-20 i >20 mm) kod krompira (B). Masa pojedina¢nih kategorija
minikrtola kod krompira (C). Sve vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti tri
ponovljena eksperimenta £ SE. Srednje vrednosti oznacene razli¢itim velikim slovima
se statisticki razlikuju u okviru kontrolnog tretmana, a razli¢itim malim slovima u
okviru toplotnog stresa, na nivou znacajnosti p<0,05 §to je ustanovljeno post hoc
Newman-Keul’s testom. Vrednosti oznaCene * se znacajno razlikuju u odnosu na
kontrolu prema LSD testu za svaku sortu odvojeno (p<0,05). K - kontrolni uslovi; TS -
toplotni stres.
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4.7.2.3. Uticaj dugotrajnog toplotnog stresa na ekspresiju eEF1A i HSP-a u

listovima

Uticaj visoke temperature na ekspresiju eEF1A i HSP-a ispitan je u najmladim i
prvim potpuno razvijenim listovima od vrha izdanka kod sorti Désirée i Festival gajenih
7 dana na temperaturnom rezimu 20/18 °C, dan/no¢ (kontrola) ili 30/24 °C, dan/no¢
(toplotni stres).

Imunoblot analiza ekspresije eEF1A je pokazala da je kod sorte Deésirée, nivo
zastupljenosti eEF1A u uslovima visoke temperature ostao nepromenjen, kako u
najmladim, tako i u prvim potpuno razvijenim listovima (Slika 28.). Sa druge strane,
kod sorte Festival je u uslovima visoke temperature doslo do blagog povecanja
zastupljenost eEF1A od 1,2 puta u najmladim listovima u odnosu na kontrolu, dok je
nivo zastupljenosti ovog proteina u prvim potpuno razvijenim listovima ostao
nepromenjen. U kontrolnim uslovima, sorta Festival je imala manju zastupljenost
eEF1A proteina od 1,3 puta u odnosu na sortu Désirée u najmladim listovima, dok je u
uslovima toplotnog stresa, zastupljenost ovog proteina bio na slicnom nivou medu
ispitivanim sortama. Zastupljenost eEF1A u prvim potpuno razvijenim listovima, na
oba temperaturna rezima, nije Se znacajno menjala kod ispitivanih sorti, a ni medu

sortama.
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Slika 28. Imunoblot analiza zastupljenosti eEF1A u listovima krompira. Brojevi 1 i 4 se
odnose na poziciju (starost) listova od vrha ka bazi nadzemnog dela izdanka. K -
kontrolna temperatura; TS - toplotni stres; L - listovi.
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Analiza ekspresije HSP17.6 i HSP101 je pokazala da je doSlo do znacajnog
poveéanja zastupljenosti ovih proteina u listovima kod obe ispitivane sorte krompira,
Désirée i Festival, u uslovima toplotnog stresa u odnosu na kontrolu (Slika 29.).
Zastupljenost HSP17.6 u kontrolnim uslovima nije detektovana ni kod sorte Désirée,
niti kod sorte Festival. Obe sorte krompira su akumulirale viSe ovog proteina u
najmladim listovima koji se jo§ razvijaju i to 2,7 puta vise u odnosu na zastupljenost
HSP17.6 u prvim potpuno razvijenim listovima. Takode su ispitivane sorte krompira u
najmladim listovima akumulirale i viSe HSP101 proteina u uslovima visoke temperature
u odnosu na starije, potpuno razvijene listove. Kod sorte Désirée je detektovana
zastupljenost HSP101 proteina koja je bila veca 2,6 puta, dok je kod sorte Festival
zastupljenost HSP101 u najmladim listovim bila veéa 2,4 puta u odnosu na

zastupljenost u prvim potpuno razvijenim listovima u uslovima visoke temperature.
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Slika 29. Imunoblot analiza zastupljenosti HSP17.6 (A) i HSP101 (B) u listovima
krompira. Brojevi 1 i 4 se odnose na poziciju (starost) listova od vrha ka bazi
nadzemnog dela izdanka. K - kontrolna temperatura; TS - toplotni stres; L - listovi.
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4.7.2.4. Ekspresija eEF1A i HSP-a tokom razli¢itih faza tuberizacije u uslovima
dugotrajnog toplotnog stresa

Kako proces tuberizacije obuhvata celu jednu sekvencu dogadaja, od indukcije
stolona, preko inicijacije minikrtola, pa sve do formiranja zrelih minikrtola, tako je i
uticaj visoke temperature na ekspresiju eEF1A i HSP-a tokom tuberizacije kod sorti
Désirée i Festival gajenih ex vitro, ispitan u stolonima, stolonima sa iniciranim
minikrtolama i u minikrtolama razli¢itih veli¢ina koje odrazavaju njihovo rastenje i
starost. Biljke stare 33 dana izlagane su tretmanu 30/24 °C, dan/no¢ (toplotni stres) ili

20/18 °C, dan/no¢ (kontrola) u trajanju od 7 dana.

Imunoblot analiza ekspresije eEF1A je pokazala da je kod sorte Désirée, jedino
u stolonima doslo do indukcije ekpresije eEF1 A tokom delovanja visoke temperature, te
je nivo akumulacije ovog proteina u stolonima bio 1,4 puta ve¢i u uslovima toplotnog

stresa u odnosu na kontrolu (Slika 30.).
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Slika 30. Imunoblot analiza ekspresije eEF1A u podzemnim vegetativnim organima
kod biljaka krompira. Prikazana je relativna zastupljenost eEF1A u stolonima (S0),
stolonima sa iniciranim minikrtolama (S1) i u tri kategorije veli¢ina minikrtola [<5 (TO),
5-10 (T1), 10-15 (T2) mm] kod krompira. K - kontrolni uslovi; TS - toplotni stres.
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U ostalim ispitanim podzemnim vegetativnim organima kod sorte Désirée (stolonima sa
iniciranim minikrtolama i rastu¢im minikrtolama) doslo je do znacajnog smanjenja
akumulacije eEF1A tokom toplotnog stresa u odnosu na kontrolu. Najveée smanjenje
akumulacije ovog proteina od 3,7 puta u uslovima toplotnog stresa u odnosu na kontrolu
kod sorte Désirée je detektovano u minikrtolama veli¢ine od 5-10 mm, a neSto manje
smanjenje od 2,3 puta je detektovano u minikrtolama veli¢ine <5 mm, dok je najmanje
smanjenje akumulacije eEF1A proteina od 1,5 puta detektovano u minikrtolama

veli¢ine od 10-15 mm.

Kod sorte Festival, pod uticajem visoke temperature, doslo je do smanjenja
akumulacije eEF1A jedino u stolonima, stolonima sa iniciranim minikrtolama i u
minikrtolama veli¢ine <5 mm, dok je u ve¢im minikrtolama od 5-10 mm nivo ekspresije
bio nepromenjen, a u minikrtolama od 10-15 mm, doslo je do znacajnog poveéanja
akumulacije ovog proteina od 1,5 puta u uslovima toplotnog stresa u odnosu na kontrolu
(Slika 30.). Nivo akumulacije eEF1A u stolonima je bio 1,8, a u stolonima sa iniciranim
minikrtolama 1,7 puta manji u uslovima visoke temperature u odnosu na kontrolu, a
najveCe smanjenje akumulacije ovog proteina od 2,4 puta je detektovano u

minikrtolama <5 mm.

Imunoblot analiza ekspresije HSP17.6 u podzemnim vegetativnim organima kod
sorti Désirée i Festival je pokazala da je doslo do akumulacije ovog proteina u ispitanim
vegetativnim organima (stolonima, stolonima sa iniciranim minikrtolama, kao i u
rastu¢im minikrtolama) u odnosu na kontrolne uslove (Slika 31.). Pored toga, u
kontrolnim uslovima kod obe sorte krompira, nije detektovano prisustvo ovih proteina.
Sorta Festival je znaCajno viSe akumulirala HSP17.6 u stolonima od 15,5 puta,
stolonima sa iniciranim minikrtolama od 3,5 puta i 1,8 puta u minikrtolama veli¢ine <5
mm u odnosu na sortu Désirée u uslovima toplotnog stresa, dok je sorta Désirée
akumulirala vise ovog proteina od 1,1 puta u minikrtolama veli¢ine od 5-10 i 2 puta u
minikrtolama veli¢ine od 10-15 mm u odnosu na sortu Festival. Takode, kod sorte
Désirée, je uofeno da Se sa uvecanjem minikrtola povecavao i nivo zastupljenost
HSP17.6 tokom delovanja visoke temperature, dok je kod sorte Festival, doslo do

smanjenja zastupljenosti ovog proteina u minikrtolama nakon dostizanja veli¢ine <5
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mm kod kojih je ujedno detektovana i najvec¢a akumulacija HSP17.6 u odnosu na ostale

analizirane vegetativne organe kod ove sorte krompira.
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Slika 31. Imunoblot analiza ekspresije HSP17.6 u podzemnim vegetativnim organima
kod biljaka krompira. Prikazana je relativna zastupljenost HSP17.6 u stolonima (S0),
stolonima sa iniciranim minikrtolama (S1) i u tri kategorije veli¢ina minikrtola [<5 (TO),
5-10 (T1), 10-15 (T2) mm] kod krompira. K — kontrolni uslovi; TS - toplotni stres.

Analiza ekspresije HSP101 je pokazala da se nivo HSP101 kod obe sorte Desire
I Festival znacajno povecao tokom delovanja toplotnog stresa u ispitanim podzemnim
vegetativnim organima (stolonima, stolonima sa iniciranim minikrtolama, kao i u
rastu¢im minikrtolama) (Slika 32.). Takode je ovaj protein detektovan i u kontrolnim
uslovima kod obe sorte krompira, sto ukazuje na njegovu konstitutivnu ekspresiju. | kod
sorte Désirée i Festival, HSP101 se mnogo viSe akumulirao u minikrtolama u odnosu na
stolone i stolone sa iniciranim minikrtolama u uslovima toplotnog stresa. Kod sorte
Désirée nivo akumuliranog HSP101 se nije znacajno razlikovao medu analiziranim
minikrtolama u uslovima visoke temperature, dok se kod sorte Festival, ovaj protein

najvise akumulirao u minikrtolama veli¢ine 5-10 mm.
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Slika 32. Imunoblot analiza ekspresije HSP101 u podzemnim vegetativnim organima
kod biljaka krompira. Prikazana je relativna zastupljenost HSP101 u stolonima (S0),
stolonima sa iniciranim minikrtolama (S1) i u tri kategorije veli¢ina minikrtola [<5 (TO),
5-10 (T1), 10-15 (T2) mm] kod sorti Désirée i Festival gajenih ex vitro u kontrolnim
uslovima (K) ili uslovima toplotnog stresa (TS).

