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Superoksid-dismutaze krompira (Solanum tuberosum L.): karakterizacija izoformi i
ekspresija u uslovima visokih temperatura

Sazetak

Krompir (Solanum tuberosum L.) je medu najznacajnijim poljoprivrednim usevima i veoma
je osetljiv na visoke temperature. Kao posledica toplotnog stresa dolazi do disbalansa u produkciji i
eliminaciji reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) u biljnim ¢elijama, odnosno pojave sekundarnog,
oksidativnog stresa. Superoksid-dismutaze (SOD) su vazni antioksidativni enzimi ukljuceni u
odbranu biljnih ¢éelija od ROS, a koji do sada nisu detaljno izuceni kod krompira. Rezultati ovog rada
su pokazali da SOD genska familija krompira obuhvata osam gena (StCuZnSOD1-3, StMnSOD i
StFeSOD1-4), ¢iji su promotorski regioni i egzon-intron struktura transkripata ispitani in silico. In
silico analiza je obuhvatila i fizicko-hemijsku karakterizaciju StSOD proteina, identifikaciju SOD
domena, procenu prisustva N-terminalnog signala u peptidima, predikciju subéelijske lokalizacije i
tercijarne strukture StSOD, a utvrdeni su i filogenetski odnosi izmedu StSOD 1 SOD drugih biljnih
vrsta. Ekspresija StSOD ispitivana je kod komercijalnih sorti krompira gajenih in vitro tokom
razli¢itih temperaturnih tretmana. Pokazano je da su svih osam StSOD gena funkcionalni, kao i da su
Sest gena visoko eksprimirani. Temperatura od 29 °C je najvise indukovala StSOD ekspresiju.
Takode, kod ex vitro gajenih biljaka ustanovljena je povecana ekspresija StSOD u uslovima toplotnog
stresa (30/20°C, dan/no¢), i to uglavnom nakon 7. dana tretmana. Zapazeno je da toplotni stres
indukuje ekspresiju gena za hloroplastne StSOD (StCuzZnSOD2, StFeSOD?2 i StFeSOD3) u listovima,
citosolne (StCuzZnSOD1) i mitohondrijalne (StMnSOD) StSOD u stolonima, dok na ekspresiju StSOD
u drugim organima nije imao znacajnijeg uticaja. Dati rezultati ukazuju da StSOD imaju vaznu ulogu
u antioksidativnoj zastiti ¢elija listova i stolona krompira u uslovima visokih temperatura.

Klju¢ne reci: krompir, Solanum tuberosum L., superoksid-dismutaze, toplotni stres, oksidativni
stres, antioksidativni enzimi

Nauéna oblast: Biologija

UZa nau¢na oblast: Fiziologija i molekularna biologija biljaka



Superoxide dismutases in potato (Solanum tuberosum L.): characterisation of isoforms and
expression under high temperature

Abstract

Potato (Solanum tuberosum L.) is one of the most important vegetable crops and is very
sensitive to high temperatures. Heat stress causes an imbalance in the production and elimination of
reactive oxygen species (ROS) in plant cells, leading to secondary oxidative stress. Superoxide
dismutases (SODs) are important antioxidant enzymes involved in the defense of plant cells against
ROS, which have not been studied in detail in potato so far. The results of this work revealed that the
potato SOD gene family includes eight genes (StCuzZnSOD1-3, StMnSOD and StFeSOD1-4), whose
promoter regions and transcript exon-intron structure were examined in silico. In silico analysis also
included physicochemical characterization of the StSOD proteins, identification of the SOD domains,
assessment of the N-terminal signal in the peptides, prediction of the subcellular localization and
tertiary structure of StSODs, and revealed the phylogenetic relationships between StSODs and SODs
of other plant species. The expression of StSOD was investigated in commercial potato varieties
grown in vitro during different temperature treatments. All eight StSOD genes were functional, and
six genes were highly expressed. A temperature of 29 °C induced StSOD expression the most. Also,
in ex vitro grown plants, an increased expression of StSOD was found under heat stress (30/20°C,
day/night), mainly after the 7th day of treatment. It was noted that heat stress predominantly induces
the expression of genes encoding chloroplast StSODs (StCuzZnSOD2, StFeSOD2 and StFeSOD3) in
leaves, genes encoding cytosolic (StCuzZnSOD1) and mitochondrial (StMnSOD) StSODs in stolons,
while it had no significant effect on the expression of StSODs in other organs. The obtained results
indicate that StSOD plays an important role in the antioxidant protection of potato leaf and stolon
cells under high temperature.

Key words: potato, Solanum tuberosum L., superoxide dismutases, heat stress, oxidative stress,
antioxydative enzymes

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Plant Physiology and Molecular Biology



LISTA SKRACENICA

ABA — apscisinska kiselina

ABRE — ABA vezuju¢i elementi (eng. Abscisic Acid Responsive Elements)
ANOVA — analiza varijanse

APX — askorbat-peroksidaza

AsA — askorbinska kiselina (vitamin C)

bZIP — eng. basic Leucine Zipper Domain

C —cistein (Cys)

CAT — katalaze

CCS — bakar-saperon za SOD (eng. Copper Chaperone for SOD)
CDD - baza konzervativnih domena (eng. Conserved Domain Database)
cDNK — komplementarni lanac DNK

Ct — prag ciklus (eng. Cycle threshold)

CYC — gen koji kodira protein ciklofilin (eng. cyclophillin)

D — asparaginska kiselina (Asp)

DEPC — dietilpirokarbonat

DHAR - dehidroaskorbat-reduktaza

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

E — glutaminska kiselina (Glu)

EDTA - etilendiamintetrasiréetna kiselina

FAD - flavin adenin dinukleotid

GA — giberelini

GO - ontologija gena (eng. Gene Ontology)

GPOX — gvajakol-peroksidaze

GPX — glutation-peroksidaza

GR — glutation-reduktaza

GSH — glutation

GST — glutation S-transferaza

H — histidin (His)

HSP — protein toplotnog stresa (eng. Heat Shock Protein)

JA — jasmonat



MAPK — mitogenom aktivirane protein-kinaze (eng. Mitogen Activated Protein Kinase)
MDHAR — monodehidroaskorbat-reduktaza

MYB — eng. Myeloblastosis Related Protein

MYC — eng. Myelocytomatosis Related Protein

N — asparagin (Asn)

NADP — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

NADPH-oksidaza — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat-oksidaza

NBT — nitro-plavo tetrazolijum hlorid (eng. nitro-blue-tetrazolium chloride)
NDPK2 — nukleozid difosfat-kinaza 2

PAP — protein PEP kompleksa (eng. PEP-Associated Protein)

PCD — programirana smrt ¢elija (eng. Programmed Cell Death)

PCR - lanc¢ana reakcija polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction)

PEP — RNK-polimeraze kodirane od strane plastida (eng. Plastid-Encoded RNA Polymerase)
Por — porfirinski prsten

PpSBP2 — eng. SQUAMOSA Promoter-Binding-Protein

PSI — fotosistem |

PSII — fotosistem II

Q — glutamin (GlIn)

gRT-PCR — kvantitativni RT-PCR

RBOH — enzimi NAD(P)H-oksidaze (eng. Respiratory Burst Oxidase Homologue)
RNK - ribonukleinska kiselina

ROS - reaktivne vrste kiseonika (eng. Reactive Oxygen Species)

Rubisco — ribuloza 1,5-bisfosfat-karboksilaza/oksigenaza

SA —salicilna kiselina

60SL36 — gen koji kodira 60S ribozomalni protein

SOD - superoksid-dismutaza

SPL7 — eng. SQUAMOSA Promoter-Binding-Protein-Like

SPP — peptidaza u stromi hloroplasta (eng. Stromal Processing Peptidase)
TF — transkripcioni faktor

W — triptofan (Trp)

Y —tirozin (Tyr)
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1. UvOD

Variranje faktora spoljasnje sredine van optimalnog opsega vrednosti moze dovesti do
abiotickog stresa, tj. skupa morfo-anatomskih, fizioloSkih i biohemijskih promena u biljnom
organizmu ili ¢elijama, koji znacajno redukuje produktivnost poljoprivrednih kultura. Svim faktorima
abiotiCkog stresa, kao Sto su niska i visoka temperatura, nedostatak ili visak vode, UV i jonizujucée
zracenje, visok salinitet 1 prisustvo teskih metala u zemljistu, zajednicko je da prouzrokuju sekundarni
oksidativni stres, koji nastaje usled neravnoteze izmedu produkcije i eliminacije reaktivnih vrsta
kiseonika (eng. Reactive Oxygen Species, ROS) u biljnim ¢elijama. Naime, prekomerna akumulacija
ROS i ograni¢en kapacitet antioksidativnog sistema biljne ¢elije za njihovo procesovanje vodi
povecéanju ucestalosti oksidativnih oStec¢enja biomolekula koje dati molekuli ili joni uzrokuju. U
fizioloskim uslovima, ROS se produkuju prvenstveno u hloroplastima i peroksizomima tokom
procesa koji zavise od svetlosti, kao i u mitohondrijama, u procesima nezavisnim od svetlosti (Farooq
i sar., 2019).

Superoksid-dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1) su antioksidativni enzimi koji u¢estvuju u prvoj
liniji odbrane biljnih ¢elija od ROS tokom oksidativnog stresa. SOD su holoenzimi koji pored
proteinskog dela (apoenzima) sadrze metalne jone kao kofaktore. Kod biljaka postoje tri tipa SOD,
sa gvozdem (FeSOD), manganom (MnSOD), bakrom i cinkom (CuZnSOD) u aktivnom centru. Biljne
SOD su kodirane jedarnim genima, a nakon sinteze na citoplazmati¢nim ribozomima, mogu ostati u
citosolu ili se transportuju u razlicite Celijske odeljke: hloroplaste, mitohondrije, peroksizome i
apoplast. Ekspresija SOD gena moze biti modulisana tokom razli¢itih faza rastenja i razviéa biljke,
kao i delovanjem faktora spoljasnje sredine, tj. biotickih i abiotic¢kih stresora. Kod razli¢itih biljnih
vrsta ustanovljeno da faktori abioti¢kog stresa, kao §to su deficit vode, visok salinitet, teSki metali,
hipoksija, niska i visoka temperatura, dovode do pojacane ekspresije i aktivnosti SOD (Perl-Treves i
Galun, 1991; Hernandez i sar., 2000; Oidaira i sar., 2000; Rivero i sar., 2004; Sairam i Dharmar,
2011; Chaoui i El Ferjani, 2014).

