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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Mare Merlak, naslova

PRIRODNI MEHANIZMI | GENETICKE MODIFIKACIJE ZA OTPORNOST BILJAKA NA SUSU

Susa je jedan od vaznih abiotskih stresova i ozbiljna ekoloSka prepreka pri razvoju biljaka jer
utje¢e na gubitak prinosa. Tolerantnost na susu kod biljaka je kompleksno svojstvo nekih
vrsta i genotipova, te ga se moZe opisati kao sposobnost biljke da zadrzi stabilan i visoki
prinos bez obzira na nepovoljne okolinske uvjete. Razlikujemo tri mehanizma :za
prevladavanje suse kod biljaka: (1) mehanizam bijega od suse, (2) mehanizam izbjegavanja
suSe, (3) mehanizam tolerantnosti na susu. Geneticka transformacija biljaka genima koji
omogucéuju poja¢ano nakupljanje osmolita je efikasna strategija kojom se moZe postici
tolerantnost biljaka na stres. Dvije tehnike koje se najceSée primjenjuju za geneticke
modifikacije biljnih stanica su modifikacija pomocu bakterije Agrobacterium tumefaciens i
metoda bombardiranjem cesticama. Ukupno su tri biljne vrste geneticki modificirane za
tolerantnost na susu registrirane u bazi priznatih (odobrenih) geneticki modificiranih biljaka
(GM Approval Database). To su na susu tolerantni GM kukuruz, soja i Secerna. Medutim,
samo su kukuruz i soja komercijalizirani. GM Secerna trska tolerantna na susu jos$ je u fazi
ispitivanja. Kukuruz, pod nazivom Genuity DroughtGard, je prvi komercijalizirani geneticki
modificiran usjev tolerantan na susu, a komercijaliziran je 2013. g u SAD-u. Verdeca HB4
soybean je geneticki modificirana soja koja je komercijalizirana 2015. g u Argentini.

Kljucne rijeci: susa, mehanizmi tolerantnosti na susu, geneticke modifikacije, kukuruz, soja



Summary

Of the master’s thesis — student Mara Merlak, entitled

NATURAL MECHANISM AND GENETIC MODIFICATION FOR DROUGHT TOLERANCE IN
PLANTS

Drought is one of the major abiotic stresses and it is severe ecological obstacle in plant
development because it causes loss in yield. Drought tolerance is a complex trait of some
plant species and genotypes and it can be described as ability for stable and high yield no
matter of unfavourable weather conditions. We can differentiate three mechanisms for
preventing plant drought : (1) drought escape, (2) drought avoidance, (3) drought tolerance.
Genetic transformation of plants with genes that enable increased accumulation of
osmolytes is efficient strategy with which stress tolerance can be achieved. Two techniques
can be used in genetic engineering, first one is with bacteria Agrobacterium tumefaciens and
the other one is biolistic method. A total of three plant species genetically modified for
drought tolerance were registered in the GM Approval Database. These are drought tolerant
GM corn, soybean and sugar cane. However, only corn and soybean are commercialized. GM
drought tolerant sugar cane still undergoes the testing phase. Genuity DroughtGard corn
was the first genetically modified crop that is commercialized 2013. in USA. Verdeca HB4
soybean is genetically modified soybean which was commercialized 2015. in Argentina.

Keywords: drought, drought tolerance mechanisms, genetic modification, corn, soybean



1. Uvod

Susa je jedan od vaznih abiotskih stresova i utjece na proizvodnju hrane u cijelom svijetu.
MozZemo je definirati kao produljeni izostanak ili naglaseni deficit oborine na nekom
podrucju. Ovisno o koristenim kriterijima razlikujemo tri tipa suse (Dai, 2011): (1)
agronomska susa, (2) meteoroloska susa, (3) hidroloska susa. Kratkotrajan manjak vode u
razdoblju od nekoliko tjedana u povrsSinskom sloju tla, koji se dogada u kriticno vrijeme za
razvoj biljaka, moZe uzrokovati agronomsku susu. Agronomska susa dovodi do redukcije
rasta biljaka i smanjenih prinosa. Visoke temperature, niska relativna vlaznost zraka i vjetar
pojadavaju negativne posljedice agronomske suSe. Meteoroloska susa uzrokovana je
smanjenom koli¢inom oborine u odnosu na visegodisnji prosjek ili potpunim izostankom
oborine u odredenom vremenskom razdoblju. MoZe se naglo razviti i naglo prestati.
Metoroloska suSa prethodi i uzrokuje druge tipove suSe. Deficit oborina u duljem
vremenskom razdoblju utjece na povrSinske i podzemne zalihe vode: na protok vode u
rijekama i potocima, na razinu vode u jezerima i na razinu podzemnih voda. Kada se protoci i
razine smanje govori se o hidroloskoj susi. Pocetak hidroloske suse moZe zaostajati nekoliko
mjeseci za po¢etkom meteoroloske suse, ali mozZe i trajati i nakon zavrSetka meteoroloske
suse.

Cesta i jaka suda u kombinaciji s visokim temperaturama prepoznata je kao potencijalni
utjecaj globalnog zagrijavanja na poljoprivredu. Susa kao i ostali abiotski stresovi ¢ini najveée
ograniéenje u biljnoj proizvodnji te uz sve izrazenije globalne klimatske promjene situacija se
pogorsava. Deficit vode je ozbiljna ekoloska prepreka pri razvoju biljaka jer utjece na gubitak
prinosa. Susa predstavlja ozbiljnu prijetnju sigurnosti hrane te je tako u proslosti bila
katalizator velikih gladi.

Tolerantnost na susu kod biljaka je kompleksno svojstvo nekih vrsta i genotipova, a odreduju
ga razne morfoloske i fizioloske karakteristike. MoZe ga se opisati kao sposobnost biljke da
zadrzi stabilan i visoki prinos bez obzira na nepovoljne okolinske uvjete (Keresa i sur. 2008).
Razlikujemo tri mehanizma za prevladavanje suSe kod tolerantnih genotipova: (1)
mehanizam bijega od suSe, Sto biljka postiZze ranijim dozrijevanjem, (2) mehanizam
izbjegavanja suse, koji se postize zatvaranjem puci, (3) mehanizam tolerantnosti na susu, do
kojega dolazi pri pojacanom nakupljanju osmolita.

NuZno je poboljsati otpornost biljaka na susu, ali trenutno ne postoje ekonomski odrZiva
tehnoloska sredstva koja bi olakSala proizvodnju usjeva u uvjetima suSe. Medutim, razvoj
biljaka tolerantnih na susu moze biti obecdavajudi pristup koji ispunjava svjetske potrebe za
hranom. Razvoj biljaka otpornijih na susu zahtijeva poznavanje fizioloSkih mehanizama biljke
jer se reakcije biljaka na susu manifestiraju prvo promjenama u fizioloskim procesima.
Mehanizmi za postizanje tolerantnosti biljaka na razlic¢ite abiotske stresove su sli¢ni jer svi
abiotski stresovi za posljedicu imaju isti fizioloski efekt - dehidraciju citoplazme. Biljke u
uvjetima stresa nakupljaju osmolite koji smanjuju osmotski potencijal i Stite proteine od
dentauracije. Sposobnost nakupljanja osmolita kod biljaka razlikuje se od vrste do vrste, od



genotipa do genotipa. Geneti¢cka transformacija biljaka genima koji vode poja¢anom
nakupljanju pojedinih osmolita mozZe biti efikasna strategija u postizanju tolerantnosti biljaka
na stres.

1.1. Ciljrada

Cilj ovog rada je prouciti i sistematizirati dostupnu znanstvenu literaturu o mehanizmima
tolerantnosti biljaka na susu te opisati primjere geneti¢ki modificiranih biljaka s poboljSanim
svojstvom tolerantnosti.