4.8. Uticaj visoke temperature na ekspresiju eEF1A kod biljaka krompira gajenih

u eksperimentalnom polju

Ekspresija eEF1A u listovima sest sorti krompira gajenih u eksperimentalnom
polju ispitana je tokom dve uzastopne godine (2011. i 2012.). Prvi potpuno razvijeni
listovi (Cetvrti od vrha izdanka) uzorkovani su u uslovima umerene temperature od 24-
26 °C i visoke temperature vazduha od 33-35 °C (Slika 33.). Rezultati imunoblot
analize su pokazali da kod svih ispitanih sorti krompira dolazi do povecanja ekspresije
eEF1A tokom delovanja visoke temperature, kao i da postoji razlika u nivou
akumulacije ovog proteina medu analiziranim genotipovima krompira. Najnizi nivo
akumulacije eEF1A je detektovan kod sorte Agria kako pri umerenim temperaturama,
tako 1 tokom delovanja visoke temperature u poredenju sa ostalim sortama. Sa druge

strane, sorte Laura, Carrera i Marabel karakteriSe relativno visok nivo zastupljenosti
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ovog proteina u uslovima visoke temperature u odnosu na sortu Agria. Tako je kod sorte
Laura detektovana 2,1 puta veéa zastupljenost eEF1A u uslovima visoke temperature u
odnosu na sortu Agria, dok je kod sorti Carrera i Marabel detektovana 2,2 i 2,6 puta

veca zastupljenost u odnosu na istu sortu Agria, tim redosledom.
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Slika 33. Relativna zastupljenost eEF1A u listovima Sest sorti krompira gajenih u
navodnjavanom eksperimentalnom polju, pri umerenim (23 °C, UT) ili visokim
temperaturama vazduha (34-35 °C, VT) u junu 2011. (A) i junu 2012. (B) godine. Na
histogramu (C) su prikazane srednje vrednosti zastupljenosti eEF1A u listovima
razli¢itih sorti krompira u dve godine. Sve vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti
+ SE. Srednje vrednosti oznacene razli¢itim velikim slovima se statisticki razlikuju u
okviru kontrolnog tretmana, a razli¢itim malim slovima u okviru toplotnog stresa, na
nivou znacajnosti p<0,05 Sto je ustanovljeno post hoc Newman-Keul’s testom. * -
interna kontrola.
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4.8.1. 2D-imunoblot analiza ekspresije eEF1A kod biljaka krompira gajenih u

eksperimentalnom polju

Ukupni solubilni proteini listova tri sorte krompira za koje je prethodno
ustanovljeno da se znacajno razlikuju u akumulaciji eEF1A u uslovima visoke
temperature, su koris¢eni za 2D-imunoblot analizu. Izabrane su sorta Agria koja je
najmanje akumulirala eEF1A, sorta Désirée koja je srednje akumulirala i sorta Marabel
koja je najviSe akumulirala ovaj protein u listovima u uslovima visoke temperature
izmedu Sest izuCavanih sorti (Slika 33.). 2D-imunoblot analiza proteina kod ovih sorti

krompira je pokazala prisustvo priblizno od 5-8 tacaka eEF1A u pl opsegu od 6-9,5
(Slika 34.).
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Slika 34. 2D-imunoblot analiza izoformi eEF1A u listovima krompira gajenih u
eksperimentalnom polju. Analizirane su sorte Agria (A), Désirée (B) i Marabel (C).
Listovi su sakupljeni pri temperaturi od 24 °C i 35 °C. * - interna kontrola koja
predstavlja uzorak proteina iz sorte Désirée razdvojenih samo u drugoj dimenziji radi
provere molekulske mase uzoraka koji su razvojeni i u prvoj dimenziji.
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Kod sorti Désirée i Agria, dve tacke polipeptida/izoformi koje pripadaju baznoj
grupi tacaka (pl 8,2-9,5) su indukovane u uslovima visoke temperature. Jedna od ove
dve izoformi Cija pl vrednost iznosi 9,3, pokazivala je znacajnu akumulaciju kod obe
sorte, Agria i Désirée, dok je druga izoforma pl vrednosti 8,2 imala vec¢u zastupljenost
kod sorte Désirée (Slika 34. A i B). Tri izoforme iz bazne grupe koje su se pokazale kao
izuzetno inducibilne u uslovima visoke temperature, su detektovane kod sorte Marabel
(Slika 34. C). Blago povecanje volumena taaka eEF1A iz kisele grupe (pl 6-7) je
jedino detektovano kod sorte Désirée koja je imala srednju zastupljenost eEF1A i kod
sorte Marabel koja se karakterisala visokim nivoom zastupljenosti ovog proteina u

uslovima visoke temperature.

4.8.2. Korelacija relativne zastupljenosti eEF1A i visine primarnih izdanaka, sveze
nadzemne biomase ili parametara prinosa kod krompira gajenog u

eksperimentalnom polju

Dvogodisnji prosek relativne zastupljenosti eEF1A u listovima kod Sest sorti
krompira je korelisan sa visinom primarnih izdanaka, svezom nadzemnom biomasom i
parametrima prinosa: brojem krtola po biljci, masom krtola i prinosom po plotu na
osnovu podataka iz 2011. i 2012. godine (Slika 35.). Statisticki znacajna pozitivna
linearna korelacija je ustanovljena izmedu akumulacije eEF1A i prose¢nog broja krtola
po biljci (Slika 35. C), kao i prinosa po plotu (Slika 35. E) dok je za ostale korelacija
ustanovljeno da nisu statisticki znacajne (p>0,05). Uopsteno, one sorte koje su

akumulirale vise eEF1A tokom delovanja visoke temperature formirale su veci broj
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Slika 35. Korelacija relativne zastupljenosti eEF1A tokom toplotnog stresa i visine
primarnih izdanaka (A), nadzemne biomase (B), broja krtola po biljci (C), mase krtola
(D) ili prinosa po plotu (E). Korelacija ovih parametara i nivoa ekspresije eEF1A
odredena je Pearson-ovim Kkoeficijentom korelacije (R); p vrednost predstavlja
znacajnost testa.
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4.9. Analiza genomske DNK kod krompira

Koris¢enjem Southern blot analize, utvrden je broj kopija gena za eEF1A kod
Sest sorti krompira (Slika 36.). Za hibridizaciju je kori$¢ena digoksigeninom obeleZena
oligonukleotidna proba StEF1-o koja je sintetisana na templetu genomske DNK

krompira sorte Désirée. Ova proba predstavlja amplikon od 412 bp sa 48,3% GC.

kb e

231 —

Slika 36. Hibridizacija genomske DNK sest sorti krompira digerirane enzimom HindlIl11
sa probom StEFl-a. a - Agria; d - Désirée; j - Jelly; | - Laura; ¢ - Carrera i m -
Marabela.

U zavisnosti od sorte krompira, od 6-10 fragmenata DNK hibridizovalo je sa
probom. Kod sorte Agria detektovano je 6, a kod sorte Jelly 7 fragmenata Kkoji su
hibridizovali sa probom. Tri sorte krompira (Carrera, Désirée 1 Laura) sadrzale su 9
hibridizacionih traka, a najve¢i broj ovih traka, 10, je detektovan kod sorte Marabel. Ovi
rezultati ukazuju na postojanje multigenske familije €iji ¢lanovi kodiraju eEF1A kod
krompira, a u zavisnosi od sorte/genotipa krompira, ova familija je sacCinjena od

razli¢itog broja gena.
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4.9.1. Struktura, veli¢ina i pozicija gena na hromozomu koji kodiraju eEF1A kod
krompira

Broj gen-kodiraju¢ih sekvenci za eEF1A kod krompira je utvrden i pretragom
genomske baze EnsembPlants (http://plants.ensembl.org) za S. tuberosum grupe Phureja

duplog monoploidnog klona DM1-3516R44. Identifikovano je devet nukleotidnih
sekvenci eEF1A, od kojih su tri parcijalne i Sest kompletne sekvence. Dve od tri
parcijalnih sekvenci su lokalizovane na hromozomima (Hr.) 3 i 4, a jedna je sa
nepoznatom lokacijom na hromozomu. Sest kompletnih sekvenci je oznaeno od
eEF1A-1 do eEF1A-VI i kodiraju proteine od 447 do 448 aminokiselina (Slika 37.).
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Slika 37. Poredenje aminokiselinskih sekvenci dobijenih na osnovu kompletne genske
nukleotidne sekvence eEF1A. Poravnanje je uradeno koris¢enjem Jalwiev (Waterhouse
I sar., 2009). Gradijentom obojeni regioni predstavljaju nivo identi¢nosti sekvenci.

Poredenje Sest eEF1A gena je pokazalo da je egzon-intron struktura oCuvana

kod ove familije gena (Slika 38.).
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Slika 38. Intron-egzon struktura, mesto na hromozomu i veli¢ina eEF1A gena kod S.
tuberosum grupe phureja duplog monoploidnog klona DM1-3516R44. Zelena boja na
slici oznacava netranslatiraju¢i region, plava oznacava deo koji se translatira, linije
predstavljaju introne, a debele linije oznacavaju poravnanje sa sekvencom probe sorte
Désirée StEF1-a i procenat homologije.

Tri gena (eEF1A-1, eEF1A-I1 i eEF1A-1V) se nalaze na hromozomu 6 i poseduju
zajednicku egzon-intron strukturu (dva egzona-jedan intron), kao i sliénu veli¢inu i
homolognu sekvencu odredenih egzona. Gen eEF1A-11l se sastoji od Cetiri egzona, od
kojih dva (l1a i 1b) poseduju visoko homolognu sekvencu koja kodira C-terminalni
region proteina eEF1A. Egzon 2a kodira kompletni N-terminalni region eEF1A, dok
egzon 2b kodira deo N-terminalnog regiona. Ovo ukazuje na mogucnost alternativnog
splajsinga. Bez obzira na sve, geni smeSteni na hromozomu 6 (eEF1A-1, eEF1A-II,
eEF1A-I1l i eEF1A-1V) kodiraju identi¢ne proteine molekulske mase od 49,26 kDa,
sacinjene od 448 aminokiselina. Sli¢nosti u strukturi se primecuju i izmedu dva gena
(eEF1A-V i eEF1A-VI) koja se nalaze na hromozomu 11. Ovi geni se sastoje od dva
egzona, a gen eEF1A-V kodira polipeptid koji se razlikuje od produkata gena sa
hromozoma 6 po nedostatku N-terminalne aminokiseline, dok gen eEF1A-VI kodira
polipeptid koji se razlikuje u 12 aminokiselina (3 zamenjene sa sli¢nim

aminokiselinama, 8 sa razli¢itim i 1 aminokiselina nedostaje).
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4.10. Ispitivanje nivoa ekspresije eEF1A gena kod krompira u uslovima
dugotrajnog toplotnog stresa

Na osnovu rezultata imunoblot analize proteina eEF1A u podzemnim
vegetativnim organima kod sorti krompira gajenih ex vitro, Désirée i Festival u
kontrolnim uslovima (20/18 °C, dan/no¢) i uslovima toplotnog stresa (30/24, dan/no¢
°C) (Slika 30.), izabrane su minikrtole veli¢ine od 10-15 mm za gPCR analizu. Upravo
je kod ovih minikrtola detektovana najveca razlika medu sortama u akumulaciji eEF1A
u uslovima toplotnog stresa $to je bio i razlog da se one odaberu za analizu ekspresije
gena koji kodiraju eEF1A kod krompira. Metoda qPCR-a je koris¢ena za analizu
transkripata potencijalnih target gena ¢ija ekspresija utice na zastupljenost eEF1A u
uslovima toplotnog stresa. Kako sekvence transkripata gena koji kodiraju eEF1A kod
sorti Désirée i Festival uglavhom nisu poznate, pretragom dve baze, GenBank i
EnsemblPlants, pored jednog transkripta eEF1A gena sorte Désirée, izabrano je i 11
transkripata eEF1A gena drugih sorti/klonova koji su oznaceni od eEF1A-1 do eEF1A-
12. Prvih Sest transkripata (od eEF1A-1 do eEF1A-6) predstavljaju transkripte gena za
eEF1A klona krompira DM 1-3 516R44 grupe Phureja. Pozicija i struktura ovih gena je
razmatrana u sekciji 4.9.1. Transkript eEF1A-7 je pronaden kod sorte Désirée, a ostali
transkripti su pronadeni kod sorte Kuras (Tabela 5.). Poredenje nukleotidnin cDNK
sekvenci ovih dvanaest transkripata je prikazano na Slici 39.