Krompir je medu najznacajnijim povrtarskim kulturama, koje se gaje za potrebe ljudske
ishrane i izuzetno je osetljiv na povisene temperature. Visoke temperature negativno uticu na rastenje
1 razvice biljaka krompira, redukuju broj i masu krtola, Sto se negativno odrazava na ukupni 1
merkantilni prinos (Momc¢ilovi¢ i sar., 2021). Ispitivanje mehanizama koji su u osnovi odgovora na
delovanje visokih temperatura je od velike vaznosti kada se radi o ovoj poljoprivrednoj kulturi. Na
¢elijskom nivou, visoke temperature dovode do denaturacije proteina, njihove spontane agregacije i
vece fluidnosti membranskog dvosloja. Promene u fluidnosti membrana se odraZzavaju na njihovu
propustljivost, polozaj integrisanih membranskih proteina i aktivnost transportnih proteina (Los i
Murata, 2004). Usled toplotnog stresa dolazi do remecenja transporta elektrona na membranama
hloroplastnih tilakoida i mitohondrija, $to za posledicu ima prekomernu produkciju ROS i nastanak
oksidativnog stresa. IstraZivanjima na transgenim biljkama krompira pokazano je da pojacana
ekspresija SOD gena doprinosi boljoj toleranciji na visoke temperature i da neki tipovi SOD, poput
MnSOD i CuZnSOD, imaju znacajnu ulogu u toleranciji krompira na toplotni stres. Naime,
ustanovljeno je da pojacana ekspresija MNSOD i CuZnSOD gena, pojedinacno ili u kombinaciji sa
drugim genima, dovodi do povecane otpornosti na stres izazvan visokim temperaturama kod geneticki
transformisanih biljaka (Waterer i sar., 2010; Kim i sar., 2010.).

1.1. ROS i superoksid anjon radikal

Kiseonik (molekulski kiseonik ili dioksigen, O2), iako neophodan za Zivot aerobnih
organizama, moze biti izuzetno toksican ukoliko je u pobudenom stanju (singlet) ili nepotpuno
redukovan. Vrste kiseonika koje nastaju apsorpcijom energije ili parcijalnom redukcijom O
molekula sa jednim, dva ili tri elektrona oznacavaju se kao ROS. Najzastupljenije ROS u ¢eliji su:
singlet kiseonik (*O2), vodonik peroksid (H20>), superoksid anjon radikal (O2") i hidroksil radikal

1



(HO"), koje se smatraju ROS u uzem smislu (Lin i Deng, 2021). Takode, u ¢elijama su prisutni i
alkoksil radikal (RO"), peroksil radikal (ROQO"), hipohlorasta kiselina (HOCI), hipobromna kiselina
(HOBF), peroksinitriti (ONOO/ONOOH), karbonatni anjon (COz3™) i azot-dioksid radikal (NO2")
(Murphy i sar., 2022), koji se smatraju ROS u Sirem smislu (Lin i Deng, 2021).

Atmosferski kiseonik (molekul kiseonika) u svom elementarnom stanju sadrzi dva nesparena
elektrona paralelnih spinova u spoljnim molekulskim orbitalama, zbog ¢ega je najcesée nereaktivan
sa organskim molekulima. Apsorpcijom odredene koli¢ine energije, koja je dovoljna da se promeni
spin jednog od nesparenih elektrona, kiseonik se aktivira, tj. prelazi u pobudeno stanje, singlet (*0,)
(Halliwell, 2006). Kod biljaka singlet kiseonik se Cesto formira u normalnim uslovima u nivou
fotosistema i1 ima ulogu u metabolickim reakcijama. Takode, singlet kiseonik moze nastati i zbog
poremecaja u aktivnosti enzima ili elektron transportnog sistema hloroplasta pri delovanju stresora.
Drugi nacin na koji se moze aktivirati molekul kiseonika je redukcijom, pri ¢emu se formiraju
superoksid anjon radikal (O2™), vodonik peroksid (H203) i hidroksil radikal (HO") (Slika 1.).

Kiseonik 0,
"
Superoksid anjon radikal 0,
- 2H*
g
Vodonik peroksid H,0,
) H*
e NC
H,0
Hidroksil radikal HO’
e H*
Y
Voda H,0

Slika 1. Nastanak ROS postupnom redukcijom kiseonika.

O™ nastaje redukcijom molekula kiseonika sa jednim elektronom, a u hemijskim reakcijama
se ponasa kao jak oksidant i reduktant (Slater i sar., 2008). Reakcijom dismutacije, spontanom ili
katalizovanom SOD enzimima, O2" se prevodi u H2O> i molekul kiseonika. Do pojave O>" je doslo
najverovatnije pre 2,4 milijarde godina, prilikom tzv. ,,Velikog dogadaja oksidacije“ (eng. The Great
Oxidation Event). Naime, u eri paleoproterozoika doslo je do porasta nivoa kiseonika u Zemljinoj
atmosferi 1 pli¢im delovima okeana, kao rezultat kiseoni¢ne fotosinteze od strane Cyanobacteria
(Sheng i sar., 2014). O™ je relativno mali anjon, rastvorljiv u vodi, gde se solvatacija ostvaruje
pomocu Cetiri molekula vode. Hidroperoksil radikal (HO2") je protonovana forma O2™ koja predstavlja
slabu kiselinu (pKa 4,8). 02" i HO2" u hemijskom smislu mogu funkcionisati kao oksidanti i
reduktanti. Obe forme su podjednako jaka redukciona sredstva, dok je HO>" jace oksidaciono sredstvo
u veéini reakcija. Kada O2™ preuzme elektron nastaje peroksid dianjon (02%), koji je nestabilan i
potreban mu je ili H* ili metalni jon, kako bi se stabilizovao, te je zbog toga HO" bolji oksidant od
0O.". U sredini niske pH vrednosti je dominantna protonovana forma O™ (HO>"), koja moze spontano
da se transformise u H2021 O, §to je prikazano u sledecoj jednacini:

HO2" + HO2" — H202+ O2



Pri visokim pH vrednostima rastvora (pH>9), dominantna je O>" forma, koja je veoma
stabilna u ovim uslovima. Dva O™ se odbijaju zbog jakog negativnog naelektrisanja, stoga ne dolazi
do spontane reakcije dismutacije:

02"+ 02" — nema reakcije

Reakcija dismutacije je najbrza kada je pH=pKa=4,8, tj. u uslovima u kojima su koncentracije
HO>"i O, jednake, te HO>" ima ulogu oksidanta, a O>™ reduktanta:

HO, + 0" i H202 + O2

Sa izuzetkom Fe-S proteina (Imlay, 2006), O™ ne pokazuje visoku reaktivnost sa ¢elijskim
biomolekulima poput ugljenih hidrata, nukleinskih kiselina, proteina ili lipida i stoga se ne moze
oznaciti kao neselektivni ,,super oksidant (Sheng i sar., 2014). Medutim, dismutacijom O2" nastaje
H20: koji interaguje sa proteinima, ,,napadajuéi cisteinske i metioninske aminokiselinske ostatke ili
hem prosteticku grupu, kao i sa DNK (Mittler, 2017). Takode, O™ moze reagovati sa H2O2 u Haber-
Weiss-ovoj reakciji i generisati visoko reaktivan HO® (Kehrer, 2000). HO" je reaktivan sa svim
biomolekulima ukljuc¢uju¢i DNK, RNK, lipide i proteine (Mittler, 2017). Kao snazan oksidujuéi
agens, HO" u interakciji sa organskim molekulima dovodi do formiranja organskih radikala ili do
hidroksilacije organskih molekula. Organski radikali mogu potom reagovati sa molekularnim
kiseonikom i dati peroksil radikal (ROO"), sto dalje moze voditi nizu reakcija u kojima ¢e nastajati
novi organski radikali (Slater i sar., 2008).

1.1.1. Mesta produkcije ROS u biljnim éelijama

Glavna mesta u biljnim ¢elijama u kojima se produkuju ROS su hloroplasti, mitohondrije i
peroksizomi (Sharma i sar., 2012; Qi i sar., 2017). Osim intracelularno, ROS se sinteti$u i u apoplastu
pomocu enzima NAD(P)H oksidaza, koji se nalaze na spoljasnjoj strani plazma membrane.

U hloroplastima su reakcioni centri fotosistema | (eng. Photosystem 1, PSI) i fotosistema 11
(eng. Photosystem 11, PSII), primarna mesta produkcije ROS (Asada, 2006). Ovde ROS uglavnom
mogu nastati na dva nacina: interakcijom kiseonika sa ekscitiranim hlorofilom u okviru procesa u
PSII ili prenosom elektrona sa feredoksina na kiseonik u okviru PSI. Tokom reakcija u PSII nastaje
10,, dok u PSI nastaju O2™ i H202. S obzirom da se PSI nalazi u membranama tilakoida strome, a
PSI1 u membranama tilakoida grana, produkcija ROS se odvija na dva mesta u hloroplastima, u stromi
i u lumenu tilakoida grana (Slika 2.).
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Slika 2. Mesta produkcije ROS u hloroplastima. PSI, fotosistem I; PSII, fotosistem II; PQHo,
plastokinol; PC, plastocijanin. Preuzeto i modifikovano prema Bhaduri i sar. (2020).

Fotosinteza je proces koji ukljucuje niz sukcesivnih reakcija. Apsorpcija svetlosti i migracija
ekscitona su brze reakcije, dok je za prenos elektrona potrebno vise vremena. Molekul hlorofila po
apsorpciji fotona prelazi u ekscitirano stanje i tezi da se brzo oslobodi viska energije predajuci
elektron primarnim akceptorima. Ukoliko se apsorbuje previse svetlosti, ekscitirani molekul hlorofila
ne uspeva da se oslobodi viska energije, te prelazi u triplet stanje (*HI) i prenosi energiju alternativnim
akceptorima, kao §to je kiseonik (Asada, 2006). Primaju¢i dodatnu energiju molekul kiseonika se
prevodi u singlet stanje (*0,), koje je reaktivno. 'O, direktno oksiduje proteine, nezasi¢ene masne
kiseline i DNK (Sharma 1 sar., 2012). Takode, ukoliko je plastokinonski pul redukovan i ne moze
primiti elektrone, oni ¢e biti preusmereni na molekule kiseonika. U fizioloskim uslovima, elektroni
se transportuju od reakcionih centara PSI i PSIl do NADP, koji se redukuje u NADPH, a potom ulazi
u Kalvinov ciklus 1 u€estvuje u redukceiji CO2. Medutim, ukoliko je pul NADP potpuno redukovan, u
PSI dolazi do zastoja i ,,curenja“ elektrona sa feredoksina na molekul kiseonika, koji redukcijom daje
0O>" (Asada, 1999; Farooq i sar., 2019).