2. Pregled literature

2.1. Mehanizmi tolerantnosti na susu

Otpornost na susu je sposobnost biljke da raste, cvjeta te daje ekonomski zadovoljavajuci
prinos u uvjetima nedostatka vode. Deficit vode utje¢e na odnos biljaka s vodom na razini
stanice, tkiva i organa, uzrokujuéi specificne i nespecifiéne reakcije, reakcije ostecenja i
prilagodbe (Beck i sur., 2007). Biljke su razvile niz mehanizama na morfoloskoj, fizioloskoj,
biokemijskoj, stani¢noj i molekularnoj razini pomocéu kojih prevladavaju nedostatak vode, tj.
suSu. Fang i Xiong (2015.) podijelili su otpornost biljaka na susu u 4 osnovne kategorije:
izbjegavanje suSe (Drought avoidance; DA), tolerantnost na susu (Drought tolerance; DT),
bijeg od suse (Drought escape; DE), oporavak od suse (Drought recovery; DR). Razne osobine
biljaka povezane sa suSom, uklju¢uju¢i osobine korijena, osobine lis¢a, osmotsko
prilagodavanje, vodni potenijal, sadrzaj ABA i stabilnost stanicne membrane, koriSteni su kao
pokazatelji za ocjenu otpornosti biljaka na susu.

2.1.1. Mehanizam izbjegavanja suse (DA; Drought avoidance)

Izbjegavanje suSe je mehanizam kojim biljka odrzava visoki vodni potencijal u prisutnosti
nestasice vode tj. sposobnost biljke da odrzava temeljne fizioloske procese u uvjetima blage
ili umjerene suse prilagodavanjem odredenih morfoloskih struktura ili brzine rasta kako bi se
izbjegli negativni udinci uzrokovani stresom suse. Kod mehanizma izbjegavanja suse biljke
koriste tri strategije: (1) smanjenje gubitka vode zatvaranjem pudi, uvijanjem liséa i
povecanim nakupljanjem epikutikularnog voska na povrsini listova (npr. kod lucerne) (Zhang
i sur. 2005.), (2) povecanjem sposobnosti unosa vode putem dobro razvijenog korijenskog
sustava (dubok korijen, odnos korijena/izdanka) (Tardieu 2013.) i poboljSanjem sposobnosti
skladiStenja vode u odredenim organima, (3) ubrzanjem ili usporavanjem prelaska iz
vegetativne u generativhu fazu. Kod ovog mehanizma pokazatelji se obi¢no odnose na
odrzavanje vlage u biljci, unos vode te iskoriStavanje te vode.

Modulacija grade korijenskog sustava

Biljke dobivaju vodu i hranjive tvari iz tla putem korijenskog sustava i zato korijenov sustav
ima bitnu ulogu u reakciji na stres koji je uzrokovan nestasicom vode (Fang i Xiong, 2015).
Biljke svojim prostranim korijenjem i dubinom ukorjenjavanja mogu odrzavati veci vodni
potencijal i duZe trajanje transpiracije u uvjetima suse Sto osigurava daljnji rast i razvoj (Hu i
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Xiong, 2014). Na duljinu prodiranja, tezinu, obujam i gusto¢u korijena, osim vrste biljke,
utjecaj ima takoder i dubina i vlaZnost tla. Pronadena je pozitivha povezanost izmedu
sposobnosti penetracije korijena i stupnja otpornosti na susu kod Phaseolus acutifolius
(Mohamed i sur. 2002.). U suhim podrucjima sadnice drvenastih biljaka imaju okomite
korijene deset puta duZe od visine biljke iznad tla. U uvjetima nestasice vode biljke se
dinamicki prilagodavaju i modificiraju gradu korijena ovisno o vrsti. U pocetnim stadijima
suSe biljke imaju specifiénu odliku pojacati rast korijena kako bi doprijele do raspoloZive vode
na veé¢im dubinama (Hu i Xiong, 2014). Takoder, kako su pronasli Hazman i Brown (2018) za
rizu, biljke u uvjetima suSe mogu pojacano granati korijenje na ve¢im dubinama gdje je voda
jo$ dostupna (Slika 1.2.). Fang i sur. (2017) pronasli su kod pSenice pozitivhu korelaciju
izmedu bocnog grananja korijenja u dubljim slojevima tla (20-60 cm) i prinosa. Isti autori
navode da (razvoj bocnog korijenja) u plicim slojevima tla (0-20 cm) moze, medutim,
negativno utjecati na prinos kod pSenice jer biljka trosi resurse na razvoj korijena u zoni gdje
vlada jak deficit vode tijekom suSe, a na Stetu razvoja nadzemnog dijela biljke i prinosa.
Ozbiljna nestasSica vode moZe smanjiti izduZivanje korijena (Slika 1.2.), grananje i formiranje
kambijskog sloja, a vrhovi korijena biljaka koje rastu u susnom tlu postaju plutasti. Osim vode
u tlu, na rast korijena utje¢u voda i stanje nutrijenata u zra¢nom dijelu biljke. U uvjetima suse
Cesto se primjecuje povecani omjer korijena i izdanaka (root/shoot ratio) (Wu i Cosgrove,
2000).
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Slika 1.2.: Prikaz apikalnog dijela (20 vrsnih cm) korijena rizZe Cetiriju sorata u uvjetima dobre opskrbe tla vodom
i ustresu suse
Izvor: Hazman i Brown (2018)



Osobine lis¢a

Uz modulaciju grade korijena, morfoloske i fizioloSke reakcije liS¢a na stres su kljune za
smanjenje gubitka vode i za ucinkovitost upotrebe vode (Fang i Xiong, 2015). Kada biljke
osjete nedostatak vode, njihovo lis¢e pada ili se uvija (Slika 2.2.) zbog nedostatka turgora u
stanici te se taj fenomen zove uvenuce. To je pasivni pomak lis¢a biljke paralelno sa smjerom
upada suncevog zracenja u svrhu sprec¢avanja prekomjerne transpiracije za vrijeme stresnog
perioda, nestasice vode. Istrazivanja su pokazala da biljke koje imaju zakasnjelo pomicanje
liS¢a u stresnim uvjetima suSe imaju sposobnost odrzavanja turgora liS¢a poveéavanjem
unosa vode (korijen) ili osmotskom regulacijom, dok biljke koje ranije uvijaju lis¢e kad
nastupi susa, pokazuju zapravo da su na nju osjetljivije (Lu i sur., 2011.). To potvrduju i
istrazivanja Effendi i sur. (2016) koji navode da je rano uvijanje listova proucavanih hibrida
kukuruza tijekom razdoblja susnog stresa pokazatelj veée osjetljivosti na susu te je rezultiralo

nizim prinosom zrna u odnosu na hibride Cije se lisS¢e pocelo uvijati kasnije tijekom suse.

%\ ; \ "1 " B .~- = ‘ » " . ,':‘»,:' i -
Slika 2.2. Uvijanje listova kukuruzau svrhu smanjenja transpiracije kao posljedica suse i visokih temperatura.

=

lzvor: https://cropwatch.unl.edu/2016/impacts-extreme-heat-stress-and-increased-soil-temperature-plant-

growth-and-development

Neovisno o ovom mehanizmu uvijanja (rolanja) lista, neke biljne vrste mogu aktivno
prilagoditi orijentaciju plojki listova paralelno sa smjerom suncevog zracenja Cime reguliraju
koli¢inu sunéevog zrac¢enja. Uspravni listovi u deficitu vode primaju manje sunéevog zracenja
Sto rezultira redukcijom gubitka vode i boljim vodnim statusom biljke. To znaci da su
uspravni listovi efikasan mehanizam izbjegavanja suse (Stevenson, 1971.). Obadvoje, i
pasivno i aktivho pomicanje listova ima ulogu smanjenja koli¢ine suncevog zracenja koja



pada na list, a to ima za posljedicu reduciranje povrSinske temperature lista i reduciranje
gubitka vode (Fang i Xiong, 2015).