10 20 30 . ‘ 60 70
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eEFIA-2 | e e e e e e e e e e

L e e
eEFIA-4 | e e e e e TTTT. ...

eEFIA-5 . .CCAGGCGTTTTAGC.GAAGCTCT. ... .. .. TTCTCT...........

L e N TCCCTCATTTTTCAACTTATTATATGTGCTGTCGCTTCTCAAGACET
eEF1A-7 CTTCATCACTTTTGCTGTAATTCCCTTCTCTCTE

eEFIA-8 ... . o e AATCTTCT.TCAG

eEFIA-9  |.. ... GGGTTTGCGCAGCAGTTCA. . . .GCGAAGERGHE . . .. ... .. ..

eEFIA-I0 | . e e e e e e e e e e e e e

eEFIA-11 | ... . .. AGC.GAACCTCT. . .... .. TTERTH. . .........

eEFIA-12 .. .. ... e e e TG

Consensus
CT+CAGGCTTTTAGCH+GAAGH+TCTCTTCTCTCTCCTGTCGC+CATATHTCCTATTTTCTGTTCTTCTAAAGT4HTTTAAGTCACT
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Nastavak Slike 39.
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CAAGTATGCCTOGGGTGCTTGACAAACTTAAGGCTCGAACGTCGAGCGTGOTATCACTATTGATATTGCTTTGTGGAAGTTTGAGA
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CGACTGTGCTCTCCTCATTATTCACTCCACCACTCOGTGLTTTTCAAGCTGCTATCTCTAAAGATCGTCAGACCCGTGAACATGC
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Nastavak Slike 39.
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ATCTCTGCTTTTGAAGCACATAACATCATTCAGAGCTCTACCAACCTTCACTGGTACAAGGCACCAACCCTCCTTCGATCGCTCT
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Consensus _

GAACTGTCCCAGTTGOGTCGTGTTCAGACTGOTGTGATCAAGCCTCGTATCGGTTGTGACCTTTGCCCCTACTGGTTTGACAACT
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Nastavak Slike 39.
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Nastavak Slike 39.
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ebFlA-41  GGCTGCCCAGAAGAAGLCGAAAATGAACAG . .. .. .. ... .. ... .. ... .
eEFIA-5 e
eEF1A-6 P
ebFlA-7  GGCTGCTCAGCAAGAA. .  AAAATGAATCLGTCCAGTTCAA. .. .. ... .. ... .
efFIA-§ GGCTGCCCAGCAAGAAGCGAAAGTGAACAGTGCAGTGTGA. . ... ... .. ... . TGCTIGGTGTITTC. CCATGCTATT. .. ...
efFlA-%  GGCTGCCCAGAAGAAGGGAAAGTGAACAG . . . .. .. ... ... ... ...
ebFlA-10  GGCTGCCCAGCAAGAAGCCAAAGTCGAACAGTCCAGTCGTGA . ..o ... . TGETAGTGTTTC. CAATGCTATT . . .. ..
effFlA-11 GGCTGCCCAAAAGAAG . . AAGTGATCTGTTTT. ... ... ... ... ....
efFla-12  GGCTGCCCAGCAAGAAGCCAAAGTCAACAGTCCAGTGTGA . . o . . o o 0 oo . A ......

GGCTGCCCACAAGAAGGGAAAGTCGAACACTCCAGTGTCGATGCTGOTGAGGAGGTGCTGGTGTTTCGCAATGATATHGTAGTTT

eEF1A-1
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eEFIA-11  ABMTAGCACCERTGGATGHCEIETET COTGTCRGG . - - o o o oo oo i o e e et e e e e e e
eEFIA-12 CHTGAT ATTC.. ...

AACCATGACTTTG+H+TCTOGTTTTCTTTTGH+TOGT+TTOGAGGTCGCCTTOGOGTTT+CTTTCCAAGGTGCCTCA+GATATTTGTTTT
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Nastavak Slike 39.
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eEF1A-3 TICGTGTE . CCOTAAGTTATARTTTAT . .GAGCTTTTAAATTTTT.CTA. . ... ... ittt e e
eEF1A-4 CCTGAAARTTTGAGTATATTTIRCTTCTCAGATCETGCTTCCATTTTCATGCTAATTAAATATTTCATCATCCACTTTTACG|
eEFIA-5 L o O
eEF1A-6 T . CTTATAATACGRAAATCGTACTTITCTGTCTTTIGTIGCTCGATTATCTTCTCTT . 0 0 0 o e
eEFIA-7 BTTATAATACGTAAATCGTACTTTTCTGTCTTTGTGCTCGAAAAAAAAAAAAA . . . ... .. ...,
eEFIA-8 TCECTAAATT . . . TCACATCCAACTTTTCTACTCAAA. AAAAAAAAAAAA . . . ... o o oo,
eEF1A-9 TTECAGTATATTTCCTTCTCAAAAAAAA . . . . . ittt i e ettt e e e
eEFIA-10 CCECTAAGTTATATTTTATTTGAGCTTTTAAATTTCT . CTAAAAAAAA . . . . . .. .. . ... ...,
e
ebF1A-12 BTCETETH . GECTAAGTTATATTTITAAAARRAAAAAAAAAAAAA . o o o vt e e e e e

Consensus
TT+CTGTTTCGCGTAAATTAT+T+TTATCH+AAGTTTTT+ACTTTTTGCT+AAAAAAAAATATTTCATCATCCACTTTTAG

Slika 39. Poredenje nukleotidnih sekvenci cDNK dvanaest transkripata (od eEF1A-1 do
eEF1A-12). Poravnanje je uradeno koris¢enjem Jalwiev (Waterhouse i sar., 2009).
Gradijentom obojeni regioni predstavljaju nivo identi¢nosti sekvenci, od najtamnije
boje (100% identi¢ne), do najsvetlije boje (najmanje identi¢ne sekvence, 50%), u okviru
grupe eEF1A-1-6 i grupe eEF1A-7-12.

Medu analiziranim transkriptima postoji vrlo male razlike u sekvencama koje
kodiraju proteine, Sto ukazuje na evolucionu ocuvanost eEF1A gena. lzborom
specificnih prajmera je analizirana zastupljenost u broju ovih transkripata. Kao prvi
korak uradena je izolacija ukupne RNK iz listova i minikrtola krompira sorte Désirée
gajene ex vitro u kontrolnim uslovima starosti 40 dana, koris¢enjem dve metode koje
podrazumevaju koriS¢enje trizola ili natrijum-sulfita, radi utvrdivanja efikasnosti ovih
metoda za izolaciju RNK iz biljnog materijala. Provera kvaliteta izolovane RNK je

vrsena elektroforetski na agaroznom gelu (Slika 40.).

1T 2T 3N 4N

Slika 40. Poredenje metoda za izolaciju RNK kod krompira. RNK izolovana iz listova
(1) i minikrtola (2, 3 i 4) kod sorte Désirée. Izolovana RNK iz iste koli¢ine biljnog tkiva
(2 1 3) ili duplo vece koli¢ine (4). Strelice ukazuju na pojavu traka na agaroznom gelu
nakon elektroforeze. T - trizol; N - natrijum-sulfit.
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Na Slici 40. vide se dve trake jaceg intenziteta koje odgovaraju rRNK od 28S i 188S, kao
I dodatne trake slabijeg intenziteta koje se javljaju iznad i ispod ovih traka nakon
izolacije RNK kori§¢enjem natrijum-sulfita. Na osnovu datog rezultata, utvrdeno je da
je metoda izolacije RNK trizolom iz minikrtola, bolja u odnosu na metodu izolacije

RNK natrijum-sulfitom, te je ona koris¢ena u daljem radu.

Nakon $to je utvrdeno da su izolovane RNK iz minikrtola krompira sorti Désirée
1 Festival bile zadovoljavaju¢eg kvaliteta, Sto je provereno na agaroznom gelu,
izolovana RNK je dalje reverzno transkribovana, a potom i amplifikovana specifiénim
prajmerima. Prvo je proverena specificnost prajmera odabranih genskih transkripata, a
rezultat je pokazao da su svi dizajnirani prajmeri bili specifi¢ni daju¢i PCR produkte

priblizne duZine ocekivanoj duzini (Tabela 8.).

Tabela 8. Provera duzine amplifikovanih fragmenata eEF1A gena nakon reverzne
transkripcije i PCR amplifikacije kod krompira.

Naziv prajmera Ocekivana duzina | Dobijena duZina

(bp) (bp)
18S 190 198
eEF1A-1 248 250
eEF1A-2 272 281
eEF1A-3 195 201
eEF1A-4 252 251
eEF1A-5 154 152
eEF1A-6 326 319
eEF1A-7 167 173
eEF1A-8 307 300
eEF1A-9 227 225
eEF1A-10 158 152
eEF1A-11 154 147
eEF1A-12 131 134
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Standardi za apsolutnu  kvantifikaciju transkripata su  pripremljeni
precis¢avanjem PCR produkata sa gela, koji su kasnije spektrofotometrijski
kvantifikovani. Za svaki genski transkript je napravljena serija razblazenja od 10°-10
kopija/ul, koja je kasnije koriS¢ena kao standard za qPCR. Na Slici 41. prikazan je

izgled standardne krive poznate koncentracije amplifikovanog PCR produkta eEF1A-7
transkripta.