U mitohondrijama dolazi do produkcije ROS tokom procesa oksidativne fosforilacije. Na
unutraSnjoj membrani mitohondrija nalazi se elektron transportni lanac, koji se sastoji od cetiri
proteinska kompleksa. U kompleksima I i III, moZe do¢i do prenosa elektrona na molekul kiseonika
I nastanka O.™ (Rhoads i sar., 2006). U kompleksu I, koji ima funkciju NAD(P)H-dehidrogenaze,
dolazi do oksidacije NAD(P)H i direktnog prenosa elektrona na ubikinon. Redukovani ubikinon
predstavlja glavno redukujuce sredstvo u mitohondrijama. Kompleksi I 1 II su pocetni donori
elektrona, koji se preko ubikinona prenose na kompleks Ill, citohrom c¢ i kompleks 1V. Krajnji
akceptor elektrona je kiseonik, koji se pri tome redukuje do molekula vode. U slucaju intenzivnijeg
procesa disanja povecava se priliv elektrona u respiratorni elektron transportni lanac, Sto vodi
povecanoj koncentraciji redukovanog ubikinona i nemogucnosti da se oksiduje preko kompleksa III.
Usled zastoja u citohromskom putu, elektroni sa redukovanog ubikinona se prenose na kiseonik i
parcijalno ga redukuju.

Pored 'O, i O2™, u biljnim éelijama se produkuje velika koli¢ina H202. Peroksizomi su glavna
mesta u biljnim ¢elijama u kojima, kao sporedni proizvod metaboli¢kih reakcija, nastaje H202. H202
se primarno produkuje u reakciji oksidacije glikolata pomoc¢u enzima glikolat-oksidaze (del Rio i sar.,
2016). Glikolat, koji nastaje oksigenacijom ribuloze-1,5-bisfosfata (Ru-1,5-BP) u hloroplastima,



transportuje se u peroksizome, zatim se oksiduje u glioksilat uz potro$nju molekula kiseonika, pri
¢emu kao sporedni proizvod nastaje H20-.

Do produkcije H202 u peroksizomima dolazi i tokom [-oksidacije masnih kiselina. Prvi korak
u razlaganju masnih kiselina je njihova aktivacija vezivanjem za koenzim A (CoA), nakon ¢ega sledi
oksidacija pomocu acil-CoA-oksidaze, koji sadrzi FAD kao prosteticku grupu (Poirier 1 sar., 2006).
Sa koenzima FADH: elektroni se direktno prenose na molekul kiseonika, pri ¢emu nastaje H2O».

U peroksizomima, kao sporedni proizvod metabolickih reakcija nastaje i O2”. Na osnovu
analiza radenih na peroksizomima graska (Pisum sativum) i kotiledona lubenice (Citrullus vulgaris),
utvrdeno je da postoje bar dva mesta u peroksizomima gde mogu nastati O>™ (del Rio i sar., 2016).
Jedno mesto je matriks, gde u reakciji oksidacije hipoksantina i ksantina do urinske kiseline, koju
katalizuje enzim ksantin-oksidaza, dolazi do redukcije kiseonika i formiranja O,™. Otkriveno je i da
enzim urat-oksidaza, koji je takode prisutan u matriksu peroksizoma, doprinosi produkciji O2™. Drugo
mesto na kojem nastaju O>™ je peroksizomalna membrana, u kojoj se nalazi mali elektron transportni
lanac sacinjen od flavoproteina (NADH-zavisna fericijanid-reduktaza) i citohnroma b (Cyt b) (Luster
i Donaldson, 1987). Analizom peroksizomalnih membrana P. sativum, utvrdeno je da postoje
najmanje tri polipeptida (PMP18, PMP29 i PMP32), koji imaju ulogu u produkciji Oz~ (LOpez-
Huertas i sar., 1999). Glavno mesto produkcije O2™ je u nivou PMP18, koji verovatno predstavlja Cyt
bs (LOpez-Huertas i sar., 1997). PMP29 predstavlja peroksizomalnu NADPH-zavisnu Cyt P450-
reduktazu, dok PMP32 verovatno odgovara monodehidroaskorbat-reduktazi (MDHAR), enzimu
askorbat-glutation ciklusa (Lopez-Huertas i sar., 1999).

02" nastaju u endoplazmati¢nom retikulumu kao sporedni proizvodi reakcija u kojima
ucestvuju Cyt P450 i NAD(P)H-zavisne citohrom P450-reduktaze (Das i sar., 2014; Jankd i sar.,
2019). Enzimi Cyt P450 sadrze hem-tiolat kao kofaktor i kod eukariota su najée$ée vezani za
endoplazmati¢ni retikulum ili unutra$nju membranu mitohondrija (Werck-Reichhart i Feyereisen,
2000; Pandian i sar., 2020). Oksidacija, koju katalizuje Cyt P450, sastoji se od nekoliko etapa.
Reakcija zapocinje vezivanjem organskog supstrata (R) za hem grupu enzima Cyt P450, nakon cega
NAD(P)H-zavisna citohrom P450-reduktaza predaje elektron Cyt P450 i redukuje Fe®*. Zatim dolazi
do vezivanja molekula kiseonika za kompleks Cyt P450-R i nastanka dioksigen kompleksa.
NAD(P)H-zavisna citohrom P450-reduktaza predaje jos jedan elektron dioksigen kompleksu i nastaje
peroksi kompleks (Cyt P450-ROQO™), koji spontanim razlaganjem oslobada O»™ (Das i sar, 2014;
Pandian i sar., 2020).

Osim unutar ¢elija, ROS se produkuju i u apoplastu. Enzimi NAD(P)H-oksidaze, koji se kod
biljaka nazivaju i eng. Respiratory Burst Oxidase Homologs (RBOH), nalaze se na spolja$njoj strani
plazma membrane i imaju klju¢nu ulogu u produkciji O2". Ovi enzimi su strukturno i funkcionalno
homologni NAD(P)H-oksidazama sisara, a njihova uloga je da preuzimaju elektrone od NAD(P)H iz
citosola i redukuju kiseonik u apoplastu (Kadota i sar., 2015). Ulaskom Ca?* iz apoplasta u ¢eliju
dolazi do aktivacije RBOH, produkcije i akumulacije O2™. Apoplastni O™ potom iniciraju ulazak
Ca®" u susedne ¢elije, $to predstavlja ROS-posredovani prenos signala i vodi razvoju tolerancije
biljaka na stres (Miller i sar., 2009; Novakovic i sar., 2018). O2™ se dalje konvertuju u H.O> i molekul
kiseonika u prisustvu apoplastnih SOD. Drugi mehanizmi kojima nastaju ROS u apoplastu su
posredovani enzimima ksantin-dehidrogenazom (Ma i sar., 2016), peroksidazama celijskog zida
(peroksidaze klase I11) (Francoz i sar., 2015) i oksalat-oksidazom (Voothuluru i Sharp, 2013). Enzim
ksantin-dehidrogenaza je ukljucen u produkciju O2", oksalat-oksidaza katalizuje produkciju H20z,
dok peroksidaze klase III mogu ucestvovati u produkciji H202 i HO®. Naime, osim $to katalizuju
oksidaciju razlicitih supstrata koriste¢i H202 kao oksidant, peroksidaze klase Il u prisustvu
reduktanta NADH mogu katalizovati produkciju H2O>, kao i njegovu redukciju do HO". Produkcija
ROS u apoplastu od strane peroksidaza klase III je znacajna za rastenje ¢elije (Francoz i sar., 2015).
Naime, kada je dovoljno H202 u apoplastu, peroksidaze katalizuju oksidaciju aromati¢nih
komponenti Celijskog zida, $to vodi njegovom ocvrs€avanju. Sa druge strane, redukcijom H20:
nastaje veoma reaktivan HO", koji moze da raskine kovalentne veze u polimerima celijskog zida,
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usled ¢ega dolazi do njegovog razmeksavanja. U proces neutralizacije apoplastnih ROS ukljuceni su
enzimi CuZnSOD i askorbat-peroksidaza (APX), kao i askorbat i glutation. Medutim, vancelijska
antioksidativna zastita je manje efikasna u poredenju sa unutaréelijskom antioksidativnom zastitom.
Na ovaj nacin je omogucena kontinuirana produkcija apoplastnih ROS, §to dalje vodi ROS-
posredovanom prenosu signala izmedu susednih biljnih ¢elija i razvoju tolerancije biljaka na stres
(Novakovi¢ i sar., 2018). Na primer, kod breskve (Prunus persica), koncentracija H2O2 u apoplastu
iznosi 25 pmol g* u optimalnim fiziolokim uslovima, dok u uslovima bioti¢kog stresa (infekcija
virusom $arke §ljive), iznosi priblizno 50 pmol g** (Diaz-Vivancos i sar., 2006).

1.1.2. Uloge ROS

ROS imaju dvostruku ulogu u ¢elijama (Miller 1 sar., 2009). U normalnim fizoloSkim
uslovima ROS imaju funkciju signalnih molekula i prisutni su u svim biljnim tkivima, a narocito u
metabolicki aktivnim (Huang i sar., 2019). ROS su uklju¢ene u brojne procese razviéa poput
remodeliranja ¢elijskog zida, klijanja semena, rastenja korena, oplodnje 1 razvica ploda (Medina i
sar., 2021). ROS su znacajne u procesu razvica listova, senescenciji i dormanciji. Utvrdeno je da ROS
prekidaju dormanciju i indukuju klijanje krtola krompira (Bajji i sar., 2007; Liu i sar., 2017).
Apoplastne ROS interagujuéi sa polisaharidima ¢elijskog zida dovode do rearanzmana istog, $to za
posledicu ima rast ¢elije (PodgoOrska i sar., 2017). Vancelijske ROS mogu biti ukljucene u prenos
signala u susedne celije i tkiva.

Prekomerna akumulacija ROS je toksi¢na po ¢eliju zbog oksidativnih osSte¢enja do kojih
dolazi usled interakcije ROS sa ¢elijskim makromolekulima (Slater 1 sar., 2008). Na nivou proteina
ROS mogu izazvati modifikacije specificnih amino kiselina, fragmentaciju peptidnog lanca, promene
naelektrisanja proteina, kao i povecanu osetljivost na proteolizu. DNK je izuzetno osetljiva na
delovanje ROS, koji dovode do modifikacije nukleotidnih baza i Se¢ernih komponenti nukleotida,
kao 1 do prekida polinukleotidnog lanca. Nastala oSte¢enja na molekulu DNK, ukoliko se ne poprave,
mogu izazvati promene u genetickom kodu. Na nivou celijske membrane, ROS iniciraju lipidnu
peroksidaciju, proces u kojem dolazi do oksidativnog oSte¢enja polinezasi¢enih masnih kiselina, §to
dalje vodi smanjenju fluidnosti membrane 1 povecanju njene propustljivosti. Lipidna peroksidacija
takode izaziva oSteenja membranskih proteina, inaktivaciju receptora, enzima i transportnih proteina
(Slater i sar., 2008).

Prekomerna produkcija ROS moze dovesti do programirane smrti ¢elija (eng. Programmed
Cell Death, PCD), geneticki kontrolisanog procesa kojim se selektivno eliminisu ¢elije organizma.
PCD sluzi za kontrolu broja ¢elija i odrzavanje homeostaze tkiva. Takode, ovim procesom se vrsi
izolacija i uklanjanje oStecenog biljnog tkiva, ¢ime se omogucava preZivljavanje organizma (Petrov
i sar., 2015). Mehanizam indukcije PCD c¢esto uklju¢uje povecanje nivoa ROS (H202), koji imaju
ulogu posrednika u prenosu signala stresa (Gechev i sar., 2005). Generalno, za normalno odvijanje
osnovnih bioloskih procesa, kao §to su proliferacija 1 diferencijacija ¢elija, neophodne su ROS u
niskim koncentracijama, dok poviSene koncentracije ROS mogu biti Stetne po ¢eliju (Huang 1 sar.,
2019).