Uvijanje listova potice turgorski tlak, a osmotsko prilagodavanje moZe odgoditi pojavu
uvijanja listova. Biljke s pove¢anom otpornoséu na susu €esto imaju kseromorfne strukture
poput manjih i debljih listova, vise epidermalnih trihoma, manje i gusce pudi, deblju kutikulu
(voStanu prevlaku), deblja palisadna tkiva veéi omjer palisade prema debljini spuzvastog
parenhima i razvijeniji omotac vaskularnog snopa (Fang i Xiong, 2015). Epidermalni trihomi
liS¢a smanjuju transpiraciju biljaka pod uvjetima jakog svjetla i pomaZu reflektirati svjetlost.
Lipidi se nakupljaju u epidermi da formiraju vosak i poveéavaju refleksiju sunceve svjetlosti
radi sprefavanja prekomjerne transpiracije i visoke temperature povrsSine listova
(Mohammadian i sur., 2007). Ojacani sklerenhimi (mehanicka tkiva) mogu smanijiti Stetu od
uvenuda i zasticuju biljke od izravnog svjetlosnog zracenja. Palisadna tkiva i vaskularni
snopovi osiguravaju prijenos i zadrzavanje vode i hranjivih sastojaka. Sva ta svojstva
smanjuju prekomjerni gubitak vode te poboljSavaju sposobnost zadrzavanja vode kako bi se
izbjegla oStecenja od suse (Fang i Xiong, 2015). Puci su vitalni organi koji sluze za razmjenu
plina i vode izmedu biljaka i vanjskog okruzenja, osiguravajuéi maksimalnu apsorpciju CO2 za
fotosintezu i kontroliraju optimalnu transpiraciju. Tako su gustoca i veli¢ina otvora puci usko
povezani s otpornoscu biljke na susu. Funkcija puci u podeSavanju transpiracije je vrlo vazna
u uvjetima ograni¢avanja vode. Stanice zapornice, koje u parovima okruzuju otvor puci, vrlo
su osjetljive na okolinske uvjete. Nakon primanja podraZaja iz okoline dolazi do promjene
vodnog potencijala i promjene turgora u stanicama zapornicama te se na taj nacin kontrolira
otvaranje i zatvaranje puci, a s time i daljna regulacija transpiracije i fotosinteze. Biljke koje
Stede vodu (izbjegavaju dehidraciju i reduciraju transpiraciju) osjetljive su na vodni deficit i
zatvaraju puci prije nego list po¢ne venuti, vrsec¢i time funkciju izbjegavanja suse (Fang i
Xiong, 2015). Puci reagiraju na stres od nestasice vode na dva nacina: (1) kao izravna reakcija
na vlaznost zraka u kojoj stanice zapornice i susjedne epidermalne stanice izravno isparavaju
vlagu da izazovu zatvaranje pudi i sprijee nestaSicu vode za list i (2) pudi reagiraju na
promjene vodnog potencijala tako da se zatvore kada vodni potencijal lista padne ispod
odredenog praga. K+ je jedan od glavnih iona koji utje¢e na osmotski potencijal u stanicama
zapornicama i tako kontrolira otvaranje i zatvaranje puci (Li i sur., 2006). Dotok ili istjecanje
K+ iz stanica zapornica ima ulogu u promjeni osmotskog potencijala i pritiska turgora, sto
dovodi do otvaranja ili zatvaranja puci. Vanjski i unutarnji K+ kanali koji se nalaze na plazma
membrani stanica zapornica su vitalni za transmembranski prijenos K+ iona. Postoje i
specificni proteini koji se vezu na supstrat (ukljuCujuci i proteine koje se vezuju na
apscizinsku kiselinu — ABA, acetilkolinski receptori, proteini koji se vezuju na GTP i svjetosni
receptori), pumpe i kanali koji se nalaze na plazma membrani stanica zapornica i takoder su
ukljuceni u kontrolu otvaranja i zatvaranja puci. Ti proteini su presudni za prijem i pretvorbu
signala stresa u zaStitnim stanicama i temeljni su za otvaranje i zatvaranje puci. Neke studije
sugeriraju da je otvaranje i zatvaranje puci kontrolirano signalom ABA, to je kemijski signal
koji se sintetizira u korijenu kao odgovor na isusivanje tla te putuje ksilemom do lista i potic¢e
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zatvaranje puci. Medutim i druge osobine liséa poput epidermalnih dladica, kutilkularnog
voska, vodnog potencijala lista, relativnog sadrzaja vode, brzine gubitka vode, temperature
povrsine lista koriste se kao kriterij za ocjenu mehanizma izbjegavanja suse - drought
avoidance (Hi i Xiong, 2014.).

Fotosinteza

Takoder uz osobine liséa i modulaciju grade korijenovog sustava, fotosinteza je mehanizam
koji je povezan s izbjegavanjem suSe. Fotosintezu biljaka uglavnom reguliraju puci koje su
odgovorne za izmjenu CO2 i vode. Biljke su razvile tri puta fotosinteze koji ukljucuju C3, C4 i
metabolizam krasulacenske kiseline (CAM) za asimiliranje atmosferskog CO2. C3 biljke
otvaraju svoje puci za apsorpciju CO2 i fiksaciju tijekom dana, a tijekom nodi ih zatvaraju.
Ovaj C3 mehanizam je manjkav kada se biljke suoée s nedostatkom vode jer ne zadrzavaju
vlagu u uvjetima suSe. C4 biljke su razvile metaboli¢cku pumpu kako bi koncentrirale CO2 u
stanicama omotaca snopa i izvrsile fiksaciju CO2 odvojeno u mezofilnim stanicama i
stanicama omotaca snopa. Mehanizam Ca biljaka efikasniji je u koriStenju vode (WUE) od
onog kod Cs biljaka. U putu CAM fotosintetskog ciklusa biljke otvaraju pudi za apsorpciju i
fiksaciju CO2 nodu, a tijekom dana ih zatvaraju kako bi smanjile gubitak vode transpiracijom.
Primjeri C4 biljaka u poljoprivrednoj proizvodnji su kukuruz i Seé¢erna trska, a C3 biljaka
pSenica i riza. Potpuno novo otkriée i iznenedenje bilo je medutim ono kad su Rangan i sur.
(2016) otkrili da pSenica kao tipicna C3 biljka ima u svom genomu gene i za C4 fotosintezu te
da su ti geni aktivni (eksprimirani) u perikarpu zrna psSenice, ali ne i u listovima. Biljke koje
koriste C4 i CAM fotosintetski mehanizam bolje se prilagodavaju klimi koja naginje susi od
C3 biljaka (Ashraf i Harris, 2013). U vrijeme stresa od nestaSice vode neke biljke koje su
smatrane kao CAM fakultativne vrste imaju sposobnost promijeniti svoj fotosintetski put sa
C3 na CAM ciklus. Istrazivaci su utvrdili da je klju¢ni enzim u CAM putu, fosfoenolpiruvat
karboksilaza, transkripcijski reguliran stresnim uvjetima suse.

2.1.2. Mehanizam tolerantnosti na susu (DT; Drought tolerance)

Osmotska regulacija

Tolerantnost na susu je zapravo tolerantnost na promjene koje susa izaziva na razini stanica i
molekula, a biljke to postizu osmotskom regulacijom. Osmotska regulacija (OR) definirana je
kao smanjenje osmotskog potencijala u stanici zbog aktivne akumulacije raznih vrsta
organskih i anorganskih tvari poput Secera, poliola (manitol, sorbitol), aminokiselina,
alkaloida i anorganskih iona (Fang i Xiong, 2015). Akumulacija raznih organskih i anorganskih
tvari omogucava nastavak procesa koji ovise o turgoru. Dokumentirano je da osmotska
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regulacija odrzava stani¢nu strukturu i fotosintezu s niskim vodnim potencijalom, odgada
venuce listova, omogucéava otvorenost puci i nastavak izduZivanja listova iako smanjenim
intezitetom, poboljsava rast korijena te bolje nakupljanje suhe tvari i zbog svega navedenog
daje zadovoljavajuéi prinos u stresnim uvjetima. Tvari koje su ukljuéene u osmotsku
regulaciju razlikuju se kod razlicitih vrsta te mogu biti organske ili anorganske. Glavnu ulogu
u osmoregulaciji imaju organski osmoliti koje je moguée podijeliti u dvije kategorije: (1)
osmolite koji sadrze dusik kao Sto su slobodne aminokiseline npr. prolin ili druge te kvaterni
amonijski spojevi kao $to su betain, poliamini i proteini; (2) ugljikohidratne osmolite poput
Secernih alkohola (manitol, sorbitol), monosaharida (glukoza, fruktoza), oligosaharida
(saharoza, trehaloza) te polisaharida (fruktan) (McCue i Hanson, 1990). Ti organski osmoliti
mogu regulirati osmotski potencijal plazme te zastititi enzime i plazma membranu.
Anorganski ioni uglavnom reguliraju osmotski potencijal vakuole kako bi se odrzao turgorski
tlak, no visoka koncentracija anorganskih iona moZze izazvati metaboli¢ki poremecaj u biljnim
stanicama.