Standard Curve

Slika 41. Primer standardne krive poznatih koncentracija amplifikovanog PCR produkta
eEF1A-7 transkripta za apsolutnu kvantifikaciju gPCR-om.

Kriva topljenja svih analiziranih amplikona su ukazivali na to da su prajmeri za
sve analizirane transkripte eEF1A gena bili efikasni i dostizali su po jedan maksimum
na istim temperaturama. Primer krive topljenja amplifikovanog PCR produkta eEF1A-1
transkripta je prikazan na Slici 42..

Melt Curve Plot

orter (-Rn’)

Derivative Rep

nnnnnn

Temperature (°C)

Slika 42. Analiza temperature topljenja amplifikovanog PCR produkta eEF1A-1
transkripta.
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Ujednacena koli¢ina ukupne c¢cDNK svih uzoraka je potvrdena paralelnom
amplifikacijom referentnog gena za 18S rRNK. Prosecan broj ciklusa posle kojih se
dostizao prag detekcije (Ct) referentnog gena za 18S rRNK bio je ujednacen izmedu
analiziranih uzoraka koji su bili kontrolni i oni koji su bili pod uticajem toplotnog

stresa, na $ta ukazuje i odsustvo statisticke znacajnosti (Slika 43.).

14 =K B TS
12 -

10 1

Prosec¢na Ct vrednost
referentnog gena

Désirée Festival

Slika 43. Prosecan broj ciklusa posle kojih se postize prag detekcije referentnog 18S
gena za qPCR analizu transkripata eEF1A gena tokom kontrolnih uslova i u uslovima
toplotnog stresa u minikrtolama krompira. Prikazani rezultati predstavljaju srednje
vrednosti tri tehni¢ka ponavljanja = SE.

Metodom gPCR-a je utvrden apsolutni broj cDNK transkripata eEF1A gena u
minikrtolama kod sorti Désirée i Festival u kontrolnim uslovima i uslovima toplotnog
stresa (Slika 44.).

eEF1A-8 eEF1A-4

- 1000 ~—~ 1000
% =K =TS % mK =TS
o o *
= S
%’ 100 4 %’ 100 A -6.6
=1 * =t
2 -44.8 2
[ 10 1 [ 10 1
o o
5 5
o 1 oQ 1

Désirée Festival Désirée Festival

100



Rezultati

Nastavak Slike 44.
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Nastavak Slike 44.
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Slika 44. Apsolutni broj cDNK transkripata eEF1A gena (po 1 ng RNK) u minikrtolama
krompira. Vrednosti iznad barova sa predznakom predstavljaju koliko puta se smanjila
(-) ili povecala zastupljenost (+) eEF1A transkripata u minikrtolama u uslovima
toplotnog stresa u odnosu na kontrolu. Prikazani rezultati predstavljaju srednje vrednosti
tri tehnicka ponavljanja. Vrednosti oznacene * predstavljaju statisticki znacajne razlike
izmedu dva tretmana u okviru jedne sorte krompira, prema LSD testu (p<0.05).

Na Slici 44. je prikazana zastupljenost jedanaest transkripata, a kako analiza
zastupljenosti transkripta eEF1A-6 nije bila uspesna, zastupljenost ovog transkripta je
izostavljena sa Slike 44.. Dvofaktorijalnom analizom varijanse za svaki od ispitanih
genskih transkripata je ustanovljeno da je temperaturni rezim imao znacajnog uticaja na
njihovu zastupljenost (p<0,05), kao i da je bilo znacajne razlike medu analiziranim
sortama (p<0,05), a takode je bilo i znacajne interakcije faktora sorta i temperaturni
rezim (p<0,05).

Kod sorte Désirée u uslovima toplotnog stresa dolazi do smanjenja

zastupljenosti veline transkripata, a najvece takvo smanjenje je detektovano za
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transkript eEF1A-3 od 75,3 puta u odnosu na kontrolu. Takode veliko smanjenje, od
44,8 puta u zastupljenosti u uslovima toplotnog stresa u odnosu na kontrolu, je
detektovano i za transkript eEF1A-8. Kod ostalih analiziranih transkripata, dolazi u
proseku do smanjenja zastupljenosti od 7,5 puta u uslovima toplotnog stresa u odnosu
na kontrolu, a jedino nije bilo znacajne promene u zastupljenosti transkripta eEF1A-12

izmedu dva temperaturna rezima.

Sa druge strane, kod sorte Festival u uslovima toplotnog stresa zabelezeno je
znacajno povecanja zastupljenosti pojedinih eEF1A transkripata u odnosu na kontrolu.
Najvece i najznacajnije takvo povecanje od 2342,9 puta u uslovima toplotnog stresa u
odnosu na kontrolu je zabelezeno za transkript eEF1A-12. Zbog toliko velikog
poveéanja u zastupljenosti eEF1A-12, mozZe se pretpostaviti da gen ¢iji je transkript
eEF1A-12 najvise doprinosi znacajnom povecanju ekspresije eEF1A proteina u
uslovima toplotnog stresa u odnosu na kontrolu kod ove sorte krompira. Do manjeg
povecanja zastupljenosti od 1,9 puta u uslovima toplotnog stresa u odnosu na kontrolu
je detektovano za transkript eEF1A-1, dok je za transkripte eEF1A-5 i eEF1A-11
detektovano da dolazi do njihovog smanjenja od 1,8 puta u uslovima toplotnog stresa u

odnosu na kontrolu, a za ostale analizirane transkripte broj se nije znacajno menjao

izmedu dva primenjena temperaturna rezima.
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5. Diskusija
5.1. Uticaj toplotnog stresa na rastenje, razvice i tuberizaciju biljaka krompira

Vecina komercijalnih sorti krompira je selektovana za gajenje u regionima sa
umerenom temperaturom, te je zbog toga krompir veoma osetljiv na delovanje visoke
temperature. U poredenju sa drugim fizioloSkim procesima, kao $to su rastenje izdanaka
(temperaturni optimum 32 °C) ili razvice listova (temperaturni optimum 28 °C), proces
tuberizacije kod krompira karakteriSe znacajno nizi temperaturni optimum (Struik,
2007a). Najosetljivije faze u procesu tuberizacije predstavljaju indukcija ili inicijacija
(optimum od 15-22 °C) i nalivanje krtola (optimum od 14-22 °C), dok inicijacija i
izduZivanje stolona ima temperaturni optimum u opsegu od 22-25 °C (Struik, 2007a). U
ovoj tezi eksplantati razlicitih sorti krompira su gajeni in vitro i podvrgnuti kontrolnoj
temperaturi od 21 °C ili visokoj temperaturi od 29 °C u uslovima koji favorizuju
formiranje krtola kod krompira (kontinualni mrak i 8% saharoza u osnovnom MS
medijumu). Nakon 30 dana gajenja, izmeren je broj prezivelih eksplantata, duzina
izdanaka i broj eksplantata sa formiranim mikrokrtolama. Uoceno je da je na
temperaturi od 29 °C, sorta Agria imala najmanji broj prezivelih eksplantata u odnosu
na ostale sorte krompira, dok se druge ispitane sorte nisu razlikovale u broju prezivelih
eksplantata na istom tretmanu (Slika 10.). Medutim, mnogo veci uticaj na
prezivljavanje eksplantata imala je sama sorta/genotip krompira, pa je tako kod sorte
Agria zabelezen najmanji broj prezivelih eksplantata i na temperaturi od 21 °C u odnosu
na ostale sorte krompira. Zanimljivo je da je rastenje izdanaka kod pojedinih sorti
krompira, poput Agria, Désirée i Arnova, stimulisano relativno visokom temperaturom
od 29 °C, dok je kod ostalih sorti krompira zabeleZena sli¢na prose¢na duzina izdanaka
na oba temperaturna tretmana (21 °C i 29 °C) (Slika 11.). Ovi nalazi govore u prilog
¢injenici da se optimalne temperature za rastenje izdanaka 1 inicijaciju i rastenje krtola

znacajno razlikuju kod krompira.

Kod ispitanih sorti krompira, izdanci su se uglavnom formirali na sede¢im
mikrokrtolama nakon S$to su se one obrazovale. Ovakvo formiranje izdanaka na
mikrokrtolama je slicno procesu klijanja krtola, a izgled jednog tako formiranog izdanka

se moze videti na Slici 16. B. Levy i Veilleux (2007) su pokazali da visoke temperature
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dovode do ranijeg klijanja krtola krompira, a Wiltshire i Cobb (1996) da je duzina
perioda dormancije obrnuto proporcionalna temperaturi. Tako su optimalne temperature
za prekid dormancije krtola 28 °C, a za rast izdanaka u opsegu od 20-25 °C kod
krompira (Struik, 2007a).

Odredivanjem broja formiranih mikrokrtola na dva temperaturna tretmana kod
razlic¢itih sorti krompira je uoceno da je primenjena visoka temperatura znacajno uticala
na stupanj inicijacije krtola u odnosu na tretman temperaturom od 21 °C (Slika 12.).
Najveci takav uticaj visoke temperature je zabelezen kod sorte Désirée, a potom i kod
sorti Liseta i Agria, dok kod ostalih sorti nije bilo znacajne razlike u broju formiranih
mikrokrtola izmedu dva temperaturna tretmana (21 °C i 29 °C). Ove razlike u uticaju
visoke temperature na prezivljavanje eksplantata, rastenje izdanaka i inicijaciju
mikrokrtola kod ispitanih sorti krompira se moZe objasniti time da analizirane
sorte/genotipovi krompira imaju razli¢iti temperaturni opseg koji karakterise ove
morfogenetske procese. Budu¢i da su obe temperature kojima su jednonodalni
eksplantati bili izloZeni u eksperimentu, bile ili blizu ili u opsegu za navedene procese,
moguce je izneti pretpostavku da koris¢eni temperaturni tretmani remete broj formiranih
mikrokrtola i/ili trajanje dormancije mikrokrtola i promoviSu rastenje apikalnog

pupoljka na mikrokrtolama ubrzo nakon njihovog formiranja.