1.2. Antioksidativna zaStita biljne Celije

Antioksidanti se definiSu kao supstance koje, kada su prisutne i u znatno niZim
koncentracijama od supstrata podloznog oksidaciji, znacajno usporavaju ili sprecavaju oksidaciju
datog supstrata (Halliwell i Gutteridge, 1995). Biljke su tokom evolucije razvile antioksidativni
sistem, ¢ija je uloga odrzavanje redoks homeostaze u biljnoj ¢eliji. Antioksidativni sistem sastoji se
od neenzimske i enzimske komponente (Slika 3.).
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Slika 3. Antioksidativni sistem biljne ¢elije. (A) Neenzimski i enzimski antioksidanti u biljnoj ¢éeliji.
(B) Mehanizam delovanja antioksidanata u reakcijama detoksifikacije ROS. SOD, superoksid-
dismutaza; CAT, katalaza; APX, askorbat-peroksidaza; MDHA, monodehidroaskorbat; MDHAR,
monodehidroaskorbat-reduktaza; DHA, dehidroaskorbat; DHAR, dehidroaskorbat-reduktaza; AsA,
askorbinska kiselina; GSH, glutation; GST, glutation S-transferaza; GPX, glutation-peroksidaza;
GSSG, glutation disulfid; GR, glutation-reduktaza. Preuzeto i modifikovano prema Hasanuzzaman i
sar. (2020).

1.2.1. Neenzimski antioksidanti

Najznacajniji neenzimski antioksidanti obuhvataju jedinjenja male molekulske mase, od kojih
su neka rastvorljiva u vodi (askorbinska kiselina, glutation, fenolna jedinjenja), a neka u lipidima
(tokoferoli, tokotrienoli i karotenoidi). Ova jedinjenja mogu samostalno delovati u odgovoru biljne
¢elije na ROS, ali je efikasnost uklanjanja ROS daleko veca u reakcijama koje katalizuju
antioksidativni enzimi (Dumanovi¢ i sar., 2021). Sa druge strane, male molekulske mase neenzimskih
antioksidanata olakSavaju njihov prolazak kroz celijske membrane i pozicioniranje u blizini
biomolekula, koji su potencijalne mete ROS.

Askorbinska kiselina (AsA,vitamin C) je izuzetno mocan antioksidant i veoma je zastupljen
u biljnoj ¢eliji, posebno u tkivima 1 organima koji intenzivno rastu poput meristemskih tkiva, vr§nog
dela korena, cvetova i mladih plodova (Akram i sar., 2017). Vitamin C se nalazi u svim ¢elijskim
odeljcima, ukljucujuci i Celijski zid, a najmanje je prisutan u vakuoli (Das i Roychoudhury, 2014).
Ovaj antioksidant je najvise zastupljen u hloroplastima, i to u ¢ak 1000 puta vecoj koncentraciji od
glutationa (Dumanovi¢ 1 sar., 2021). AsA deluje tako Sto se direktno vezuje za radikale 1 neutraliSe
ih, a moze i da ucestvuje u enzimskoj reakciji kao koenzim. Naime, u reakciji koju katalizuje APX,



AsA ima ulogu donora dva elektrona, koje predaje H202, pri ¢emu nastaje molekul H20, dok se AsA
oksiduje u monodehidroaskorbat (MDHA) (Slika 3. B).

Glutation (glutaminska kiselina-cistein-glicin, y-glutamil-cisteinil-glicin, GSH) je takode
veoma zastupljen antioksidant u skoro svim ¢elijskim odeljcima i uéestvuje u mnogim procesima u
¢eliji, ukljucujuéi i regulaciju ekspresije gena koji su indukovani stresom (Mullineaux i Rausch, 2005;
Sharma i sar., 2012). GSH deluje tako $to vezuje ROS i na taj nacin onemogucava njihovu interakciju
sa biomolekulima. Takode, sluzi kao redukciono sredstvo u reakciji posredovanoj enzimima glutation
S-transferaza (GST)/glutation-peroksidaza (GPX), kojom se H>O» prevodi u molekul vode (Das i
Roychoudhury, 2014). Glavna uloga ovog antioksidanta odnosi se na regeneraciju AsA u okviru
askorbat-glutationskog (AsA-GSH) ciklusa, u kojem GSH predstavlja supstrat enzima
dehidroaskorbat-reduktaze (DHAR) (Slika 3. B).

Fenolna jedinjenja predstavljaju najraznovrsniju grupu sekundarnih metabolita kod biljaka
(Sakakibara i sar., 2003). Strukturu fenolnih jedinjenja ¢ini aromatic¢ni prsten supstituisan sa jednom
ili vise hidroksilnih (-OH) grupa i u biljnim ¢elijama su uglavnom u formi glikozida ili estara. Zbog
svoje strukture ova jedinjenja imaju sposobnost da vezuju slobodne radikale i speCavaju ih da
interaguju sa biomolekulima (Dumanovi¢ 1 sar., 2021). Pored toga, fenolna jedinjenja imaju
sposobnost da redukuju slobodne radikale predajuci im elektrone ili protone, a mogu sluziti i kao
supstrat peroksidazama koje se nalaze u apoplastu ili u vakuoli ¢elije (Michalak, 2006; Dumanovi¢ i
sar., 2021). Ustanovljeno je da se H2O., koji se nalazi u vakuoli celije, moze redukovati
peroksidazama, koje kao supstrat koriste AsA ili fenolna jedinjenja. Budu¢i da AsA nije toliko
zastupljena u vakuoli ¢elije, na ovaj nacin ¢elija obezbeduje efikasnije uklanjanje H20,.

Tokoferoli i tokotrienoli su esencijalne komponente ¢elijskih membrana, sa malim razlikama
u strukturi. Naime, tokoferoli poseduju zasi¢ene, a tokotrienoli nezasi¢ene izoprenoidne boc¢ne lance.
Na osnovu pozicije metil grupe na 2,3-dihidrohromanskom prstenu, tokoferoli i tokotrienoli se
klasifikuju u pojedinacna jedinjenja, koja se oznacavaju grékim prefiksima a, 3, y i & (Dumanovic i
sar., 2021). Tokoferoli su antioksidanti koji nastaju u fotosintetickim organizmima i zastupljeni su
iskljucivo u zelenim, fotosinteti¢ki aktivnim delovima biljke. Antioksidativno delovanje tokoferola u
hloroplastima podrazumeva vezivanje (,hvatanje”) i hemijsku reakciju sa O, ¢ime se postize
ocuvanost strukture i funkcije PSII. a-tokoferol je najzastupljeniji izomer tokoferola i ima najvecu
antioksidativnu aktivnost u ¢eliji. Procenjeno je da jedan molekul a-tokoferola, u in vitro uslovima,
moze da neutralise do 220 molekula O pre nego §to se degraduje (Fukuzawa i sar., 1982; Sharma i
sar., 2012). Takode, a-tokoferol ima potencijal da neutraliSe lipid peroksi radikal, lipid alkil radikal i
alkoksi radikal, koji su se formirali tokom oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina (Dumanovi¢ 1 sar.,
2021). Na ovaj nacin a-tokoferol sputava dalju propagaciju lipidne peroksidacije.

Karotenoidi predstavljaju biljne pigmente koji se nalaze u plastidima. U normalnim
fizioloSkim uslovima, karotenoidi imaju funkciju pomoc¢nih fotosintetickih pigmenata, tj. apsorbuju
svetlost talasne duzine 450-570 nm kao sastavni deo antena pigmenata PS1 i PSlI, a potom tu energiju
prenose do molekula hlorofila (Das i Roychoudhury, 2014). Pri visokom intenzitetu svetlosti,
karotenoidi imaju fotoprotektivnu ulogu, tj. preuzimaju visak energije sa ekscitiranog hlorofila (*HI")
1 oslobadaju je u vidu toplote. Na ovaj nacin se skracuje vreme Zivota singleta hlorofila 1 sprecava se
formiranje reaktivnog 1Ox.

1.2.2. Antioksidativni enzimi

Najznacajniji enzimski antioksidanti su SOD, katalaze (CAT) 1 peroksidaze (PX). Pored
navedenih enzima, vaznu ulogu u antioksidativnoj zastiti biljne ¢elije imaju i MDHAR, DHAR i
glutation-reduktaza (GR).



SOD (EC 1.15.1.1) su enzimi koji katalizuju reakciju dismutacije O>™ u H2O21 O2. SOD su
prisutni u veéini, ako ne i u svim celijskim odeljcima u kojima se generiSu ROS, zbog ¢ega se
pretpostavlja da SOD imaju centralnu ulogu u odbrani ¢elija od oksidativnog stresa (detaljnije opisano
u odeljku 1.3.).

CAT (EC 1.11.1.6) predstavljaju enzime sa hem prostetickom grupom, koji igraju znacajnu
ulogu u eliminaciji H2O>. Ustanovljeno je da CAT imaju izrazen afinitet za H2Oo, ali ne i za organske
perokside (Dumanovi¢ i sar., 2021). Ovi enzimi su prisutni na mestima gde nastaje H203, a najvise
ih ima u peroksizomima u kojima ¢ine 10-25% ukupnih peroksizomalnih proteina (Reumann i sar.,
2004). Ustanovljeno je da su CAT veoma efikasni i da tokom jednog minuta mogu eliminisati 6 x 10°
molekula H2O> (Dumanovic i sar., 2021). Reakcija katalizovana enzimom CAT je predstavljena
slede¢im jedna¢inama:

H20; + Por-Fe3*-CAT — H,0 + Por*-Fe*'=0-CAT
Por*-Fe**=0-CAT + H02 — H20 + Oz + Por-Fe**-CAT
Reakcija eliminacije H20; prikazana je zbirnom jednacinom:
2H202 — 2H,0 + O2

PX su enzimi koji katalizuju oksidaciju organskih i neorganskih supstrata uz prevodenje H20>
u molekul H2O. Biljne PX su u najve¢em broju (>80%) hemoenzimi (Pandey i sar., 2017). Reakcija
katalizovana enzimom PX je predstavljena slede¢im jednacinama:

H20: + Por-Fe**-PX — H20 + Por*-Fe*=0-PX
Por*-Fe**=0-PX + S — S"+ Por-Fe**=0-PX
Por-Fe**=0-PX + S — S’ + Por-Fe**-PX + H,0

S oznacava supstrat.
Reakcija detoksifikacije H20- prikazana je zbirnom jedna¢inom:
2S + H202 — 28" + 2H20

APX (EC 1.1.11.1) je najznacajnija peroksidaza u antioksidativnom sistemu biljne celije.
APX je kljuéna komponenta AsA-GSH ciklusa (Slika 3. B) i ima vaznu ulogu u regulaciji nivoa H20;
u ¢eliji (Sharma i sar., 2012). Enzim APX ima ve¢i afinitet prema H202 u odnosu na CAT, §to ga €ini
efikasnijim u detoksifikaciji H2O2 u uslovima stresa. Pored APX, u AsA-GSH ciklus ukljuceni su i
MDHAR, DHAR i GR (Bartoli i sar., 2017). Na samom pocetku APX prevodi H202 u H2O i oksiduje
AsA do MDHA. Zatim se MDHA moze redukovati do AsA uz pomo¢ enzima MDHAR, koji koristi
NADPH kao kofaktor. MDHA moze i spontano preci u dehidroaskorbat (DHA), koji ulazi u AsA-
GSH ciklus. Redukciju DHA do AsA katalizuje enzim DHAR, koji kao supstrat koristi GSH i
oksiduje ga do glutation disulfida (GSSG). Potom se GSSG redukuje do GSH pomoc¢u GR, koja
koristi NADPH kao kofaktor.