Prolin ima vrlo jake hidratacijske sposobnosti, njegov hidrofobni dio se moZe vezati za
proteine dok se njegov hidrofilni dio veZe za molekule vode, omoguéujuéi proteinima veci
pristup vodi kako bi se povecdala njihova topljivost i sprijeCila proteinska denaturacija od
dehidracije u uvjetima osmotskog stresa. Takoder prolin djeluje ne samo kao citoplasmatsko
zastitno sredstvo za enzime i stani¢nu strukturu vec¢ i za podeSavanje redoks potencijala i
smanjenje kiselosti stanica (Venekamp i sur., 1989.).

Trehaloza je redukcijski disaharid. U uvjetima stresa od suse, sadrzaj medustanicne trehaloze
se brzo povecava kako bi blokirao transformaciju dvoslojne membrane fosfolipida iz stanja
tekucéeg kristala u ¢vrsto stanje, te stabilizira strukturu proteina, nukleinskih kiselina i drugih
bioloskih makromolekula (Crowe i sur. 1984.).

Betain je metabolicki meduprodukt koji pripada u vodi topljivim alkaloidnim kvaternim
amonijskim spojevima i djeluje kao jedna od netoksic¢nih tvari osmotske regulacije u visSim
biljkama, stablasicama. Takoder pomaZe stabilizirati strukture i aktivnost fotosinteze,
ukljucuju¢i i zasStitne enzime i pomaie u odrZavanju cjelovitosti membrane protiv
proZzimajuéeg ostedenja u uvjetima stresa od suse (Ashraf i Foolad, 2007.).

Proteini kasne embriogeneze (LEA — late embryogenesis abundant proteins), akvaporini
(AQP) i molekularni ¢aperoni su se takoder pokazali kao nositelji klju¢ne uloge kod OR u
biljnim stanicama. LEA proteini se formiraju tijekom procesa razvoja sjemena, to su proteini
niske molekularne teZine, a sastoje se od osnovnih aminokiselina bogatih lizinom, glicinom,
serinom, a najcesée im nedostaju ostaci cisteina i tirozina. LEA proteini (zvani jo$ i dehidrini)
su hiperhidrofilni proteini izrazito visoke stabilnosti na visoke temperature, a mogu ostati u
vodenom stanju c¢ak i u uvjetima klju¢anja. LEA proteini mogu zastititi bioloske
makromolekule, preusmjeriti unutarstani¢nu raspodjelu vode, vezati anorganske ione kako
bi se izbjegla Steta pripisana nakupljanju visokih koncentracija iona u uvjetima stresa od
susSe, sprjecavaju prekomjernu dehidraciju tkiva biljke i kontroliraju ekspresiju drugih gena
vezivanjem na nukleinske kiseline (Close, 1996.).



Akvaporini (AQP) su kanalni proteini koji su odgovorni za prijenos vode, oni formiraju
selektivne kanale vodnog prometa u biljnim stanicama i reguliraju brzi transmembranski
prijenos vlage tijekom procesa klijanja sjemena, izduzivanja stanica, otvaranja i zatvaranja
puci i reakcija na abiotski stres. Podijeljeni su u tri skupine prema njihovom subcelularnoj
lokaciji: plazma-membranski intrinsi¢ni proteini (PIP), tonoplast-intrinsi¢ni proteini (TIP) i
nodulinu-26 sli¢ni-intrinsi¢ni proteini (NLM). Akvaporini posreduju u pasivhom prijenosu
vode duz osmotskog gradijenta tlaka unutar i izvan membrane i sposobni su regulirati
ravnotezu vlage za cijelu biljku u uvjetima susSe. Ovo je postignuto odrzavanjem ravnoteze
vodnog potencijala izmedu parenhimskih stanica ksilema i toka transpiracije, regulirajudi
prijenos vode kroz stanice i tkiva kao i podeSavanje turgora i volumena stanica (Maurel,
1997).

Antioksidativhi obrambeni sustav

Oksidativni stres dogada se obicno kao sekundarna pojava stresa suse (ali i drugih stresova).
Antioksidativni obrambeni sustav je jedan od mehanizama reakcije na susu. Aerobni
metabolizam koji pribavlja energiju za rast i razvoj biljaka Cesto je popraden stvaranjem
nusproizvoda, reaktivnih vrsta kisika (ROS) kao 3to su singlet kisik (*O2), vodikov peroksid
(H203), superoksid radikal (Oy) i hidroksi radikal (OHe). Intracelularno stvaranje i uklanjanje
ROS-a je u dinami¢noj ravnotezi u normalnim uvjetima, no u uvjetima stresa suse ta
ravnoteza se poremeti i dolazi do prekomjernog nakupljanja ROS-a koji oStecuju stanice te
takvo oksidativno pogorsanje moze dovesti i do smrti biljke (Cruz, 2008). Membranski
fosfolipidi i masne kiseline su osjetljivi na prekomjerno nakupljanje ROS-a, Sto rezultira
peroksidacijom membranskih lipida. Pod ROS stresom, prostorne konfiguracije razlicitih
membranskih proteina ili enzima su poremecene, $to dovodi do poveéanja propusnosti
membrane i propustanja iona, uniStavanja klorofila , poremecaja metabolizma, pa ¢ak tesSke
ozljede ili smrti biljaka. Biljke proizvode ROS u kloroplastima, peroksisomima,
mitohondrijima, endoplazmatskom retikulumu, plazma membrani i stanic¢noj stijenki zbog
neravnotezZe izmedu stvaranja i koriStenja elektrona u uvjetima stresa od suse. ROS napadju
najosjetljivije makromolekule u biljnim stanicama te tako induciraju peroksidaciju lipida,
karbonilaciju proteina i oSte¢enje DNA molekula $to moZe rezultirati katastrofalnim
posljedicama. Za zastitu stanica od Stetnih uc¢inaka prekomjernog ROS-a , biljke su razvile niz
sofisticiranih enzimskih i ne-enzimskih antioksidativnih obrambenih mehanizama kako bi
odrzale homeostazu unutarstani¢nih redoks stanja. Zastitni enzimi uklju¢uju superoksid
dismutazu (SOD), katalazu (CAT), askorbat peroksidazu (APX), glutation peroksidazu (GPX),
glutation reduktazu (GR), glutation S-transferazu (GST), dehidroaskorbat reduktazu (DHAR),
monodehidroaskorbat reduktazu (MDAR), tioredoksin peroksidazu (TPX), alternativnu
oksidazu (AOX), peroksideroksin (PrxR / POD) itd. SOD ciklus, H20-H>0 ciklus, AsA-GSH, GPX i
CAT zajedno grade glavne puteve za uklanjanje/izbacivanje ROS-a. RavnoteZze medu SOD,
APX i CAT aktivnosti kljuéne su za odrzavanje homeostaze H;0; u biljkama. Ne-enzimski
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antioksidanski sustav sastoji se od nekoliko reducirajucih tvari poput askorbinske kiseline
(AsA), glutationa (GSH), karotenoida (CAR), a-tokoferol (vitamin E), citokroma f (Cytf),
flavanona, antocijanina itd. Do danas je poznato dosta istraZivanja u kojima su autori
izvjestili da je postignuta povecana tolerancija na suSu eliminacijom prekomjernog
nakupljanja ROS-a u stanicama (Cruz, 2008).