Radi ispitivanja uticaja visoke temperature na dinamiku procesa tuberizacije u
uslovima in vitro na dva temperaturna tretmana (21 °C i 29 °C) i u uslovima koji
favorizuju tuberizaciju (kontinualni mrak i 8% saharoza u osnovnom MS medijumu),
izabrane su dve sorte krompira koje se razlikuju u odgovoru na visoku temperaturu
prema broju formiranih mikrokrtola u odnosu na kontrolu. To su bile sorte Désirée kod
koje je visoka temperatura najvise remetila proces tuberizacije i sorta Festival kod koje
to nije bio slu¢aj. Dinamika tuberizacije je odredivana brojanjem broja formiranih
mikrokrtola u intervalima od 5 dana (Slike 14. i 15.). Ve¢ nakon 5 dana kultivacije, kod
obe sorte krompira, Désirée 1 Festival, je uoCeno formiranje mikrokrtola na oba
temperaturna tretmana, a nakon 10 dana, obe sorte krompira dostigle su broj
mikrokrtola koji se nije menjao sve do kraja eksperimenta. Nakon 30 dana koliko je

trajao eksperiment, razlike u odnosu broja formiranih mikrokrtola medu sortama, na

105



Diskusija

temperaturama od 21 °C i 29 °C, ukazuju da se sorta Festival mnogo bolje prilagodava
uslovima visoke temperature za razliku od sorte Désirée. Kod obe ispitane sorte
krompira, veéina formiranih mikrokrtola su po tipu sesilne (Slika 17.). Ovaj rezultat je
u suprotnosti sa nalazima Vreugdenhil i sar. (1998), kao i Xu i sar. (1998a) na sorti
krompira Bintje kod koje se uniformno i sinhrono formirale sesilne mikrokrtole ili
mikrokrtole na kratkim strukturama slicnim stolonima nakon 5 dana kultivacije
jednonodalnih odsecaka stabala gajenih na osnovnom MS medijumu sa 8% saharoze u
uslovima kontinualnog mraka. Kako je visoka temperatura od 29 °C koja je kori$éena u
eksperimentu, blizu temperaturnom optimumu za prekid dormancije, to je i
pojavljivanje izdanaka na mikrokrtolama uofeno mnogo ranije, i to veé¢ petog dana
kultivacije pri navedenoj temperaturi u poredenju sa pojavljivanjem izdanaka na
temperaturi od 21 °C kod obe sorte krompira (kod sorte Désirée je 15-0g dana, a kod
sorte Festival 10-og dana) (Slika 16.).

Razmatrajucéi uticaj visoke temperature na proces tuberizacije kod sorti krompira
Desiree 1 Festival, moze se pretpostaviti da temperatura od 21 °C predstavlja gornju
granicu optimalnog temperaturnog opsega, a da je temperatura od 29 °C znacajno visa u
odnosu na optimalnu temperaturu za vecinu faza procesa tuberizacije kod krompira
(Struik, 2007a). Rezultati dobijeni za sortu Désirée, kao Sto su manji broj, dijametar, ali
1 manja masa 1 prinos mikrokrtola pri visokoj temperaturi, podrzava pretpostavku da je
temperatura od 29 °C blizu gornje temperaturne granice za proces tuberizacije i da je
njen uticaj na ovu sortu krompira, ima efekat toplotnog stresa (Slika 13.). Medutim, sa
druge strane, temperatura od 29 °C nije imala znacajnog uticaja bilo na inicijaciju
mikrokrtola, ili njihovo nalivanje, kod sorte Festival, tako da se na osnovu ovih
parametara ne moZze zakljuciti da je data visoka temperatura uslovila toplotni stres.
Dalje je uoceno da u uslovima toplotnog stresa nema znac¢ajne promene u zastupljenosti
pojedinih tipova mikrokrtola, poput bazalnih i apikalnih, ali se mikrokrtole medijalnog
tipa nisu formirale u uslovima toplotnog stresa ni kod sorte Desirée, niti kod sorte
Festival. Uzimaju¢i u obzir i ostale rezultate za morfoloske osobine kod ove dve sorte
krompira, moze se zakljuciti da temperatura od 29 °C, pored toga §to utiCe na proces

tuberizacije, utice i na rastenje izdanaka kod sorte Désirée, ali ne utiCe na ove procese
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kod sorte Festival, te se moze pretpostaviti da sorta Festival ima drugaciji temperaturni
opseg za navedene procese u odnosu na sortu Désirée. Stoga su ove dve sorte krompira
oznacene kao sorte razliCite osetljivosti na visoke temperature, sa suprotnim
tuberizacionim odgovorom na visoku temperaturu. U daljem radu, sorte Désirée i

Festival su kori$¢ene i u eksperimentima ex vitro.

Kod biljaka krompira sorte Désirée i Festival, koje su gajene ex vitro i izlozene
sedmodnevnom temperaturnom rezimu od 30/24 °C (dan/no¢) ili 20/18 °C je
ustanovljeno da postoje razlike u odgovoru ove dve sorte na delovanje visoke
temperature $to je prethodno utvrdeno u eksperimentima in vitro. Naime u uslovima
visoke temperature doslo je do znacajnog rasta izdanaka, povecanja sveze nadzemne
biomase, kao i broja nodusa i listova kod sorte Désirée, dok je kod sorte Festival doslo
do smanjenja sveze nadzemne biomase, visine izdanaka i broja listova, dok se broj
nodusa nije znacajno menjao u uslovima visoke temperature u odnosu na kontrolu
(Slika 23.). Rezultat dobijen za sortu Désirée potvrduje prethodni rezultat na ovoj sorti
gajenoj in vitro gde takode dolazi do znacajnog rasta izdanaka pod uticajem visoke
temperature, dok sa druge strane kod sorte Festival takav uticaj nije primecen. Medutim,
rezultati uticaja visoke temperature na inicijaciju krtola i prinos u masi kod sorti Désirée
i Festival u uslovima in vitro, se razlikuju od rezultata dobijenih gajenjem ovih biljaka u
uslovima ex vitro. Naime, sorta Festival je u kontrolnim uslovima, kao i u uslovima
visoke temperature ex vitro, imala veci broj minikrtola i ve¢i prinos u odnosu na sortu
Désirée (Slika 26.), dok je u uslovima in vitro, sorta Désirée imala znatno veci prinos u
odnosu na sortu Festival pri kontrolnoj temperaturi. Ove razlike mogu predstavljati
rezultat toga Sto su u pitanju dva razli¢ita nacina gajenja biljaka. Dnevna temperatura od
30 °C je znatno visa od optimalne temperature za inicijaciju stolona (22-25 °C), dok je
noc¢na temperatura od 24 °C na gornjoj granici ovog temperaturnog optimuma. Uticaj
ovakvog temperaturnog rezima je bio mnogo veéi na sortu Désirée u odnosu na sortu
Festival koja je formirala 4,3 puta veci broj stolona (Slika 25.). Pored toga, sorta
Festival je imala i 2,2 puta veci broj stolona sa iniciranim minikrtolama u odnosu na

sortu Désirée u uslovima ovakvog temperaturnog rezima.
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Ahloowalia (1994) navodi da je broj dobijenih minikrtola najznacajniji
parametar prinosa tuberizacije. Kod sorti krompira Désirée i Festival gajenih ex vitro je
ustanovljeno da je ukupan broj minikrtola i proseCan broj minikrtola po biljci na
kontrolnom temperaturnom rezimu i1 na rezimu visoke temperature vec¢i kod sorte
Festival u odnosu na sortu Désirée. Naime, u kontrolnim uslovima sorta Festival je
imala 1,4 puta i u uslovima visoke temperature 1,7 puta veéi, kako ukupan broj
minikrtola, tako i prose¢an broj minikrtola po biljci, u odnosu na sortu Désirée (Slika
27. A). Ovaj rezultat pokazuje da je sorta Festival produktivnija u smislu formiranja
krtola u odnosu na sortu Désirée, kako na nizim temperaturama, tako i u uslovima

visoke temperature.

Ispitivanjem uticaja visoke temperature na distribuciju razli¢itih veli¢ina
minikrtola kod sorti krompira Désirée i Festival gajenih ex vitro, je ustanovljeno da je
najvedi uticaj visoka temperatura imala na broj minikrtola veli¢ine od 10-15 mm (Slika
27. B). Naime, kod sorte Désirée doslo je do znaGajnog smanjenja, dok je kod sorte
Festival doslo do povecanja broja minikrtola veli¢ine od 10-15 mm u uslovima visoke
temperature u odnosu na kontrolu. Ewing i Struik (1992) su pokazali da temperatura
znacajno uti¢e na raspodelu asimilata kod biljaka krompira, te da usled povecanja
temperature, transport asimilata ide ka nadzemnim delovima biljaka koji se viSe razvija,
a posledica toga je da se smanjuje veli¢ina krtola kod krompira. Tako su Jenkins i
Mahmood (2003) pokazali da temperatura iznad 23 °C favorizuje raspodelu suve
materije u listove na racun rasta krtola. Visoka temperatura koja je koris¢ena u ovoj tezi
je bila znacajno iznad 23 °C (30 °C), te je moguce da je kod sorte Désirée rast izdanka,
povecanje broja nodusa i listova, a tako i sveZze mase nadzemnog dela biljke, u uslovima
visoke temperature rezultat translokacije ugljenih hidrata iz podzemnih delova biljaka u
nadzemne, $to rezultuje u manjem prinosu po biljci kod ove sorte krompira u odnosu na
sortu Festival (Slika 27. B). Sa druge strane, kod sorte Festival biljke su bile niZzeg rasta
u uslovima visoke temperature u odnosu na kontrolu, te je tako moguce da translokacija
asimilata kod sorte Festival nije osetljiva na delovanje visoke temperature i nastavlja da

se odvija ka podzemnim delovima biljaka, u krtole, $to je uticalo na veéi prinos.
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Na osnovu dobijenih rezultata kod sorti Désirée i Festival gajenih ex vitro, moze
se potvrditi da su ove dve sorte krompira razlicite osetljivosti na delovanje visoke

temperature, sa razli¢itim tuberizacionim odgovorom na delovanje takve temperature.

5.2. Ekspresija eEF1A u uslovima toplotnog stresa

Elongacioni faktor translacije eEF1A se moze smatrati proteinom Kkoji je
povezan sa odgovorom na abioticki stres kod biljaka. Ovaj protein predstavlja
multifunkcionalni protein sa razli¢itim ulogama u ¢elijama. Osnovna uloga eEF1A u
eukariotskim ¢elijama je transport aminoacil-tRNK do mesta A na ribozomima (Berisio
i sar., 2010). Pored ove osnovne uloge, ovi proteini se mogu vezati i za denaturisane
proteine, sprecavajuci tako njihovu agregaciju, Sto ukazuje na Saperonsku aktivnost
eEF1A sli¢nu sHSP (Hotokezaka i sar., 2002). Takode, Lukash (2006) je pokazao da
obe konformacije eEF1A [zatvorena (aktivna) i otvorena (neaktivna)], sli¢no
molekularnim Saperonima, mogu vrsiti disagregaciju proteinskih agregata koji nastaju u
procesu termalne agregacije. Sa druge strane, nasuprot vaznoj ulozi u elongacionoj fazi
sinteze proteina i zastiti proteina od agregacije, eEF1A mogu imati znac¢ajnu ulogu i u
degradaciji proteina. Ustanovljeno je da eEF1A omogucava proteazomima da lakSe
prepoznaju proteine oznacene za razgradnju (Chuang i sar., 2005). lako postoji niz
studija o akumulaciji drugih elongacionih faktora ili faktora inicijacije, poput
hloroplastnog EF-Tu, elF4A i elF5A u uslovima toplotnog stresa (Fu i sar., 2012b;
Kosova i sar., 2014; Momcilovi¢ i Fu, 2014; Dutt i sar., 2015), visokom temperaturom
indukovana akumulacija eEF1A je jedino zabelezena kod pSenice (Bukovnik 1 sar.,

2009) i pirin¢a (Li i Chen, 1999; Gammulla i sar., 2011).