Pored APX, enzimi GPX (EC 1.11.1.9) takode imaju sposobnost da detoksifikuju H20,
koriste¢i GSH ili tioredoksin kao supstrat (Bela i sar., 2015). Ustanovljeno je da enzimi GPX i GST
(EC 2.5.1.18) mogu zajedno ucestvovati u detoksifikaciji lipidnih hidroperoksida i drugih reaktivnih
molekula. Pokazano je da viSe enzima GST poseduju aktivnost kao GPX i da mogu ucestvovati u
antioksidativnoj zastiti ¢elije (Gullner i sar., 2018).



1.3. SOD

SOD su enzimi koji u¢estvuju u prvoj liniji odbrane biljnih ¢elija od ROS tokom oksidativnog
stresa. McCord i Fridovich (1969) su prvi identifikovali u govedim eritrocitima enzim ¢iji je supstrat
superoksid anjon radikal (O2™). Novootkriveni enzim nazvan je superoksid-dismutaza, a pokazalo se
da je identican eritrokupreinu i hemokupreinu, ranije otkrivenim enzimima nepoznate funkcije.
Daljim istrazivanjima utvrdeno je da SOD pripadaju grupi metaloenzima, koji se medusobno
razlikuju na osnovu metalnog jona prisutnog u aktivnom centru enzima. Naime, SOD su holoenzimi
koji pored proteinskog dela (apoenzima) sadrze metalne jone kao kofaktore. U Zivom svetu postoji
vise tipova ili metaloformi SOD: CuZnSOD, FeSOD, MnSOD, Mn/FeSOD, NiSOD i CuSOD (Sheng
i sar., 2014). CuzZnSOD nalaze se kod bakterija i eukariota, dok su FeSOD i MnSOD prisutne kod
arheja, bakterija 1 eukariota (Sheng i sar., 2014). Mn/FeSOD enzimi se uglavnom nalaze kod
primitivnijih aerobnih organizama i karakterise ih sposobnost da kao kofaktor koriste bilo koji od dva
metala, Mn ili Fe (Miller, 2012). Zbog ove Kkarakteristike Mn/FeSOD se oznacavaju i kao
kambijalisticke (CamSOD), od latinske re¢i cambialis koja znac¢i promenljiv (El Shafey i sar., 2008).
NiSOD su otkrivene krajem XX veka. Youn i sar. su 1996. godine izolovali i identifikovali novi tip
SOD, NiSOD, u citosolu Streptomyces spp. Pored Streptomyces, prisustvo NiSOD sekvenci
ustanovljeno je u genomu filogenetski udaljenih marinskih organizama poput cijanobakterija i zelenih
algi (in silico analiza) $to ukazuje na moguc¢nost horizontalnog transfera gena (Dupont i sar., 2008;
Schmidt i sar., 2009). CuSOD enzimi su otkriveni tek pocetkom XXI veka, prvo kod Mycobacterium
tuberculosus (Spagnolo i sar., 2004), a potom kod gljiva i oomiceta (Robinett i sar., 2018). U
animalnim ¢elijama identifikovani su tandemski ponovci aminokiselinskih sekvenci, koje su sli¢ne
CuSOD proteinskim sekvencama gljiva. Navedene aminokiselinske sekvence se nalaze u okviru
velikih peptida oznacenih kao eng. copper-only SOD-repeat proteins.

Ustanovljeno je da FeSOD i MnSOD postoje u formi dimera i tetramera. Kod bakterija ovi
enzimi uglavnom formiraju dimere, dok se kod arheja javljaju u formi tetramera (Searcy i Searcy,
1981; Kirby i sar., 1981; Urshy i sar., 1999). Biljne FeSOD postoje u formi dimera i tetramera
(Alscherisar., 2002). U eukariotskim ¢elijama tetramerne MnSOD mogu se nac¢i u mitohondrijalnom
matriksu (Borgstahl i sar., 1992) i peroksizomima (Palma i sar., 1998), dok su citosolne izoforme
dimerne (Sheng i sar., 2014.). U eukariotskim ¢elijama apoplastne CuZnSOD su tetramerne, dok su
ostale uglavnom u formi dimera. Kod nekih biljnih vrsta, kao §to su Oryza sativa i Chenopodium
murale, u citosolu i hloroplastima identifikovani su termostabilni CuZnSOD enzimi u formi
monomera (Sundaram i sar., 2009).

Kod biljaka su zastupljena tri tipa SOD: FeSOD, MnSOD i CuzZnSOD. CuzZnSOD se
uglavnom nalaze u citoplazmi, peroksizomima, hloroplastima i u apoplastu. FeSOD su lokalizovane
prvenstveno u plastidima, a MnSOD u mitohondrijama i peroksizomima (Slika 4.).
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Slika 4. Lokalizacija SOD u biljnoj ¢eliji.

Velika sli¢nost u strukturi FeSOD 1 MnSOD najbolje se moZe uociti poredenjem 3D struktura
ovih enzima (Slika 5.). Kod svih poznatih FeSOD i MnSOD, ustanovljeno je da iste aminokiseline
ucestvuju u koordinaciji metalnog jona u aktivnom mestu enzima (Sheng i sar., 2014). Budu¢i da su
ovi enzimi ¢lanovi iste familije proteina, nije iznenadujucée to Sto postoje Mn-FeSOD enzimi koji
mogu vezati bilo koji od ova dva jona.

Slika 5. Poredenje 3D strukture FeSOD (PDB: 1ISB) i MnSOD (PDB: 1D5N) Escherichia coli.
Narandzastom bojom prikazan je polipeptidni lanac FeSOD, a ruzi¢astom MnSOD. Preuzeto iz Sheng
i sar. (2014).
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Sa izuzetkom FeSOD i MnSOD, koje su veoma sli¢ne (Slika 5.), strukture i aktivna mesta
ostalih SOD se veoma razlikuju (Slika 6.), sto sugeri$e da su SOD proteini produkti konvergentne
evolucije (Sheng i sar., 2014).

Slika 6. Kvaternarna struktura SOD proteina. (A) CuZnSOD Homo sapiens (PDB: 1PU0), (B)
NiSOD E. coli (PDB: 1T6U), (C) MnSOD Saccharomyces cerevisiae (PDB: 3LSU) i (D) FeSOD
Anaplasma phagocytophilum (PDB: 3JS4). Razli¢itim bojama su prikazane monomerne subjedinice.
Sfere prikazuju jone metala u aktivnom mestu enzima. Preuzeto iz Sheng i sar. (2014).

Iako se strukturno mogu razlikovati, mehanizam delovanja SOD je sli¢an. Naime, SOD
katalizuju dismutaciju O2™ tzv. ,,ping-pong® mehanizmom, kojim jedan O2"™ u prvom koraku redukuje
metalni jon, a zatim drugi O2" oksiduje redukovani metalni jon u aktivnom mestu enzima:

0, + M™D*.SOD — 0y + M™-SOD

02"+ M™-SOD + 2H* — H20, + M™Y*-S0D
M oznacava metalni jon koji se nalazi u aktivnom mestu enzima: Cu (n = 1), Mn (n = 2), Fe (n = 2).

Reakcija dismutacije prikazana je zbirnom jednacinom:

205"+ 2H* —» H207 + O2

Na osnovu poredenja jednacina reakcije spontane dismutacije O2™ (odeljak 1.1.) sa SOD-
katalizovanom reakcijom, moZe se zakljuciti da je enzimski katalizovana reakcija brza. Naime,
spontana dismutacija O™ je reakcija drugog reda, jer zavisi od dva molekula O™ i njena brzina je
proporcionalna [O2"]? (Sheng i sar., 2014). Sa druge strane, SOD-katalizovana reakcija sastoji se od
dve reakcije prvog reda, koje zavise samo od koncentracije O,". Reakcija katalizovana SOD
enzimima moZze da se odigrava brzo ¢ak i pri veoma niskim koncentracijama supstrata. Na taj nacin
SOD moze da odrzi nivo éelijskog O, na niskim fizioloskim koncentracijama od priblizno 2 x 1071
M (Imlay i Fridovich, 1991; Sheng i sar., 2014).
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Produkt reakcije dismutacije, H202, koji je takode ROS, se dalje prevodi delovanjem CAT i
PX enzima u molekul H20.

1.3.1. FeSOD
1.3.1.1. Nastanak, otkrice i rasprostranjenost

FeSOD smatraju se evolutivno najstarijim tipom SOD. U vreme kada je zapocela evolucija
fotosintetskih cijanobakterija i porast nivoa kiseonika u atmosferi i okeanima, najzastupljeniji metal
u Zivotnoj sredini bio je gvozde u rastvornoj Fe?* formi. Prelazak iz redukcionog u oksidaciono
okruzenje, doveo je do prevodjenja gvozda u oksidovanu, manje rastvornu i dostupnu Fe** formu, §to
je verovatno uslovilo zamenu i vezivanje Mn®* za aktivno mesto enzima (Alscher i sar., 2002).

FeSOD proteini nalaze se kod prokariota, u mitohondrijama i citosolu kod primitivnijih
eukariota i u plastidima kod visih biljaka. Prvi put su FeSOD identifikovane kod E. coli (Yost i
Fridovich, 1973), a potom kod drugih bakterija, ukljucujuéi i anaerobne (Hatchikian i Henry, 1977).
Dugo se smatralo da su FeSOD prisutne samo kod prokariota, sve dok ih Kanematsu i Asada (1979)
nisu izolovali iz alge Euglena gracilis, a potom Salin i Bridges (1980) nisu utvrdili da su dati enzimi
prisutni i kod vrste vaskularnih biljaka Brassica campestris. Kasnijim istrazivanjima je ustanovljeno
prisustvo FeSOD u biljnim vrstama poput pasulja i paradajza (Kwiatowski i Kaniuga, 1984), ginka i
zutog lokvanja (Duke i Salin, 1985), limuna (Sevilla i sar., 1984) i paprike (Leon i sar., 2002; Mateos
i sar., 2013). Prisustvo FeSOD utvrdeno je i kod biljaka iz porodica Rutaceae, Rubiaceae i
Caryophyllaceae (Droillard i sar., 1989; Daza i sar., 1993; Almansa i sar., 1994), $to ukazuje da su
dati enzimi mnogo zastupljeniji kod biljaka, nego §to se ranije mislilo.