Sadrzaj fitohormona i klorofila

Endogeni fitohormoni osjetljivi su na promjene u okoliSu, a nekoliko fitohormona imaju
nezamijenjivu ulogu u reakcijama na stres od suse. Smatra se da je apscizinska kiselina (ABA)
fitohormon koji je najuze povezan s reakcijama biljaka na stres od suse. Kada dode do
nestasice vode u tlu kroz korijenski sustav se Salje signal te se pokreée sinteza ABA-e. Stanice
zapornice u listu prepoznaju ABA koja djeluje kao medustani¢ni glasnik te se pokrece
zatvaranje puci putem intracelularne signalne transdukcije i smanjuje se metabolicka
aktivnost povezana s rastom biljaka (Wilkinson i Davis, 2002). Osim Sto regulira zatvaranje
puci u uvjetima stresa, ABA djeluje na aktivnosti kanala u stanicama zapornicama, na razinu
transkripcije proteina kalmodulina te na ekspresiju nekih gena koji reagiraju na nju.
Dokazano je i da ABA potice sintezu i nakupljanje prolina tako utjecuéi na aktivnost pirolin-5-
karboksilat reduktaze (P5CR) i pojacavajuci sinteticku aktivnost glutamol-fosfata. Ekspresija
Al-pirolin-5-karboksilat sintetaze (P5CS) moZe se izazvati susom i ABA-om. ABA je najvaZnija
signalna molekula za signalnu transdukciju susSe. Postoje tri relativho nezavisna puta
transdukcije signala koji djeluju u reakcijama biljaka na stres od suse, dva puta su ovisno
ABA-i, a jedan je neovisan. Stres koji je uzrokovan susom poti¢e biosintezu intracelularne
ABA-e koji onda aktivira odgovarajuce transkripcijske faktore i zatim pospjesuje ekspresiju
gena vezanih za susSu (Choi i sur., 2000). Tilakoidne membrane su strukturni temelj za
apsorpciju, prijenos i pretvorbu svjetla u kloroplastima. Mnoge vrste pigmentno-proteinskih
kompleksa koji su odgovorni za apsorpciju svjetlosti, prijenos i pretvorbu se nalaze u
tilakoidnim membranama. U uvjetima stresa od suSe, membranski sustav u stanici biljke,
ukljucujuci strukturu membrane povezane sa fotosintezom, unistava se zbog nedostatka
vlage, hranjivih tvari i energije, Sto rezultira poremecajem u fizioloskim procesima. Ti
¢imbenici vjerojatno izravno ili neizravno utje€u na sadrzaj klorofila. Dokazano je da se
sadrzaj klorofila znac¢ajno smanjuje uz smanjenje sadrzaja vode u tlu, a smanjenje ukupnog
sadrzaja klorofila uglavnhom je posljedica smanjenja klorofila A. Za one biljke koje mogu
odrzati visi sadrzaj klorofila u uvjetima stresa od suSe smatra se da suncevu energiju trose
ucinkovitije te se stoga smatra da su razvile ve¢u otpornost na susu (Fang i Xiong, 2015).
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2.1.3. Mehanizam bijega od suse (DE; Drought escape)

Bijeg od suse je morfoloski fenomen koji biljke postizu ranijim dozrijevanjem. Genotipovi
raznih vrsta kultiviranog bilja koje odlikuje ovaj fenomen ranozrelosti zavrSe Zivotni ciklus
prije nastupa razdoblja intenzivne suse, a postiZzu to pojaéanom metabolickom aktivnosc¢u i
ubrzanim rastom (McKay i sur., 2003). Vrijeme cvatnje je vazna osobina koja se odnosi na
adaptaciju na susu, gdje kratak Zivotni ciklus moze dovesti do bijega od suse. Trajanje usjeva
je odredeno genotipom i okolinom i omoguéuje usjevu da pobjegne od stresa izazvanog
suSom. Svojstva koja omogucuju intenzivan rast i ubrzani razvoj, ranozrelost, a time i
izbjegavanje suSe su: visoka provodljivost pudi, visoka fotosintetska aktivnost, niska
djelotvornost koriStenja vode (WUE) i rana cvatnja (Keresa i sur., 2008).

2.2. Geneticke modifikacije za otpornost biljaka na susu

2.2.1. Abiotski i biotski stresovi

Biljke su tijekom rasta i razvoja izloZzene razli¢itim okoliSnim uvjetima, od kojih neki
predstavljaju stres za samu biljku. Nepovoljni uvjeti mijenjaju fizioloSke procese biljke, utjecu
na metabolizam, rast i razvoj te dovode do promjena na stani¢noj i molekularnoj razini. Ti
stresovi kojima su izloZene poljoprivredne kulture nazivamo abiotskim i biotskim stresovima
(Slika 2.1.).
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Slika 2.1. Abiotski i biotski stresovi koji utjecu na biljke

Izvor: Slater, Scott and Fowler (2008) Plant Biotechnology, the genetic manipulation of plants. Second edition.

Vece Stete mogu izazvati abiotski stresovi od biotskih jer se tretiranjem zastitnim sredstvima
moze smanjiti negativan ucinak biotskih stresova. Mehanizam za postizanje tolerantnosti na
razliite abiotske stresove je slican kod biljaka jer susa, salinitet tla, vrucina, ali i smrzavanje
za posljedicu imaju isti fizioloski efekt, a to je dehidracija citoplazme koja dovodi do
smanjenja turgora te zatvaranja puci. Na taj nacin dolazi do smanjenja transpiracije i
fotosinteze, a rezultat toga je redukcija rasta. Da bi biljka stvorila tolerantnost na stres od
suSe mora odrzavati rast u uvjetima deficita vode tako da odrzava turgor i transpiraciju. Ako
nema dovoljno dostupne vode u tlu, biljka odrzava turgor listova smanjenjem osmotskog
potencijala listova, tj pojaéanom sintezom osmolita. Na stani¢noj i molekularnoj razini
posljedica dehidracije je denaturacija stani¢nih proteina i membrana. Do denaturacije dolazi
koncentracijom iona u stanici koji naruSavaju vodeni zastitni omotac koji Stiti proteine.
Nakupljeni osmoliti Stite proteine od denaturacije (Slater i sur., 2008) .

Geni koji se induciraju pod uvjetima stresa kako bi se smanjile Stetne posljedice osmotskog
stresa kodiraju proteine LEA (engl. late embryogenesis abundant). Proteini LEA se
eksprimiraju u vegetativnim tkivima tijekom uvjeta manjka vode. Uloga proteina LEA je
zadrZavanje vode, sekvestracija iona te molekulskih ¢aperona. Takoder dolazi do ekspresije
mnogih membranskih transportera i kanala koji prenose vodu kako bi se kontrolirao prijenos
vode u uvjetima kada nedostaje. Kako osmotski stres proteine Cini podloZznijima agregaciji i
denaturaciji dolazi i do nakupljanja proteina toplinskog Soka (HSP, engl. heat shock protein)
koji Stite stani¢ne proteine (Zhu, i sur., 1997). Dolazi i do povecéane sinteze antioksidacijskih
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enzima i spojeva koji neutraliziraju reaktivne oblike kisika (ROS, engl. reactive oxygen
species) stvorene zbog sekundarnog oksidativnog stresa (Xiong i Zhu, 2002).

Odgovor na stres se javlja na morfoloskoj, molekularnoj i stani¢noj razini, na razini ekspresije
gena te na razini cijele biljke u obliku razvojnih promjena, prilagodbe transporta iona te
metaboli¢kih promjena (Xiong i Zhu, 2002). Tijekom osmotskog stresa dolazi do aktivacije
raznih signalnih puteva koji dovode do promjena u stanicnom odgovoru, sinteze proteina
ukljué¢enih u odgovor na stres, antioksidansa ili nakupljanja kompatibilnih osmolita (Szekely,
2007; Zhu i sur., 1997). Osmoliti se nakupljaju u citoplazmi, gdje odrzavaju osmotski
potencijal i fizioloSku aktivnost stanice te je njihova biosinteza pod utjecajem okoliSnih
signala.