U ovoj tezi, prvo je analizirana ekspresija eEF1A kod razli¢itih vrsta
monokotiledonih (psSenica, kukuruz, luk) i dikotiledonih biljaka (uro¢njak, paradajz,
krompir i cvekla) gajenih ex vitro u sobi za gajenje biljaka na temeperaturi od 23 °C
(kontrola) i kasnije izlagane kratkotrajnom toplotnom stresu (postepen porast
temperature od 23-40 °C prva dva sata, 40 °C tokom 6 h). Medu analiziranim biljnim
vrstama, toplotni stres je najviSe indukovao ekspresiju eEF1A u listovima krompira i to

od 3,4 puta u odnosu na kontrolu. Kod psenice i kukuruza, zastupljenost eEF1A je bila
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povecana 1,2 puta, a povecCanje od 1,5 puta je detektovano kod cvekle u uslovima
toplotnog stresa u odnosu na kontrolu, dok se kod praziluka i uro¢njaka, ekspresija
eEF1A nije menjala pod uslovima toplotnog stresa. Na osnovu dobijenih rezultata moze
se zakljuciti da neke od ispitivanih vrsta, poput krompira, pSenice, kukuruza i cvekle,

povecavaju produkciju eEF1A u odgovoru na delovanje visoke temperature.

Ekspresija eEF1A je dalje ispitivana u mikrokrtolama i izdancima sorti Désirée i
Festival, gajenim u uslovima in vitro koji favorizuju formiranje krtola na dva
temperaturna tretmana (21 °C, kontrola i 29 °C, visoka temperatura). Kod obe sorte
krompira detektovano je slicno povecanje zastupljenost eEF1A u izdancima tokom
tretmana visokom temperaturom i to od 1,2-1,3 puta u odnosu na tretman temperaturom
od 21 °C (Slika 18. A). Pored toga, izmedju sorti Désirée i Festival nisu postojale
znacajne razlike u zastupljenosti eEF1A u izdancima, na primenjenim tretmanima. Za
razliku od zastupljenosti eEF1A u izdancima, ove dve sorte su se razlikovale u
ekspresiji eEF1A u mikrortolama na oba temperaturna tretmana (Slika 18. B). U
mikrokrtolama sorte Festival detektovano je 2,2 puta vise eEF1A u odnosu na sortu
Désirée u uslovima visoke temperature. Vazno je napomenuti da se sorta Festival
karakterisala ve¢im brojem mikrokrtola sa ve¢im precnikom i masom u poredenju sa
sortom Deésirée u uslovima visoke temperature. Ove dve sorte krompira su dalje
ispitivane i u eksperimentima ex vitro (Slike 28. i 30.). Rezultati ovih eksperimenata su
pokazali da je tretman visokom temperaturom temperaturom (30/24 °C, dan/no¢, 7
dana) imala znacajan uticaj na ekspresiju eEF1A u listovima, kao i ekspresiju ovog
proteina u stolonima i minikrtolama. Naime, sorta Festival, pored toga Sto je imala veci
prinos u masi minikrtola u uslovima visoke temperature u odnosu na sortu Désirée,
karakterisala se i visim nivoom akumulacije eEF1IA u najve¢im i najstarijim
analiziranim minikrtolama (10-15 mm) u odnosu na sortu Désirée. Interesantno je §to se
na osnovu distribucije veli¢ina minikrtola kod sorte Festival gajene ex vitro, moze videti
da je doslo do zna¢ajnog povecanja broja upravo ovih minikrtola veli¢ine od 10-15 mm
u uslovima visoke temperature u odnosu na kontrolnu (Slika 27. B). Sa druge strane,
kod sorte Désirée gajene ex vitro doslo je do znacajnog smanjenja broja ovih minikrtola

(10-15 mm) u uslovima visoke temperature u odnosu na kontrolu, a analiza
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zastupljenosti eEF1A u ovim minikrtolama je pokazala da je doslo i do smanjenja
ekspresije ovog proteina u uslovima visoke temperature u odnosu na kontrolu. Daljom
analizom zastupljenost eEF1A u stolonima kod ove dve ispitane sorte krompira gajene
ex vitro je pokazano da je kod sorte Deésirée doslo do povecanja zastupljenosti ovog
proteina u uslovima visoke temperature u odnosu na kontrolu, dok se kod sorte Festival
smanjila, a takode je nivo zastupljenosti ovog proteina bio kod sorte Désirée veci u
odnosu na sortu Festival u uslovima visoke tmeperature. Medutim, i pored toga, broj
formiranih stolona kod sorte Désirée je bio znacajno manji u uslovima visoke
temperature u odnosu na kontrolu, ali i u odnosu na sortu Festival u uslovima visoke
temperature. Sa druge strane, kod sorte Festival nije zabelezena znacajna razlika u broju
stolona izmedu dva temperaturna tretmana. Posmatrano sve zajedno, ovi rezultati
ukazuju da akumulacija eEF1A moze biti znacajna kako za formiranje, tako i1 za
uvecanje krtola krompira tokom delovanja visoke temperature, ali ne i za broj stolona.
Znacajnost ovih rezultata je dalje proverena i eksperimentima u polju kod razli¢itih sorti
krompira tokom dve uzastopne godine (2011. i 2012.). Kod ovih sorti krompira,
analizirana je ekspresija eEF1A u prvim potpuno razvijenim listovima u uslovima
visoke temperature (34-35 °C) i uslovima umerene temperature (23 °C) (Slika 33.),
Ustanovljeno da se ispitivani genotipovi krompira znaéajno razlikuju u akumulaciji
eEF1A, ali je povecanje akumulacije eEF1A u uslovima toplotnog stresa detektovano
kod svih $est sorti krompira gajenih u eksperimentalnom polju. Sorta Jelly pokazivala je
najvecu akumulaciju eEF1A od 5,5 puta pod uticajem visoke temperature u odnosu na
kontrolu, dok je sorta Marabel akumulirala najve¢u koli¢inu eEF1A tokom delovanja
visoke temperature u poredenju sa ostalim sortama krompira. Zastupljenost ovog
proteina je dalje korelisana sa visinom primarnih izdanaka, svezom nadzemnom
biomasom i parametrima prinosa: brojem krtola po biljci, masom krtola i prinosom po
plotu (Slika 35.). Znacajna pozitivna korelacija je utvrdena jedino izmedu akumulacije
prinosa po plotu, dok zastupljenost eEF1A tokom visoke temperature nije pokazala
znacajnu korelaciju sa ostalim izmerenim parametrima. Godine 2011. i 2012. su bile
ekstremno tople, leto 2012. je bilo najtoplije jo§ od 1888. kada su merenja pocela da se

beleZe u Srbiji. Prvi incident visokom temperaturom (>33 °C) u obe godine je zabeleZen
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tokom meseca juna, u periodu indukcije i inicijacije krtola. Ova prva faza tuberizacije
moze biti znacajno odloZena ili ¢ak prekinuta pod uticajem visoke temperature (Struik,
2007a). Pored toga, set krtola, kao na primer broj iniciranih krtola koji imaju sposobnost
da razviju trziSne krtole, se moze smanjiti kada temperaturni uslovi ne dozvoljavaju
razvice svih rastucih krtola. Ovi rezultati pokazuju da one sorte koje akumuliraju veéu
koli¢inu eEF1A tokom visoke temperature produkuju vise krtola i imaju eventualno

veci prinos u poredenju sa onim sortama koje znatno manje akumuliraju ovog proteina.

5.3. Karakterizacija izoformi eEF1A proteina

Detaljnija analiza eEF1 A proteina uradena je kod biljaka krompira sorte Désirée
gajenih ex vitro. Biljke su bile izloZene izrazito visokoj temperaturi od 40 °C, u trajanju
od 6 sati. Analizirana je ekspresija ovog proteina u najmladim listovima, prvim potpuno
razvijenim i najstarijim listovima (Slika 21.). Povecanje zastupljenosti ¢EF1A je
detektovano u svim analiziranim listovima krompira sorte Désirée u uslovima visoke
temperature u odnosu na kontrolu, a najvece takvo povecanje od 1.5 puta je zabelezeno
u prvim potpuno razvijenim i najstarijim listovima. U mladim listovima koji se jo$
razvijaju, zastupljenost ovog proteina je bila najveca na kontrolnoj temperaturi u odnosu
na ostale ispitane listove, a u uslovima visoke temperature je doSlo do najmanje
indukcije ekspresije u odnosu na kontrolu. Ovakav rezultat za mlade listove je bio i
ocekivan, s obzirom da se u njima odigrava znacajna sinteza proteina, a eEFIA je
neophodan za odigravanje datog procesa. Kako je elongacioni faktor eEF1A jedan od
najzastupljenijih proteina u eukariotskim ¢elijama, ¢iji je udeo od 3-10% od ukupnih
solubilnih proteina (Merrick, 1992), povecanje njegove zastupljenosti od 1,1 puta koliko
je bilo u najmladim listovima do 1,5 puta u prvim potpuno razvijenim listovima i
najstarijim listovima u uslovima visoke temperature u odnosu na kontrolu predstavlja
znacajnu promenu u koli¢ini ukupnih proteina u biljnim ¢elijama krompira. Sli¢no
povecanje zastupljenosti od 1,7 puta u uslovima visoke temperature u odnosu na
kontrolu, detektovano je i u prvim potpuno razvijenim listovima biljaka sorte Desiree

gajenih u eksperimentalnom polju.
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2D-imunoblot analizom proteina iz prvih potpuno razvijenih listova krompira
sorte Désirée gajene ex vitro izlagane temperaturi od 40 °C u trajanju od 6 h je
pokazano da postoji 7-8 proteinskih tacaka/izoformi eEF1A (Slika 22.). Kiselu grupu
ovih proteinskih tacaka ¢ija je pl vrednost u opsegu od 6-7, ¢ine 5 izoformi proteina,
dok baznu grupu (pl 8,8-9,5) ¢ine 2-3 izoforme. lzoforme proteina iz bazne grupe su
mnogo vise zastupljene u listovima biljaka koje su bile izlozene visokoj temperaturi, $to
ukazuje na to da su ove proteinske forme inducibilne u uslovima kratkotrajnog
toplotnog stresa. 2D-imunoblot analiza eEF1A proteina kod sorte Désirée gajene u
polju, je pokazala da takode dolazi do akumulacija dve bazne izoforme/polipeptida
(Slika 34.). Kod drugih sorti krompira gajenih u polju, kao na primer kod sorte Agria,
detektovano je da u listovima dolazi do akumulacije jedne bazne izoforme, dok kod
sorte Marabel, dolazi do izrazitog povecanja zastupljenosti ¢ak tri bazne izoforme. Kod
eukariotskih organizama, protein eEF1A je bazni protein, a njegova pl vrednost iznosi
od 9,1-9,7 (Norbeck i Blomberg, 1997; Infante i sar., 2008). IzraCunata pl vrednost
eEF1A kod sorte krompira Désirée koris¢enjem izvedene aminokiselinske sekvence
(GenBank CAD60652.1) 1 unapredenog algoritma Kozlowski (2007) iznosi 9,3. Ova
izraCunata vrednost je u opsegu pl vrednosti eEFIA bazne grupe utvrdene
eksperimentalnim radom u ovoj tezi. S obzirom da je aminokiselinska sekvenca eEF1A
visoko ocuvana, postojanje dodatnih izoformi moZe biti posledica posttranslacionih
modifikacija. Najucestalija posttranslaciona modifikacija eEF1A je fosforilacija
serin/treonin kinazama (Sasikumar i sar., 2012) koja dovodi do pomeranja proteina ka
kiselim pl vrednostima. Zabelezeno je da samo jedna fosforilacija moze tako smanjiti pl
vrednost proteina za 1-2 pH jedinice (Yamagata i sar., 2002). Protein eEF1A moze biti
fosforilisan na viSe mesta (Chang i Traugh, 1998), sto bi rezultovalo u pojavljivanju
nekoliko izoformi koje se medusobno razlikuju po broju fosfoserina ili fosfotreonina, a

samim tim i po pl vrednostima.