FeSOD su zastupljene u plastidima, ali kod nekoliko biljnih vrsta ustanovljeno je prisustvo
enzima u citosolu, i to kod Vigna unguiculata (Moran i sar., 2003), Lotus japonicus (Rubio i sar.,
2007) i Pogonatum inflexum (Kanematsu i sar., 2013). Prisustvo ovog SOD u plastidima biljaka i
njegovo odsustvo kod Zivotinja i gljiva, dovelo je do pretpostavke da gen za FeSOD potice od
fotosintetickog endosimbionta (Cyanobacteria) i da se tokom evolucije premestio iz plastidnog u
jedarni genom. U prilog ovoj hipotezi navodi se postojanje nekoliko konzervativnih regiona, koji su
prisutni u nukleotidnim sekvencama FeSOD gena kod biljaka i fotosintetickih bakterija, ali ih nema
kod hemosinteti¢kih bakterija (Bowler i sar., 1994).

1.3.1.2. Struktura proteina i aktivhog mesta

Biljni FeSOD enzimi mogu biti u formi homodimera, sa¢injenih od dve identi¢ne subjedinice
veli¢ine 18-27 kDa, kao $to je utvrdeno kod B. campestris, Nuphar luteum, Ginkgo biloba, V.
unguiculata, P. sativum (Alscher i sar.,, 2002). Osim dimera, FeSOD enzimi formiraju
homotetramere, sacinjene od Cetiri identi¢ne subjedinice (80-90 kDa) i kao takvi su prisutni kod
vecine vaskularnih biljaka. Pored navedenog, u plastidima geneticki transformisanih biljaka duvana
identifikovani su FeSOD enzimi heterodimerne strukture, izgradeni od FSD2 1 FSD3 proteinskih
subjedinica iz Arabidopsis thaliana (Myouga i sar., 2008).

Utvrdeno je da monomeri FeSOD poseduju dva domena (Stallings i sar., 1983). C-terminalni
domen sastoji se od tri B-lanca okruzena sa dva a-heliksa, a na tre¢em B-lancu i petlji su lokalizovana
dva Fe-liganda (H160 i D156 kod E. coli), koji ulaze u sastav aktivnog mesta (Slika 7. A). N-
terminalni domen sastoji se od tri a-heliksa u kojima se nalaze dva Fe-liganda (H26 i H73 kod E.
coli). U strukturi dimera postoji srednji a-heliks, koji nije prisutan kod tetramernih formi. Naime, kod
tetramera dolazi do produzetka dva glavna heliksa 1 odgovaraju¢i aminokiselinski ostaci ne ulaze u
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sastav petlje, ve¢ ucestvuju u naslojavanju dva dimera i formiranju tetramerne strukture (Sheng i sar.,
2014).

Slika 7. FeSOD E. coli (PDB: 1ISB). Struktura (A) dimera i (B) aktivnog mesta enzima. Zelenom
bojom oznacen je N-terminalni domen, a plavom C-terminalni domen. NarandZaste sfere
predstavljaju metalne jone u aktivnom mestu enzima. Preuzeto i modifikovano prema Sheng i sar.
(2014).

Aktivno mesto FeSOD (Slika 7. B) sadrzi jedan jon Fe®* koordinisan u trigonalnu bipiramidu
satri H i jednim D aminokiselinskim ostatkom (H26, H73, H160 i D156 kod E. coli), kao i molekulom
OH/H20. Aktivno mesto je stabilizovano mrezom vodoni¢nih veza formiranih od strane molekula
OH/H20 sa D156 i Q69, kao i vodoni¢nom vezom izmedu Q69 i Y34 aminokiselinskih ostataka
(Miller, 2004).

1.3.1.3. Kataliti¢ki mehanizam FeSOD

Reakcija katalizovana FeSOD enzimom sastoji se od naizmeni¢ne redukcije i oksidacije
metalnog jona, zbog €ega se naziva ,,ping-pong® reakcija. Za svaku od dve polureakcije neophodan
je po jedan H*. U prvoj polureakciji, donor H* je molekul vode iz okruZenja, a u drugoj H20 ligand.

0" + H*+ HO-Fe**SOD — O3 + H,0-Fe?*SOD
02"+ H* + H,0-Fe?*SOD — H,0, + HO-Fe**SOD

U prvoj polureakciji H* interaguje sa OH" ligandom, dolazi do redukcije Fe®* i nastanka H20
liganda. U drugoj polureakciji, H20 ligand daje H* za redukciju O2". Na Slici 8. je prikazan kataliti¢ki
mehanizam FeSOD E. coli u pet koraka.

Da bi se pojasnila kataliticka reakcija i sled dogadaja, prva polureakcija se moze podeliti u
dva, a druga polureakcija u tri koraka (Sheng i sar., 2014). U prvom koraku dolazi do interakcije O2™
sa Fe**SOD u unutrasnjoj sferi koordinacionog kompleksa aktivnog mesta enzima (Slika 8.). Ova
vrsta koordinacije sa Fe®" ustanovljena je kod drugih malih anjona (N3, F i OHY), stoga se
pretpostavlja i za O2™.
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U drugom koraku dolazi do redukcije Fe**SOD i oslobadanja O2. Prenos elektrona sa O,™ na
Fe3* se odvija veoma brzo po interakciji, buduéi da nije detektovan enzimesupstrat intermedijer.
Dostavljanje H* iz okolnih molekula vode verovatno se odvija putem mreZe vodoni¢nih veza koje
formiraju GIn(Q)69, Tyr(Y)34, His(H)30 i OH" ligand, i koristi se za formiranje H2O liganda. Po
prenosu elektrona nastaje nenaelektrisani dioksigen (O2), koji ne pokazuje veliku reaktivnost sa
Fe2*SOD i brzo napusta aktivno mesto enzima.
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Slika 8. Kataliticki mehanizam FeSOD E. coli. Asp, D; GIn, Q; His, H; Tyr, Y. Preuzeto i
modifikovano prema Sheng i sar. (2014).

Tre¢i korak podrazumeva uvodenje drugog Oz i njegovu interakciju sa Fe**SOD u
spoljasnjoj sferi koordinacionog kompleksa aktivnog mesta enzima. Ustanovljeno je da mali anjoni
ne interaguju direktno sa Fe?", a razlog je najverovatnije manje naelektrisanje Fe?*, kao i uticaj
negativno naelektrisanog Asp (D)156 kao dominantnog liganda u Fe?*SOD.

U &etvrtom koraku dolazi do redukcije O2™ od strane Fe?*SOD i prve protonizacije peroksid
dianjona. Tokom oksidacije Fe?*SOD, H* iz H2O liganda se preko mreZe vodoniénih veza u aktivnom
mestu vezuje za O2™. Ova dva dogadaja su povezana, jer se labilni H iz H20 liganda nalazi veoma
blizu Fe.

Peti korak ukljucuje protonizaciju hidroperoksida i odlazak H20: iz aktivnog mesta enzima.
Smatra se da ovaj korak ograni¢ava brzinu druge polureakcije, koja podrazumeva oksidaciju Fe?" i
redukciju O2", zbog sporog transporta H* unutar aktivnog mesta.

1.3.2. MnSOD
1.3.2.1. Nastanak, otkrice i rasprostranjenost

MnSOD proteini su najverovatnije evoluirali od FeSOD zamenom metala u aktivnom mestu
enzima. Kod primitivnih anaerobnih bakterija (Bacteroides fragilis, Porphyromonas gingivalis,
Propionibacterium shermanii) identifikovane su kambijalisticke Mn/FeSOD (CamSOD), koje
karakteriSe mogucnost da koriste bilo koji od ova dva metala (Amano i sar., 1990; Meier i sar., 1994).
Stoga, postoji mogucnost da su FeSOD i MnSOD mogle nastati od drevne Fe-MnSOD.

MnSOD proteini prvi put su otkriveni kod E. coli (Keele i sar., 1970), a potom i kod drugih
prokariotskih i eukariotskih organizama. Kod Cyanobacteria i fotosintetickih protozoa, MnSOD se
nalaze u tilakoidnim membranama (Okada i sar., 1979; Kanematsu i Asada, 1979). MnSOD su
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pronadene u hloroplastima eukariotske alge Chlamydomonas rheinhardtii (Allen i sar., 2007), dok su
kod visih biljaka uglavnom prisutne u mitohondrijama (Alscher i sar., 2002). Prva MnSOD visih
biljaka je izolovana iz listova P. sativum (Sevilla i sar., 1980). Odsustvo MnSOD u plastidima visih
biljaka sugeriSe da se MnSOD gen fotosintetickog endosimbionta (Cyanobacteria) izgubio, dok se
dati gen mitohondrijalnog endosimbionta zadrzao tokom evolucije (Momcilovi¢ i Panteli¢, 2018).
Osim u mitohondrijama, MnSOD proteini detektovani su i u peroksizomima kod nekoliko biljnih
vrsta (P. sativum, Dianthus caryophyllus, Ricinus communis i Cucumis sativus) (del Rio i sar., 2002).

1.3.2.2. Struktura proteina i aktivnog mesta

Poredenjem strukture FeSOD i MnSOD ustanovljena je znacajna homologija medu
aminokiselinskim sekvencama, slicno prostorno uvijanje proteina, kao 1 konzervativni
aminokiselinski ostaci u aktivnom mestu enzima (Fridovich, 1974). Sli¢no kao FeSOD, MnSOD
mogu formirati homodimernu ili homotetramernu strukturu (Slika 9.), sa subjedinicama veli¢ine 18-
20 kDa. Dimerne MnSOD su otkrivene kod bakterija i ve¢ine prokariota, dok su eukariotske forme
uglavnom tetramerne.

Slika 9. Kvaternarna struktura MnSOD. (A) Dimer E. coli (PDB: 1VEW). (B) Tetramer S. cerevisiae
(PDB: 3LSU). Monomerne subjedinice su oznacene razli¢itim bojama, a metalni joni u aktivnim
mestima enzima prikazani su ljubicastim sferama. Strelice oznacavaju a-helikse N-terminalnih
domena. Preuzeto i modifikovano prema Sheng i sar. (2014).

Monomeri MnSOD sadrze dva domena (Sheng i sar., 2014). N-terminalni domen je safinjen
od o-heliksa, dok C-terminalni domen ¢ine o-heliksi i mala B-plo¢a. Osnovna razlika izmedu
dimernih i tetramernih formi MnSOD lezi u strukturi N-terminalnog domena. Kod tetramernih formi,
N-terminalni domen sastoji se od dugih a-heliksa, koji formiraju ukosnicu, dok su kod dimera ovi
heliksi znatno kraci (Slika 9.).