U biljkama dolazi do akumulacije viSe vrsta osmolita istovremeno, a njihova koli¢ina ovisi o
staniénom organelu i organu biljke u kojem dolazi do nakupljanja, razvojnom stadiju biljke i
okolisnim uvjetima u kojima se biljka nalazi: kolicini svjetlosti, dostupnosti kisika i koli¢ini
prisutnih ugljikohidrata (Hare i sur., 1998). Razli¢ite biljke mogu akumulirati razlicite
osmolite, a takva raznolikost moZze biti posljedica razlicitog metabolizma biljke i tla na kojem
se nalazi. U suhim tlima biljke najvise nakupljaju betain (eng. glycine betaine). U susnim
uvjetima Zitarice nakupljaju najvise Secera i aminokiselinu prolin, a mahunarke Seéerne
alkohole i prolin (Szabados i sur., 2011).

Unutar stanice, osim regulacije osmotskog potencijala, osmoliti imaju vainu ulogu u
ocuvanju makromolekulskih i stani¢nih struktura te neutralizaciji reaktivnih oblika kisika.

Geneticka transformacija biljaka genima koji omoguéuju pojacano nakupljanje osmolita ili
kojih drugih tvari ili povecavaju ekspresiju endogena odgovornih za tolerantnost na susu je
efikasna strategija kojom se moze postici tolerantnost biljaka na stres.

2.2.2. Metode genetickih modifikacija biljnih stanica

Geneticko inZenjerstvo ili tehnologija rekombinantne DNA je proces mijenjanja genoma
nekog organizma, a da bi ga se provelo prethodi mu cijeli niz tehnika kojima je moguce
pronaci to¢no odredeni gen u genomu neke vrste, izolirati ga, klonirati, odrediti redoslijed
nukleotida, promijeniti ga, te ugraditi u genom iste ili neke druge vrste. Neovisno o tome da
li se genti¢ko inZenjerstvo provodi na prokariotskim organizmima, biljkama ili Zivotinjama,
temeljne tehnike su vrlo sliéne i redovito uklju¢uju ugradnju Zeljenih fragmenata DNA u
bakterijski plazmid pomocu restrikcijskih endonukleaza i DNA-ligaza. Fragment (gen) koji se
Zeli ugraditi u genom ciljanog organizma priprema se, analizira i umnaza pomodéu plazmida u
bakteriji Escherichia coli. Za geneticke modifikacije biljnih stanica najcesée se koristi metoda
pomocu bakterije Agrobacterium tumefaciens ili se pak Zeljeni gen unosi u stanicu pomocu
uredaja ,gene gun”. Druge metode geneti¢kih transformacija biljnih stanica, a ima ih jos
dosta, rjede se koriste. Nakon sto ugradimo Zeljeni gen u genom stanice odredene biljke, iz
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te/tih se stanica, obi¢no na selektivnom mediju, trebaju regenerirati Citave biljke koje
nazivamo geneticki modificirane ili transgene biljke.

Geneticke modifikacije pomocu bakterije Agrobacterium tumefaciens

Bakterija A. tumefaciens je gram-negativna bakterija koja Zivi u tlu . Njezin genetski materijal
se sastoji od kruzne dvolanéane molekule DNA (bakterijski kromosom) i plazmida Ti (tumor-
inucirajudi). Ta bakterija se kemotaksijom krec¢e prema ozljedenom mjestu na biljci, ulazi u
medustaniéni prostor, veZe se za zdrave biljne stanice te u biljni genom pronesi i ugradi
tocno odredeni dio svog plazmida, T-DNA (transferna DNA) (Slater i sur., 2008) (Slika 2.2.).
Na T-DNA se nalaze dvije skupine gena: geni za regulatore rasta (biljne hormone) i geni za
proizvodnju opina. Stanica u ¢iji je genom bakterija ugradila T-DNA naziva se geneticki
modificirana (transformirana) stanica. Regulatori rasta transformiranu biljnu stanicu tjeraju
na nekontroliranu diobu pa se iz takve stanice razvije nakupina identi¢nih stanica tzv. tumor
(engl. Crown gall). Zbog skupine gena za proizvodnju opina na T-DNA, stanice tumora

proizvode i izluéuju u medustanicni prostor opine koje bakterije koriste kao hranu.

plazmid Ti biljni genom y v

‘ | _T-DNA \ T-DNA 80 ﬂ\ <

== A ¥V ) Crown

ugradnja T-DNA gall
u biljni genom ¥
/ P bakterijski
Agrobacterium kromoéom
tumefaciens transformirana

biljna stanica

Slika 2.2. u prirodi bakterija Agrobacterium tumefaciens ugraduje dio svojih gena u genom biljne stanice

Izvor: http://www.hugi.hr/files/Biljke oplemenjene genetickim inz. u_komercijalnoj upotrebi[1].pdf

U genetickom inZenjerstvu iz bakterije A. tumefaciens se izolira plazmid Ti te se iz T-DNA
izrezu svi geni koji se tamo nalaze osim rubne sekvence T-DNA koja je u prosjeku dugacka 25
nukleotidnih parova i kljuéna je za prijenos T-DNA iz bakterije u biljni genom. U T-DNA se
pomocu restrikcijskih endonukleaza i DNA ligaze ugradi Zeljeni gen (npr. za tolerantnost na
susu) koji je prije toga pripremljen i umnoZen pomodu drugog plazmida u bakteriji E. coli.
Takav rekombinanti plazmid Ti se unese u bakteriju A. tumefaciens, bakterije se uzgoje u
tekucéoj podlozi, te se u takva bakterijska suspenzija dodaje suspenziji stanica ili nanosi na
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komadice tkiva biljke u ¢iji smo genom htjeli ugraditi odredeni gen. Bakterija ne razlikuje
originalnu T-DNA od T-DNA u koju su ugradeni Zeljeni geni te ¢e zato ugraditi Zeljene gene u
genom biljne stanice istim mehanizmom kojim to radi u prirodi. Iz biljnih stanica u koje je
ugraden Zeljeni gen regenerirat ¢e se na odgovarajuéoj hranidbenoj podlozi biljke koje se
potom zakorijene i sade u zemlju (slika 2.3.).

Postoji i neSto jednostavnija metoda primjenom bakterije A. tumefaciens. Naziva se
transformacija in planta - floral dip method. Tom se metodom biljke ne regeneriraju u kulturi
tkiva i stanica nego se biljke u koje se Zeli unijeti odredeni gen uzgoje u zemlji u posudi, a
onda se cvjetni pupovi uranjaju u bakterijsku suspenziju na nekoliko desetaka minuta i nakon
toga se biljka ostavi da proizvede sjeme. Odredeni postotak sjemenki sadrzi embrio u ¢ijim
se stanicama nalazi ugraden Zeljeni gen pa se izravno iz tih sjemenki razviju transgene biljke
(Janisur, 2016).

- rekombinantna rekombinantni plazmid Ti sadrZi Zeljeni gen
) bakterija u

kontaktu s

biljnom

stanicom

A5

s res

ugradnja Zeljenih gena u biljni genom

)

umnazZanje stanica

-5 regeneracija sadnja u
- biljaka zemlju -
s = |

Slika 2.3. unosenje Zeljenih gena u biljni genom pomocu bakterije A. tumefaciens

lzvor: http://www.hugi.hr/files/Biljke oplemenjene genetickim inz. u komercijalnoj upotrebi[1].pdf

Metoda bombardiranjem cesticama (biolistic metoda)

Druga metoda za unoSenje Zeljenih gena u biljni genom provodi se uz pomoc¢ aparata
popularno zvanog ,gene gun” (Slika 2.4.). Najprije je potrebno prirediti veliki broj kopija
Zeljenog gena, a to se najcesée radi umnozZavanjem (kloniranjem) u bakteriji E. coli. Male
Cestite zlata ili volframa obloZe se s procis¢enim rekombinantnim plazmidom koji sadrzi
Zeljeni gen, te se pomodéu uredaja ,,gene gun” ispucavaju pod visokim pritiskom u prethodno
pripremljeno biljno tkivo, prolaze kroz biljno tkivo te u nekim stanicama Zeljeni geni dospiju

15



u jezgru gdje ih stanicni enzimi ugrade u genom. Nakon toga se iz takvih stanica regeneriraju
transgene biljke (Slater i sur., 2008).