5.4. Uticaj visoke temperature na ekspresiju HSP-a

Brz odgovor biljaka na delovanje toplotnog stresa podrazumeva sintezu HSP-a,
poput HSP101, HSP70 i sHSP (Kotak i sar., 2007). Proteini toplotnog stresa male
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molekulske mase, SHSP, deluju kao molekularni $aperoni koji se vezuju za delimi¢no
odvijene proteinske supstrate i sprecavaju njihovu nepovratnu termalnu agregaciju, dok
su HSP100 molekularni Saperoni ukljuceni u disagregaciju nerastvornih proteinskih
agregata i/ili razgradnju nepovratno o$te¢enih polipeptida (Doyle i Wickner, 2009;
Doyle i sar., 2013). U ovoj tezi su analizirane citosolna klasa | HSP17.6 proteina i
citosolni HSP101/ClpB proteini u izdancima i mikrokrtolama kod dve sorte krompira,
Desiree i Festival, gajene in vitro koje se razlikuju u tuberizacionom odgovoru na
visoku temperaturu (29 °C) (Slike 19. i 20.). Klasa | citosolnih sHSP-a u uslovima
toplotnog stresa kod biljaka se eksprimira ve¢ nakon par sati izlaganja stresu i zajedno
sa klasom II ¢ini preko 1% od ukupnih proteina u ¢eliji (DeRocher i sar., 1991; van
Montfort i sar., 2001; Basha i sar., 2010). U uslovima toplotnog stresa, takode su
znacajni i HSP101/ClpB proteini, naroCito za disagregaciju citosolnih sHSP i
denaturisanih proteina sa kojima su oni interagovali (McLoughlin i sar., 2016). Queitsch
i sar. (2000) su pokazali kod transgenih biljaka A. thaliana da se tolerancija ovih biljaka
prema toplotnom stresu menja sa nivoom zastupljenosti HSP101, $to ukazuje na

znacajnu ulogu ovih proteina u termotoleranciji kod biljaka.

U ovoj tezi, akumulacija HSP17.6-Cl nije detektovana niti u analiziranim
mikrokrtolama, niti u izdancima, kod obe ispitane sorte krompira pri kontrolnoj
temperaturi od 21 °C. Medutim, akumulacija ovih citosolnih proteina je bila indukovana
visokom temperaturom (29 °C) u izdancima i mikrokrtolama i detektovana je kod obe
sorte krompira pri ovom temperaturnom tretmanu. Slican nivo uvecanja zastupljenosti
je detektovan i za HSP101 u izdancima kod obe sorte krompira nakon 30 dana izlaganja
visokoj temperaturi. U poredenju sa sortom Désirée, sorta Festival akumulirala je 1,5 i
1,2 puta vecu koli¢inu HSP17.6 i HSP101 u izdancima na tretmanu visokom
temperaturom, tim redosledom. Sa druge strane, akumulacija HSP17.6 u mikrokrtolama
kod sorte Désirée je bila 3,2 puta veca u poredenju sa sortom Festival pri visokoj
temperaturi (29 °C), dok su obe sorte akumulirale sli¢énu koli¢inu HSP101 u
mikrokrtolama pri navedenom tretmanu. Ovi rezultati sugeriSu da su i HSP100 i sHSP
proteini od kljucnog znacaja za sticanje termotolerancije kod visih biljaka. Hong i

Vierling (2000) analiziraju¢i hot 1 mutante A. thaliana su pokazali da mutacija u genu

114



Diskusija

koji kodira protein HSP101 znacajno smanjuje mogucnost klijanaca da steknu
termotoleranciju. Studija na genu koji kodira HSP17.7 kod Sargarepe (DcHSP17.7) je
pokazala da prekomerna ekspresija DcHSP17.7 poveéava termotoleranciju Sargarepe
(Malik 1 sar., 1999), dok unoSenje ovog istog gena u genom krompira povecava
stabilnost celijskih membrana, kao i formiranje krtola u in vitro uslovima tokom
dugotrajnog TS-a (Ahn i Zimmerman, 2006). U ovoj tezi, znacajno veéi nivo
akumulacije HSP17.6-CI kod sorte Désirée u mikrokrtolama nije poboljSao proces
tuberizacije u uslovima visoke temperature u poredenju sa sortom Festival. Medutim
kako su ovi proteini koris¢eni kao markeri toplotnog stresa, moze se jasno zakljuciti da

je primenjena temperatura od 29 °C predstavljala toplotni stres kod obe sorte krompira.

Analiza ekspresije proteina HSP17.6 i HSP101 je uradena i na biljkama
krompira, sorte Désirée i Festival, koje su bile gajene u uslovima ex vitro. Imunoblot
analiza ekspresije HSP17.6 u listovima i podzemnim vegetativnim organima (stolonima,
stolonima sa iniciranim minikrtolama i u minikrtolama razliCite starosti) kod sorti
Désirée i Festival nakon izlaganja visokoj temperaturi (30/24 °C, dan/no¢) je pokazala
da je u uslovima visoke temperature doSlo do znacajne akumulacije ovog proteina
(Slika 29. A i 31.). Sa druge strane, u kontrolnim uslovima (20/18 °C, dan/no¢), nije
detektovana zastupljenost ovog proteina u analiziranim listovima ili podzemnim
vegetativnim organima ni kod jedne ispitivane sorte krompira. Veca akumulacija
HSP17.6 je detektovana kod obe sorte krompira u najmladim listovima koji se jo$
razvijaju u odnosu u odnosu na potpuno razvijene listove u uslovima toplotnog stresa. U
ovim listovima je sorta Festival imala vecu zastupljenost HSP17.6 u odnosu na sortu
Désirée, dok je nivo ovog proteina u prvim potpuno razvijenim listovima bio sli¢an
medu ispitivanim sortama u uslovima toplotnog stresa. Dalja analiza zastupljenosti
HSP17.6 u podzemnim vegetativnim organima je pokazala da je doslo do znacajno vece
akumulacije ovog proteina kod sorte Désirée u odnosu na sortu Festival i to u starijim
minikrtolama veli¢ine od 5-10 i 10-15 mm. Takode je zapazeno da sa staro$¢u
minikrtola kod sorte Désirée dolazi do povecanja ekspresije HSP17.6 u uslovima visoke
temperature, dok je takav odgovor kod sorte Festival bio suprotan, odnosno da sa

staroS¢u minikrtola, nivo ovog proteina opada u uslovima visoke temperature. Pored
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analize zastupljenosti HSP17.6, analizirana je i zastupljenost HSP101 u listovima
razli¢itih starosti i U podzemnim vegetativnim organima u uslovima visoke temperature,
te je tako ustanovljeno da je doslo do znacajnog povecanja njegove ekspresije u
uslovima visoke temperature u odnosu na kontrolu kod obe ispitivane sorte krompira
(Slika 29. B i 32.). Imunoblot analiza zastupljenosti HSP101 u listovima je takode
pokazala da je doslo do vece zastupljenosti ovog proteina u mladim listovima u odnosu
na starije u uslovima toplotnog stresa kod obe sorte krompira, $to ukazuje da na
zastupljenost ovih proteina ve¢i uticaj ima sama faza razvica listova, a manji toplotni
stres. Za razliku od poveéanja ekspresije proteina HSP17.6 koje prati starost minikrtola,
nivo proteina HSP101 ostao je na sli¢cnom nivou u uslovima visoke temperature u svim
analiziranim minikrtolama kod sorte Désirée. Sa druge strane, kod sorte Festival gajene
ex vitro, doslo je do blagog pada u zastupljenosti proteina HSP101, u uslovima visoke
temperature, kod najstarijih minikrtola (10-15 mm), a sli¢na koli¢ina ovog proteina
detektovana je u minikrtolama iste starosti kod sorte Désirée na istom temperaturnom
tretmanu. Pored toga, u kontrolnim uslovima, ovaj protein je bio prisutan kod obe sorte
krompira, $to ukazuje, kao i kod biljaka krompira gajenih in vitro, da je protein HSP101
konstitutivno eksprimiran. Kao i u uslovima in vitro, tako i u uslovima ex vitro,
znacajno veca akumulacija HSP17.6 u minikrtolama sorte Désirée u uslovima visoke
temperature, nije dovela i do veceg prinosa ove sorte. Analiza ekspresije HSP17.6 u
stolonima je pokazala da je sorta Désirée manje akumulirala ovog proteina u odnosu na
sortu Festival, a viSe je akumulirala HSP101, u uslovima visoke temperature. Na osnovu
rezultata ekspresije HSP-a u listovima, stolonima i minikrtolama sorti Désirée i Festival,
moze se zakljuciti da je primenjeni temperaturni rezim 30/24 °C, dan/no¢ kod biljaka

koje su rasle ex vitro, predstavljao toplotni stres.

5.5. Uticaj visoke temperature na ekspresiju eEF1A gena

Kod biljaka, eEF1A je kodiran od strane multigenske familije koja se sastoji od
4-20 gena (Momcilovi¢ 1 Fu, 2014). Analiza genomske DNK tretraploidnih sorti
krompira uradene u ovoj tezi je pokazala postojanja eEF1A genske familije koja se

sastoji od 6-10 gena (Slika 36.). Tri sorte krompira (Carrera, Désirée i Laura) poseduju
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9 hibridizacionih traka nakon restrikcione digestije enzimom HindlIll. Ovi rezultati su u
slaganju sa prethodnim nalazima Costa i sar. (2009) na sorti krompira Désirée. Najveéi
broj ovih traka, od ¢ak 10, je detektovan kod sorte Marabel, §to ukazuje na postojanje
dodatnih eEF1A kopija i ¢ime se moze objasniti pojava dodatnih baznih izoformi
eEF1A u uslovima visoke temperature u poredenju sa sortama Agria i Désirée. Sest
sekvenci eEF1A gena pronadenih u genomskoj bazi S. tuberosum grupe Phureja duplog
monoploida pokazuju visok stepen homologije sa StEF-1a-412 bp probom S$to ukazuje
na znacajno variranje broja genskih kopija eEF1A izmedu razlic¢itih grupa/sorti S.

tuberosum (Slika 37. i 38.).