Struktura aktivnog mesta MnSOD je sli¢na kao kod FeSOD. Aktivno mesto MnSOD (Slika
10. B) sadrzi jedan Mn®*" koordinisan sa tri H i jednim D aminokiselinskim ostatkom (H26, H74,
H163 i D159 kod H. sapiens), kao i molekulom OH/H20. Aktivno mesto je stabilizovano mrezom
vodoni¢nih veza formiranih od strane molekula OH/H20 sa D159 i Q143, kao i vodoni¢nom vezom
izmedu Q143 i Y34 aminokiselinskih ostataka. U okviru N-terminalnog domena nalaze se H26 i H74
Mn-ligandi, dok se druga dva liganda (H163 i D159) nalaze u sastavu C-terminalnog domena.
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Slika 10. MnSOD H. sapiens (PDB: 1LUV). Struktura (A) tetramera i (B) aktivnog mesta enzima.
Monomerne subjedinice su oznacene razli¢itim bojama, a metalni joni u aktivnim mestima enzima
prikazani su ljubic¢astim sferama. Preuzeto i modifikovano prema Sheng i sar. (2014).

1.3.3. CuzZnSOD
1.3.3.1. Nastanak, otkrice i rasprostranjenost

CuznSOD su evolutivno najmlade i najzastupljenije biljne SOD, a pretpostavlja se da je
njihovoj evoluciji prethodilo zasi¢enje atmosfere kiseonikom (Alscher i sar., 2002). Pre ,,Velikog
dogadaja oksidacije, gvozde (Fe?*), mangan (Mn?*) i nikl (Ni?*) su postojali u rastvorljivoj formi u
prvobitnim okeanima, dok su cink (Zn*) i bakar (Cu*) bili prisutni u nerastvornim mineralima, koji
sadrze sulfide. Kako su okeani postajali vise oksidujuéa sredina, Fe?* se prevodio u nerastvorljive
Fe®" oksid-hidrokside. U atmosferi potpuno zasiéenoj kiseonikom, Fe?" postaje nedostupan, a
nerastvorni Cu* se prevodi u rastvorljivi Cu?*, koji po¢inje da se koristi kao kofaktor enzima (Alscher
i sar., 2002). Pretpostavlja se da je CuZnSOD enzim evoluirao nezavisno od ostalih SOD. Poredenjem
aminokiselinskih sekvenci tri CuZnSOD kod A. thaliana, ustanovljen je 51% identi¢nosti i 80%
slicnosti medu sekvencama. Sa druge strane, poredenjem CuZnSOD (CSD1) sa FeSOD (FSD1)
proteinskom sekvencom kod A. thaliana, procenat identi¢nosti iznosi samo 14% (Mom¢cilovi¢ i
Panteli¢, 2018).

CuZnSOD je prvi otkriveni tip SOD (McCord i Fridovich, 1969). Sawada i sar. (1972)
izolovali su CuzZnSOD iz semena biljke P. sativum i to je prvi identifikovani SOD protein kod biljaka.
Asada i sar. (1974) potvrdili su prisustvo ovih proteina u listovima biljke Spinacia oleracea.
CuzZnSOD mogu biti prisutne u citosolu, plastidima, mitohondrijama, peroksizomima, kao i u
apoplastu biljnih ¢elija (Momcilovi¢ i Panteli¢, 2018). CuZnSOD mogu formirati homodimernu ili
homotetramernu strukturu. Homodimerne forme se nalaze u citosolu, a homotetramerne u
hloroplastima i apoplastu. Hloroplastne CuZnSOD dikotiledonih biljaka pokazuju veliku sli¢nost u
aminokiselinskoj sekvenci koja iznosi 83-98% (Al-Faris i sar., 2022), dok je poredenjem
aminokiselinskih sekvenci hloroplastnih i citosolnih CuZnSOD ustanovljena sli¢nost od 68% (Alcher
i sar., 2002). lzuzetak je citosolna izoforma CuzZnSOD proteina (MSODC), koja je identifikovana
kod jetrenjace Marchantia paleacea, za koju je utvrden visok stepen homologije sa hloroplastnim
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CuzZnSOD proteinima (Tanaka i sar., 1996). Buduéi da je rod Marchantia evolutivho veoma star,
pretpostavlja se da je MSODC stara forma enzima veoma bliska zajedni¢kom pretku citosolne i
hloroplastne izoforme CuzZnSOD (Fink i Scadalios, 2002).

Hloroplastna izoforma CuZnSOD je lokalizovana u stromi hloroplasta (Kanematsu i Asada,
1990). Na osnovu imunocitohemijskih analiza sprovedeniih na biljkama spanaca (S. oleracea),
ustanovljeno je da se hloroplastna izoforma CuzZnSOD uglavnom nalazi na delu tilakoidnih
membrana koji je u kontaktu sa stromom hloroplasta, u blizini PSI (Ogawa i sar., 1995). Sa druge
strane, imunocitohemijskim analizama je citosolna CuZnSOD detektovana i u citosolu, jedru i
vancelijskom prostoru (Ogawa i sar., 1996).

1.3.3.2. Struktura proteina i aktivhog mesta

CuZnSOD mogu formirati homodimere ili homotetramere sa subjedinicama veli¢ine 15-17
kDa, ali kod nekih biljnih vrsta (O. sativa i C. murale) su detektovani termostabilni monomerni
CuzZnSOD proteini (Kanematsu i Asada, 1989; Sundaram i sar., 2009). lako je za aktivnost enzima
vazno prisustvo oba metala, Cu®" jon uéestvuje u redoks reakcijama i enzim postaje neaktivan ukoliko
dode do njegove eliminacije ili supstitucije drugim metalom (Bordo i sar., 1994; Marino i sar., 1995).
Uloga Zn?" je pre strukturna nego funkcionalna, $to je potvrdeno istrazivanjima u kojima je nakon
zamene Zn?* drugim metalom (Co?*, Hg?*, Cd?* ili Cu?"), enzim zadrzao aktivnost (Bordo i sar.,
1994; Marino i sar., 1995).

Struktura aktivnog mesta CuZnSOD zavisi od oksidacionog stanja Cu*?*. U aktivnom mestu
CuZnSOD H. sapiens jon bakra u redukovanoj Cu* formi je koordinisan sa tri H (H46, H48 i H120), dok
je Zn?* koordinisan sa tri H i jednim D (H63, H71, H80 i D83) aminokiselinskim ostatkom (Slika 11.).

Slika 11. CuzZnSOD H. sapiens (PDB: 1PUO). Struktura (A) dimera i (B) aktivnog mesta enzima.
Sivim strelicama predstavljeni su B-lanci, tamno zelene spirale prikazuju a-helikse. Narandzaste sfere
predstavljaju Cu*, a plave Zn?*. Preuzeto i modifikovano prema Sheng i sar. (2014).
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Nakon oksidacije, Cu?" vezuje H63 aminokiselinski ostatak, kao i molekul vode i postaje
pentakoordinisan. Aminokiselinski ostatak D124 je znacajan za stabilizaciju aktivnog mesta enzima,
jer povezuje dva metala u aktivnom mestu enzima formirajuéi vodonic¢ne veze sa H46 i H71 (Slika
11.). U neposrednoj blizini Cu?*, nalazi se aminokiselinski ostatak R143, koji je esencijalan za
kataliticku aktivnost enzima (Borders i Johansen, 1980). R143 je znacajan u elektrostatickom
prepoznavanju, interakciji i stabilizaciji negativno naelektrisanog supstrata (O2"), kao i u njegovom
dopremanju do metalnog jona (Cu?*) u aktivnom mestu enzima (Fisher i sar., 1994; Sheng i sar.,
2014). R143 preko vodoni¢ne veze sa G61, vezuje Cu-ligand (H48), a takode gradi i vodoni¢nu vezu
sa aminokiselinom C57, koja ulazi u sastav disulfidnog mosta.

1.3.4. Karakterizacija biljnih SOD gena

Biljne SOD kodirane su jedarnim genima ¢iji broj varira medu biljnim vrstama, od najmanje
4 (Helianthus annus) do najvise 31 gena (Brassica napus). U Tabeli 1. prikazana je zastupljenost
gena koji kodiraju SOD kod razli¢itih biljnih vrsta.

Tabela 1. Zastupljenost gena koji kodiraju SOD kod razli¢itih biljnih vrsta.

Biljna vrsta Ukupno CuznSOD FeSOD MnSOD Referenca
SOD gena
Helianthus annus 4 2 / 2 Fernandez-Ocafa i sar., 2011
Zostera marina 5 2 2 1 Zang i sar., 2020
Dimocarpus longan 6 3 2 1 Lini Lai, 2013
Oryza sativa 7 4 2 1 Nath i sar., 2014
Medicago 7 4" 2 1 Song i sar., 2018
truncatula
Hordeum vulgare 7 4 2 1 Zhang i sar., 2021
Arabidopsis 8 3 3 2 Kliebenstein i sar., 1998
thaliana
Sorghum bicolor 8 5" 2 1 Filiz i sar., 2015.
Setaria italica 8 4 3 1 Wang i sar., 2018
Salvia miltiorrhiza 8 3" 2 3 Han i sar., 2020
Citrullus lanatus 8 5 2 1 Rehman i sar., 2022
Gossypium 9 5 2 2 Wang i sar., 2016a
raimondii
Gossypium 9 5 2 2 Wang i sar., 2016a
arboreum
Solanum 9 4 4 1 Feng i sar., 2016
lycopersicum
Cucumis sativus 9 5 3 1 Zhou i sar., 2017
Vitis vinifera 10 6" 2 2 Hu i sar., 2019
Musa acuminata 12 6 2 4 Feng i sar., 2015
Zea mays 13 6 5 2 Liuisar., 2021
Gossypium 18 10 4 4 Wang i sar., 2017
hirsutum
Brassica rapa 18 8 6 4 Verma i sar., 2019
Triticum aestivum 26 17 6 3 Jiang i sar., 2019
Brassica juncea 29 12 10 7 Verma i sar., 2019
Brassica napus 31 14 11 6 Suisar., 2021

Napomena: zvezdicom su oznaceni podaci koji ukljuuju i gene za bakar-Saperon.

Prethodno je smatrano da SOD geni biljaka imaju visoko konzervativhu egzon-intron
strukturu, gde citosolni CuZnSOD poseduju sedam introna, hloroplastni CuZnSOD osam, a MnSOD
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pet introna (Fink i Scandalios, 2002). Medutim, novija istrazivanja su pokazala da egzon-intron
struktura SOD gena varira kako unutar vrste tako i medu biljnim vrstama. Na primer, kod Zea mays
identifikovano je 6-7 introna u citosolnim CuZnSOD, 5-7 introna u hloroplastnim CuZnSOD, i 4-5
introna u MnSOD (Liu i sar., 2021). Kod C. sativus, citosolni CuZnSOD sadrze 5-7 introna, a
hloroplastni CuZnSOD sedam, kao i MnSOD (Zhou i sar., 2017).