Slika 2.4. aparat ,,gene gun“

Izvor: http://www.hugi.hr/files/Bilike oplemenjene genetickim inz. u komercijalnoj upotrebi[1].pdf

2.3. Geneticki modificirane biljne vrste tolerantne na susu

Ukupno su tri biljne vrste geneti¢ki modificirane za tolerantnost na susu registrirane u bazi
priznatih (odobrenih) geneti¢ki modificiranih biljaka (GM Approval Database). To su na susu
tolerantni GM kukuruz, soja i Secerna trska (Tablica 1.2.). Medutim, samo su kukuruz i soja i
komercijalizirani. GM Secerna trska tolerantna na susu jos je u fazi ispitivanja.
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Tablica 1.2. Komercijalna GM svojstva: tolerantnost na abiotski stres

Maize - Zea mays L. : 7 Events

Name: MON87427 x MON87460 x MON89034 x TC1507 x MON87411 x not available
59122

Code: MON-87427-7 x MON-87460-4 x MON-89034-3 x DAS-01507-1

x MON-87411-9 x DAS-59122-7

Name: MON87460 Genuity® DroughtGard™
Code: MON-87460-4

Name: MON87460 x MONS88017 not available
Code: MON-87460-4 x MON-88017-3

Name: MON87460 x MON89034 x MON88017 not available
Code: MON-87460-4 x MON-89034-3 x MON-880017-3

Name: MON87460 x MON89034 x NK603 not available
Code: MON-87460-4 x MON-89034-3 x MON-OG603-6

Name: MON87460 x NK603 not available
Code: MON-87460-4 x MON-O0603-6

Name: MON89034 x MON87460 not available
Code: MON-89034-3 x MON-87460-4

Soybean - Glycine max L. : 2 Events

Name: HB4 Verdeca HB4 Soybean
Code: IND-O0410-5

Name: HB4 x GTS 40-3-2 not available
Code: IND-O0410-5 x MON-034032-6

Sugarcane - Saccharum sp : 3 Events

Name: NXI-1T not available
Code: NXI-1T

Name: NXI-4T not available
Code: NXI-4T

Name: NXI-6T not available
Code: NXI-6T

lzvor:
http://www.isaaa.org/gmapprovaldatabase/commercialtrait/default.asp?TraitTypelD=6&Trait=Abiotic%20Stre
ss%20Tolerance

2.3.1. Geneticki modificirani kukuruz tolerantan na susu - Genuity®
DroughtGard™

Genuity® DroughtGard™ kukuruz je prvi komercijalizirani geneticki modificiran usjev
tolerantan na susu. Komercijaliziran je 2013. g u SAD-u. DroughtGard kukuruz sadrzi u sebi
»cold shock protein B“ (CspB) iz bakterije Bacillus subtilis. ,Cold shock” proteini (CSP)
pronadeni su u bakterijama, a sintetiziraju se kada temperature za prezivljavanje bakterija
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padnu ispod optimalnih. CSP kao i CspB ponasaju se kao RNA caperoni koji pomazu u
odrzavanju normalnih fizioloskih funkcija za vrijeme stresa tako S$to imaju sposobnost
nekovalentnog vezanja na pogresno uvijenu RNA te ih odvijaju i vraéaju takve RNA molekule
u normalnu biolosku funkciju (Nemali i sur., 2015).

Kako navode Castiglioni i sur. (2008) nakon Monsantovih pocetnih istrazivanja Arabidopsis
biljaka i rize koje su transformirane sa cspA i cspB, kukuruz je transformiran sa cspB i
ocijenjen u nizu terenskih eksperimenata. Ukupno 22 neovisna cspB geneticka dogadaja
(events) testirani su u preliminarnom terenskom pokusnom ispitivanju gdje su bili izloZeni
stresu od suse tijekom razdoblja od dva tjedna neposredno prije cvatnje, kada su Zitarice
najosjetljivije na gubitke. Gubici biomase izazvani suSom koji nastaju poéetkom sezone i
gubici zbog slabijeg nalijevanja zrna, koji nastaju nakon cvatnje, mogu se djelomicno
nadoknaditi ako susni period ne traje predugo. Medutim, stres od suse tijekom cvatnje
dovodi do gubitaka zrna (formiranja malog broja zrna u klipu) s nepovratnim utjecajem na
prinos. U prvom provedenom eksperimentu ne-transgene biljke izloZzene susi pretrpjele su
50 % -tno smanjenje stope rasta u odnosu na kontrolne biljke koje su zalijevane (Slika 2.5.).
Unutar ove sheme, cspB transgene sorte kukuruza pokazale su poveéanje stope rasta od 24
% u uvjetima suSe u odnosu na ne-transgene biljke (Sto je bilo popraceno poboljSanim
sadrzajem klorofila i fotosintetskim stopama), dok su pokazale uobicajene performanse u
uvjetima uobicajene koli¢ine vode. Istrazivanja su pokazala 4 % veci broa biljaka s klipovima
koji daju zrnje i 11,7% veci broj zrna po biljci za cspB transgene linije u odnosu na ne-
transgene u suSnim uvjetima. Pokazalo se, dakle, da je cspB gen sposoban sprijeciti gubitak
zrna, Sto je nepovratna (i stoga vrlo vazna) komponenta gubitka prinosa u vrijeme suse.

Ispitivanja prinosa zrna potom su provedena na linijama 10 cspA i 10 cspB na Cetiri lokacije.
Opet, tretman u uvjetima susSe primijenjen je neposredno prije cvatnje, u jacini koja je
rezultirala gubitkom uroda od 50 % za ne-transgene genotipove. Ovdje su cspA linije
pokazale prosje¢no 4,6 %, veci prinos od ne-transgenih linija, dok je za cspB linije prosjecni
prinos bio vedi 7,5%. Linije s najboljim ucinkom za cspA i cspB pokazale prinos veci za 30,8 %,
odnosno 20,4 % u odnosu na ne-transgene linije. Najbolje dvije cspB linije (CspB-Zm dogadaj
1 i 2) takoder su se pokazale znadajno bolje u rastu lisé¢a, udjelu klorofila i fotosintetskoj
stopi. Monsanto vrsi testiranja u razli¢tim klimatskim regijama u SAD-u te cijeli postupak za
jedan transgeni dogadaj traje oko 12 godina. Uz ispitivanje agronomskih svojstava,
Monsanto je morao prikupiti ogromne koli¢ine podataka kako bi podnio zahtjev za
deregulaciju kako bi omogudéio da se njihov novi transgeni proizvod uzgaja u SAD-u i izvozi u
inozemstvo. Takav geneti¢ki modificiran kukuruz komercijaliziran je 2013. godine u SAD-u
pod imenom Genuity DroughtGard (geneticki dogadaj MON87460).
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Slika 2.5. Lijevo: netransformirane biljke i desno: Genuity DroughtGard u uvjetima suse 2007. g

Izvor: https://www.nytimes.com/2008/10/23/business/23drought.html?pagewanted=28& r=1