Zanimljivo je da je ekspresija gena koji kodiraju inicijalni faktor 5A3 i protein
slican elongacionom faktoru translacije eEF1A kod krompira, indukovana tokom duzeg
izlaganja ovih biljaka visokom temperaturom od 35 °C, u trajanju od 48 h (Gangadhar i
sar., 2014). Ovaj rezultat ukazuje na to da sinteza proteina moze biti odgovor na duze
izlaganje biljaka krompira visokoj temperaturi. Povecanje ekspresije gena koji kodiraju
eEF1A je zabelezeno samo kod nekoliko biljnih vrsta nakon izlaganja niskim
temperaturama, susi, solima ili osmotskom stresu (Dunn 1 sar., 1993; Berberich 1 sar.,
1995; Li i Chen, 1999; Chung i sar., 2009; Costa i sar., 2010; Ambrosone i sar., 2013).
Kod krompira, ekspresija pojedinih eEF1A gena moze biti indukovana, pojacana ili
smanjena, ali i ostati nepromenjena pod uticajem visoke temperature, $to zavisi od sorte
(Slika 42.). Odredivanjem apsolutnog broja transkripta gena eEF1A, ustanovljeno je da
dolazi do njihovog znacajnog smanjenja i to kod 10 od 11 analiziranih transkripata kod
sorte krompira Désirée u uslovima toplotnog stresa u odnosu na kontrolu. Najvece
smanjenje zastupljenosti u uslovima toplotnog stresa, u iznosu od 75,3 puta,
ustanovljeno je za transkript eEF1A-3 kod sorte Désirée. Smanjenje zastupljenosti
transkripta gena koji kodiraju eEF1A rezultuje u manjoj zastupljenosti proteina eEF1A
u uslovima toplotnog stresa kod ove sorte krompira. I kod sorte Festival, uo¢eno je da
dolazi do smanjenja zastupljenosti pojedinih transkripata, i to eEF1A-11 i eEF1A-5 od
1,8 puta, ali i povecéanja zastupljenosti jednog transkripta, eEF1A-1, od 1,9 puta u
uslovima visoke temperature. Medutim, kod ove sorte krompira zabeleZena je izuzetna

inducibilnost gena koji kodira transkript eEF1A-12, te je zastupljenost ovog transripta
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bila 2342,9 puta veca u uslovima visoke temperature. Ovaj rezultat ukazuje na to da
ekspresija gena koji kodira transkript eEF1A-12 najvise doprinosi povecanju
zastupljenosti eEF1A proteina u uslovima visoke temperature kod sorte Festival u
odnosu na ostale analizirane gene, $to otvara moguénost za njegovo KoriS¢enje u
kreiranju novih, termotolerantnih sorti krompira putem klasi¢nih metoda selekcije i

metoda genetickog inzenjeringa.
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6. Zakljucdci
Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

e Nakon 30 dana izlaganja razli¢itih sorti krompira temperaturnim tretmanima od
21 °C i 29 °C, u tuber-indukuju¢im uslovima in vitro, ustanovljeno je da na
prezivljavanje eksplantata sorta/genotip krompira je imala veéi uticaj nego
visoka temperatura.

e Visoka temperatura (29 °C) je negativno uticala na inicijaciju mikrokrtola, a
pozitivno na rast izdanaka kod pojedinih sorti krompira koje su gajene u tuber-
indukujuc¢im uslovima in vitro. Kod sorte Liseta, visoka temperatura je dovela
do smanjenja broja iniciranih mikrokrtola u odnosu na broj iniciranih na
temperaturni tretman od 21 °C, a na rast izdanaka nije imala uticaja, dok kod
sorte Arnova, visoka temperatura je najvise uticala na rast izdanaka, ali ne i na
inicijaciju mikrokrtola. Kod sorti Agria i Désirée, visoka temperatura je imala
znaCajan uticaj na rast izdanaka i na inicijaciju mikrokrtola, dok kod sorti
Festival i Cleopatra nije ustanovljen uticaj na date procese. Na osnovu ovih
rezultata, moze se zakljuéiti da inicijacija mikrokrtola kod sorti Festival i
Cleoptra, nije osetljiva na delovanje visoke temperature, Sto nije slucaj 1 kod
sorti Liseta, Agria i Désirée. Kako je kod sorte Désirée, visoka temperatura
dovela je do najvec¢eg smanjenja broja mikrokrtola, mozZe se smatrati da je faza
inicijacija mikrokrtola, kod ove sorte krompira, najosetljivija na delovanje
visoke temperature u odnosu na ostale in vitro ispitivane sorte krompira.

e Kod dve odabrane sorte krompira sa razli¢itim tuberizacionim odgovorom,
Désirée i Festival, ustanovljeno je da je visoka temperatura (29 °C) uticala na
rast mikrokrtola samo kod sorte Désirée, §to se ogledalo u smanjenju mase,
dijametra i prinosa po bocici U odnosu na temperaturni tretman od 21 °C. Ovi
rezultati pokazuju da je rastenje (nalivanje) mikrokrtola kod sorte Désiree
podloznije uticaju visoke temperature nego kod sorte Festival. Takode, kod obe
sorte krompira, visoka temperatura je uticala na prekid dormancije mikrokrtola,

promovisuci rastenje apikalnog pupoljka i razvi¢e izdanaka.
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Zakljucci

Rezultati dobijeni u experimentima in vitro, pokazuju da razliCite
sorte/genotipovi krompira imaju razliite optimalne temperaturne opsege za
prezivljavanje eksplantata, rast izdanaka, inicijaciju i rast mikrokrtola.

Analiza ekspresija eEF1A u mikrokrtolama i izdancima dve sorte krompira,
Désirée i Festival koje su rasle u tuber-indukuju¢im uslovima in vitro, je
pokazala da sorta Festival akumulira 2,2 puta vise ovog proteina u
mikrokrtolama u uslovima visoke temperature (29 °C) u odnosu sortu Désirée,
Sto ukazuje na mogucu ulogu ovog proteina u ublazavanju negativnog uticaja
visoke temperature na inicijaciju i rast mikrokrtola.

Na osnovu rezultata imunoblot analize ekspresije HSP17.6 i HSP101, koji su
kori$éeni kao proteinski markeri toplotnog stresa, u izdancima i mikrokrtolama
krompira sorti Désirée i Festival gajenih u tuber-indukuju¢im uslovima in vitro,
je ustanovljeno da je temperatura od 29 °C predstavljala toplotni stres za
ispitivane sorte krompira.

Veca zastupljenost eEF1A u uslovima toplotnog stresa u veéim i starijima
minikrtolama kod sorte Festival u odnosu na kontrolu, kao 1 zna€ajno veci broj
ovih minikrtola u uslovima toplotnog stresa u odnosu na kontrolu, ukazuje na
znacajnu ulogu proteina eEF1A u smanjenju negativnog uticaja toplotnog stresa
na inicijaciju minikrtola. Da je protein eEF1A znacajan u formiranju broja
minikrtola u uslovima visoke temperature, potvrduje i1 imunoblot analiza
njegove zastupljenosti kod sorte Désirée. Naime, kod ove sorte krompira je
ustanovljeno smanjenje broja minikrtola u uslovima visoke temperature u
odnosu na kontrolu, ali isto tako i manja zastupljenost eEF1A u minikrtolama u
uslovima toplotnog stresa u odnosu na kontrolu.

Na osnovu rezultata imunoblot analize ekspresije HSP17.6 i HSP101, koji su
koris¢eni kao proteinski markeri toplotnog stresa, u listovima, stolonima i
minikrtolama krompira sorti Désirée i Festival gajenih u uslovima ex vitro, je
ustanovljeno da je koriS¢eni temperaturni rezim 30/24 °C, dan/no¢, predstavljao

toplotni stres za ove sorte krompira.
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Zakljucci

Pozitivna korelacija ustanovljena je izmedu nivoa zastupljenosti eEF1A tokom
visokih temperatura kod razliitih sorti krompira gajenih u eksperimentalnom
polju i broja krtola i prinosa iz proseka dve ekstremno tople godine, Sto
potvrduje znacajnost ovog proteina u ublazavanju negativnog uticaja toplotnog
stresa na proces tuberizacije kod krompira. Drugim re¢ima, one sorte koje su
akumulirale viSe eEF1A tokom delovanja visoke temperature, su na kraju imale
1 veci prinos.

Kod krompira eEF1A se sastoji od viSe proteinskih izoformi, a povecanju
zastupljenosti eEF1A najvise doprinose od 2-3 polipeptida/izoforme iz bazne
grupe.

Genomska analiza tetraploidnih komercijalnih sorti krompira je pokazala
postojanje eEF1A genske familije koja se sastoji od 6 ili viSe genskih kopija.
Ekspresija pojedinih genskih kopija je inducibilna ili regulisana visokom
temperaturom. Kvantitativnim PCR-om je ustanovljeno da dolazi do povecanja
ekspresije gena kome odgovara transkript eEF1A-1, a da je gen ¢iji je transkript
eEF1A-12 izuzetno inducibilan u minikrtolama, u uslovima toplotnog stresa kod
sorte Festival, dok je na osnovu analize ostalih transkripta kod ove sorte
ustanovljeno blago smanjenje zastupljenosti transkripta (eEF1A-5 i eEF1A-11)
ili nije doSlo do znaCajne promene u zastupljenosti. Medutim, povecanje
zastupljenosti transkripta eEF1A-12 od 2342,9 puta u uslovima toplotnog stresa,
najvise doprinosi povecanju zastupljenosti eEF1A proteina u minikrtolama. Kod
sorte Désirée, na osnovu analize eEF1A transkripata se moze zakljuditi da
visoka temperatura negativno reguliSe ekspresiju gena koji kodiraju protein
eEF1A, §to ima za posledicu 1 manju zastupljenost ovog proteina u uslovima
visoke temperature u minikrtolama.

Gen koji kodira transkript eEF1A-12 je izuzetno inducibilan u uslovima
toplotnog stresa kod sorte Festival i verovatno ima glavni uticaj na akumulaciju
eEF1A proteina u krtolama, Sto otvara moguénost za njegovo koriSéenje u
kreiranju novih, termotolerantnih sorti krompira putem klasi¢nih metoda

selekcije ili metoda genetickog inZzenjeringa.
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