2.3.2. Geneticki modificirana soja tolerantna na susu - Verdeca HB4
soybean

Soja je jedna od najvaznijih usjeva u svijetu. Preradena soja je najveci izvor proteina i drugi
najveéi izvor jestivog ulja. Uzgaja se na 6% obradivih svjetskih povrSina, a od 1970-ih,
povrsine namijenjene soji imaju najveéi porast u usporedbi s drugim vainim usjevima
(Hartman i sur., 2011.). Soja i njeni derivati su najprodavaniji poljoprivredni proizvodi kojima
se trguje, Cak preko 10% od sveukupne poljoprivredne trgovine (Lee i sur., 2016.). Prinos
soje je pod utjecajem razli¢itih faktora kao Sto je genetska adapabilnost, bolesti, insekti,
nedostatak hranjiva i drugi okolisni stresovi. Okolisni stresovi imaju veliki utjecaj na redukciju
prinosa u vrijeme rasta usjeva. Od svih stresova, stres od suse je glavni limitirajuci ¢cimbenik
koji vodi smanjenju prinosa. Suocene sa stresom, biljke su razvile niz mehanizama pomocu
kojih prevladavaju stres, a jedan od tih je i aktivacija odredenih gena (Zhao i sur., 2018.).
Genetsko inZenjerstvo je odgovarajuéi pristup za genetsko poboljSanje usjeva soje.
Posljednjih godina su predloZeni razni transgenetski pristupi temeljeni na proteinima, medu
njima je ekspresija osmoprotektanata, caperona, transportera membranskih proteina i
raliCitih enzima (Valliyodan i Nguyen, 2006), ali niti jedan od tih nije izaSao na trZiste.
Uzimajuci u obzir da odgovori na okolinski stres ukljucuju transkripcijsku regulaciju nekoliko
gena, transkripcijski faktori (TF) se cCine kao odgovarajuéi za genetsko inZenjerstvo za
tolerantnost na stres (Host i sur., 2016.). Vode¢i se time, pristupi koji su temeljeni na
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transkripcijskim faktorima (TF) su objavljeni, ali posSto rezultati nisu zadovoljili kriterije u ne-
stresnom periodu (Skirycz i sur., 2011.), nisu izasli na trziste. HD Zip (Homeodomain Leucine
Zipper) koji spada u porodicu TF-a, jedinstven za biljno carstvo, prikazuje skup posebnih
fizioloskih funkcija koji su povezani razvojnim dogadajima u kojima abiotski ¢imbenici
stvaraju stres. Ekspresija gena iz HD Zip podporodice | je regulirana vanjskim faktorima kao
Sto su susa, visoke temperature, osmotski stres i svjetlosni uvjeti (Ariel i sur., 2007).

Ekspresija HaHB4 gena (Helianthus annus homebox 4), koji spada u podporodicu HD-Zip,
osigurava povecéanu toleranciju na nedostatak vode kada je eksprimiran u vrsti Arabidopsis
(Dezar i sur., 2005.). Dosljedno ovom dokaznom konceptu, uvodenje gena HaHB4 dovelo je
do tolerancije na susu kod soje i kod pSenice (Gonzalez i sur., 2019.). Gen HaHB4 eksprimiran
u soji pokazuje fenotip koji je otporan na stres. Gen HaHB4 (sa svojim stres inducibilnim
promotorom) kodira za HB4 transkripcijski faktor. HB4 smanjuje osjetljivost na etilen, koji
regulira rast biljaka u abiotskom stresu. Posljedica ekspresije ovog transkripcijskog faktora je
odlaganje venuda uslijed pojacane sinteze antioksidansa i osmoprotektanata. Odlaganje
venuca znaci da su fotosintetski procesi duze aktivni tijekom suse Sto vodi povecéanju prinosa.
Pokusi u razli¢itim proizvodnim okruzenjima omogudili su odabir genetickog dogadaja
(event) soje modificiranog genom HaHB4 (jedinstveni OECD-ov identifikator IND-@@41@-5)
koji je imao povecan prinos u stresnim uvjetima suSe, a isto tako zadrzao visok prinos u
normalnim, kontrolnim uvjetima (Gonzalez i sur., 2019). Iz perspektive sigurnosti hrane,
nekoliko vaznih znacajki proizlazi iz upotrebe gena HaHB4 u soji u dogadaju IND-@P41(3-5.
Prvo, izvor ovog proteina je suncokret koji je ve¢ dugo u prehrambenom lancu te stoga ima
povijest sigurne upotrebe. Drugo, HaHB4 se ponasa kao transkripcijski regulator endogenih
puteva, oslanjajuéi se na prirodnu fiziologiju biljke. Stoga se u transgenom dogadaju ne
izrazavaju proteini ili metaboliti osim onih iz prirodne biljke. Tre¢e, HaHB4 je izrazen u
izuzetno niskim razinama Sto njegovu prisutnost ¢ini zanemarivom iz perspetive sigurnosti
hrane. Terenska ispitivanja provedena su u Argentini i Sjedinjenim Drzavama tijekom sezone
2012. i 2013. godine, na glavnim proizvodnim podrucjima soje, koji su pokrivali razli¢ite
okolisne uvjete za usjev. Odabrano je Sest lokacija u Argentini (u provincijama Buenos Aires,
Cordoba, Entre Rios i Santa Fe) i pet lokacija u SAD-u (u drzavi lllinois, Indiana, lowa, Kansas i
Ohio).

Geneticki modificirana soja s ovim genom trgovackog naziva Verdeca HB4 soybean (Slika
2.6.) je komercijalizirana je 2015. g u Argentini, a 2019. takoder u SAD-u i Brazilu.
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Slika 2.6. GM soja Verdeca HB4 u uvjetima suse

Izvor: Gonzales i sur. (2020) An Interdisciplinary Approach to Study the Performance of Second-generation
Genetically Modified Crops in Field Trials: A Case Study With Soybean and Wheat Carrying the Sunflower
HaHB4 Transcription Factor

2.3.3. Geneticki modificirana Secerna trska tolerantna na susu

Vlada Indonezije odobrila je prvi modificirani usjev Secerne trske koji ¢e uskoro biti
komercijaliziran (slika 2.6.). U ovu trsku uveden je betA gen koji kodira za kolin
dehidrogenazu (CDH) iz bakterije Rhizobium meliloti (Australian Patent Oice, Patent No.
737600). Ekspresija gena pod kontrolom je jakog promotora CaMV35S. Kolin dehidrogenaza,
enzim za kojeg kodira ovaj gen katalizira pretvorbu kolina u betain aldehid koji se onda
djelovanjem drugog enzima pretvara u betain. Betain je osmoprotektant koji se i inace
nakuplja u mnogim biljnim vrstama u stresu suse, a koji djeluje zastitno na makromolekule,
ukljuCujudi i zastitne enzime i pomaZze u odrZavanju cjelovitosti membrane. Indonezijsko
Ministarstvo poljoprivrede je u kolovozu 2018. godine GM Secéernu trsku klasificiralo kao
sigurnu za koriStenje u prehrambenoj industriji.

21



Slika 2.7. GM secerna trska

16962

Izvor: http://www.isaaa.org/kc/cropbiotechupdate/article/default.asp?ID
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3. Zakljucak

e Susa kao i ostali abiotski stresovi Cini najvece ogranicenje u biljnoj proizvodnji te se uz
sve izrazenije globalne klimatske promjene situacija pogorsava

e Biljke su razvile niz mehanizama kojima prevladavaju nedostatak vode, a to su (1)
mehanizam izbjegavanja suse (drought avoidance), (2) mehanizam tolerantnosti na
susu (drought tolerance), (3) mehanizam bijega od suse (drought escape)

e Za mehanizam izbjegavanja suse kod biljaka su klju¢ni modulacije grade korijenskog
sustava, osobine liS¢a i fotosinteza

e Kod mehanizma tolerantnosti na susu bitna je osmotska regulacija, antioksidativni
obrambeni sustav te sadrzaj fitohormona i klorofila

e Mehanizam bijega od suSe je morfoloski fenomen koji biljke postizu ranijim
dozrijevanjem

e Geneti¢ka transformacija biljaka genima koji omoguéuju poja¢ano nakupljanje
osmolita ili kojih drugih tvari koji doprinose tolerantnosti ili poveéavaju ekspresiju
endogena odgovornih za tolerantnost na susu je efikasna strategija kojom se moze
postiéi tolerantnost biljaka na stres.

e Tri biljne vrste geneti¢ki modificirane za tolerantnost na susu registrirane su u bazi
priznatih geneti¢ki modificiranih biljaka, a to su GM kukuruz, GM soja i GM Secerna
trska. Samo su GM kukuruz i GM soja komercijalizirani

e Genuity DroughtGard kukuruz sadrzi u sebi ,,cold shock protein B (CspB) iz bakterije
Bacillus subtilis te je komercijaliziran 2013. godine u SAD-u. To je prvi
komercijalizirani geneticki modificirani usjev tolerantan na susu

e Verdeca HB4 soybean je geneti¢ki modificirana soja koja je transformirana genom
HaHB4 iz suncokreta (Helianthus annus) i komercijalizirana je 2015. godine u
Argentini

e U geneti¢ki modificiran usjev Seéerne trske uveden je gen betA koji kodira za CDH iz
bakterije Rhizobium meliloti. GM Seéerna trska nije komercijalizirana nego je jos u fazi
ispitivanja
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