1.3.5. Regulacija ekspresije SOD gena

Regulacija ekspresije biljnih SOD gena ukljucuje razli¢ite mehanizme koji deluju na
transkripcionom, posttranskripcionom, translacionom i posttranslacionom nivou. NajceSce se
regulacija odigrava na transkripcionom nivou i obuhvata kompleksnu mrezu transkripcionih faktora
(TF) i regulatornih elemenata. TF vezivanjem za specifi¢éne konzervativne motive u promotorima
gena (Cis-Regulatorne Elemente, CRE), aktiviraju ili inhibiraju transkripciju. Kod razli¢itih biljnih
vrsta je ustanovljeno da, pored konzervativnih i Siroko zastupljenih CAAT i TATA-elemenata,
promotori SOD gena sadrze CRE koji su povezani sa odgovorom biljaka na razli¢ite stimuluse
(svetlost, fitohormone) i faktore abiotickog stresa, ili su u vezi sa stadijumima procesa rastenja i
razviéa biljaka (Wang i sar., 2017; Zhou i sar., 2017; Liu i sar., 2021).

Analizama promotorskih regiona SOD gena kod biljke Vitis vinifera, ustanovljeno je da TF iz
razli¢itih familija (SBP, MYB, WRKY, ERF, CPP, LBD, TCP, HD-ZIP, AP2 i Dof), mogu regulisati
ekspresiju VvSOD gena (Hu i sar., 2019). U promotorima SOD gena kod biljke Gossypium hirsutum,
identifikovani su CRE koji su povezani sa odgovorom na stres (ARE, MBS, Box-W1, HSE, LTR,
WUN motiv i TC ponovci) (Wang i sar., 2017). Razli¢iti CRE povezani sa odgovorom na stres (HSE,
MBS, WUN-motiv, TC- ponovci, ARF, EIRE i Box-W1), prisutni su i u promotorima SOD gena kod
C. sativus (Zhou i sar., 2017). Analizom promotora SOD gena kod Z. mays identifikovano je 2-10
CRE, koji su ukljuéeni u odgovor na apscisinsku kiselinu-ABA (ABRE), dehidrataciju (DRE), nisku
temperaturu (LTR) i za vezivanje TF iz MYB familije (MBS) (Liu i sar., 2021).

Regulacija ekspresije SOD gena na posttranskripcionom nivou podrazumeva utiavanje gena
posredovano mikro-RNK (miRNK), alternativno iskrajanje introna i alternativnu poliadenilaciju
informacione RNK (iRNK). miRNK predstavljaju familiju malih nekodiraju¢ih regulatornin RNK
molekula, veli¢ine 20-24 nukleotida, koji sprecavaju translaciju iRNK ili iniciraju iRNK degradaciju.
miRNK ucestvuju u utiSavanju gena tako Sto se 5 krajem vezuju za specificna mesta unutar
kodirajuceg ili netranslatirajuceg regiona (eng. Untranslated Regions, UTR) iRNK. miR398 je jedna
od najbolje proucenih miRNK kod biljaka. Pokazano je da kod A. thaliana miR398 interaguje sa
CuznSOD (CSD1 i CSD2) transkriptima, $to rezultuje degradacijom transkripata ili onemogucavanjem
translacije (Kumar, 2014). Osim A. thaliana, miR398-posredovana posttranskripciona regulacija
ekspresije gena ustanovljena je i kod drugih biljnih vrsta, kao §to su soja, detelina, kikiriki (Wang i
sar., 2016b). Zapazeno je da nivo ekspresije miR398 opada u uslovima stresa soli, hladnoce 1
dehidratacije kod A. thaliana (Sunkar i Zhu, 2004), ¢ime se omoguc¢ava povecanje nivoa transkripata
gena CSD1 i CSD2. Takode, miR398 ucestvuje u kontroli ekspresije CSD1 i CSD2 na posttranslacionom
nivou posredstvom utiSavanja gena za bakar-Saperon (eng. Copper Chaperone for SOD, CCS)
(Beauclair i sar., 2010). Naime, miR398 inhibira translaciju CCS1 transkripata, ¢ime se onemogucava
sinteza CCS, koji je neophodan za dostavljanje Cu kofaktora do apoenzima i aktivaciju SOD.

Alternativno splajsovanje transkripata rezultuje razlic¢itim izoformama proteina. Kod
kalifornijske topole (Populus trichocarpa), pronadena su dva transkripta za gen Pthipl-SODCL1, koji
se razlikuju u broju baznih parova (Srivastava i sar., 2009). Transkript hipl-SODC1b kodira
nefunkcionalni protein i sadrzi 69 baznih parova vise od drugog transkripta, dok kraci transkript hipl-
SODCl1s kodira funkcionalni SOD. Autori pretpostavljaju da dodatne aminokiseline na C-terminusu
sprecavaju pravilno prostorno uvijanje proteina hipl-SODC1b i samim tim dovode do inaktivacije
enzima. Analizom transkripata kod biljke Gossypium raimondii, identifikovano je vise transkripata
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GrCSD1, GrCSD3, GrFSD1 i GrFSD2 gena (Wang i sar., 2017). GrCSD1, GrFSD1 i GrFSD2 geni
imaju po tri transkripta i analizom alternativnog splajsovanja ustanovljeno je da su transkripti
formirani: 1) zadrzavanjem introna u zreloj iRNK, 2) alternativnim splajsovanjem na 3" ili 3)
alternativnim splajsovanjem na 5” kraju.

Alternativna poliadenilacija je jedan od vaznih mehanizama posttranskripcione regulacije
ekspresije gena. Pre-informaciona RNK (pre-iRNK) moze da sadrzi vise od jednog signala za
poliadenilaciju i taj proces se moze odvijati na nekoliko razli¢itih nacina, Sto omogucava formiranje
razlicitih transkripata. lako ne dolazi do promene u kodiraju¢im sekvencama, razlike u duzini UTR
na 3" kraju mogu uticati na stabilnost iRNK i efikasnost translacije. Koris¢enjem EST (eng. Expressed
Sequence Tag) analize, uradena je identifikacija transkripata SOD gena kod Z. mays (Katyshev i sar.,
2006a). Pretragom EST baze podataka, identifikovan je veliki broj eksprimiranih sekvenci, koje se
mogu podeliti u dve grupe: MnSOD3-1 i MnSOD3-4. Ove grupe se razlikuju u duzini
netranslatiraju¢ih regiona na 3” kraju, $§to se moze objasniti alternativnom poliadenilacijom pre-
IRNK. Alternativna poliadenilacija transkripata MNnSOD gena utvrdena je i kod vrste Larix gmelinii
(Katyshev i sar., 2006b). Kod banana identifikovano je 12 SOD gena, a 25 transkripata (Feng i sar.,
2015). Ustanovljeno je da ovi transkripti, koji kodiraju odredeni SOD protein, imaju isti otvoreni
okvir Citanja, ali se razlikuju u duZini UTR, S§to sugeriSe da su transkripti nastali alternativnom
poliadenilacijom, alternativnim splajsovanjem i alternativnom transkripcijom (Feng i sar., 2015).

Buduc¢i da su svi biljni SOD proteini kodirani jedarnim genima, sinteza ovih proteina se odvija
u citosolu, odakle se transportuju u odgovarajuée organele u kojima dolazi do posttranslacione obrade
polipeptida. Transport SOD proteina u hloroplaste odvija se putem specifi¢nih translokona spoljasnje
membrane hloroplasta (eng. Translocon at the Outer envelope membrane of Chloroplasts, TOC) i
unutrasnje membrane hloroplasta (eng. Translocon at the Inner envelope membrane of Chloroplasts,
TIC) (Andrés i sar., 2010). Kako bi bili uneseni u stromu hloroplasta, proteini moraju sadrzati
tranzitnu sekvencu na N-terminusu i biti u odmotanoj formi. Takvi proteini bivaju prepoznati od
strane tzv. ,,kompleksa za navodenje®, ¢ija je uloga da dovedu proteine do TOC-receptora (Jarvis i
Kessler, 2014). Kompleks za navodenje ¢ine Saperoni u citosolu (HSP70 1 HSP90) i njihovi kofaktori.
U transportu proteina kroz medumembranski prostor hloroplasta, tj. do TIC kompleksa, uklju¢eni su
HSP70 (Andrés i sar., 2010). Po ulasku u stromu hloroplasta, odgovarajuca peptidaza (eng. Stromal
Processing Peptidase, SPP) odseca tranzitnu sekvencu, a zatim dolazi do posttranslacione obrade
proteina, koja podrazumeva ponovno uvijanje proteina pomoc¢u Saperona Strome, vezivanje metala za
aktivno mesto i pridruzivanja proteinskih subjedinica. Za potpunu funkcionalnost CuzZnSOD,
neophodna je insercija Cu*i Zn?" u aktivno mesto apoenzima, kao i formiranje intramolekulske
disulfidne veze, koja doprinosi stabilnoj homodimernoj konformaciji (Boyd i sar., 2020). Sazrevanje
CuZnSOD je posredovano metaloSaperonima, a Culotta i sar. (1997) prvi su identifikovali proteine
LYS7 (S. cerevisiae) i CCS (H. sapiens), koji imaju ovu ulogu. CCS dostavlja Cu* do aktivnhog mesta
i katalizuje formiranje disulfidne veze unutar proteinske subjedince (Boyd i sar., 2018b). Molekul
CCS poseduje tri funkcionalna domena (D1, D2 i D3) (Slika 12.). D1 se nalazi na N-terminusu,
strukturno je homolog Atx1 bakar-saperonu S. cerevisiae i sadrzi MXCxxC-motiv koji je ukljucen u
vezivanje Cu*. D2 se naziva ,,SOD1-like* domen, jer sadrzi osam antiparalelnih B-lanaca, sli¢no kao
i SOD1. Funkcija ovog domena je u prepoznavanju i vezivanju SOD apoenzima. D3 je veoma kratak,
ali najviSe o¢uvan domen, koji sadrzi CxC-motiv ukljuen u vezivanje Cu".
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Slika 12. SOD1+CCS1 heterodimerni kompleks S. cerevisiae. D1, D2 i D3 su domeni u okviru CCS.
Preuzeto i modifikovano prema Boyd i sar. (2018b).

Prema Boyd i sar. (2020), Cu* se iz D3 doprema do mesta gde dolazi do kontakta SOD1 i
CCS pri formiranju heterodimera. Takode, ustanovljeno je da se interakcija SOD i CCS ostvaruje
pomocu B-ukosnice unutar D3. Naime, izmedu aminokiselinskih ostataka C57 (SOD1) 1 C229 (CCS)
dolazi do formiranja disulfidne veze (Lamb i sar., 2001; Fetherolf i sar., 2017). Formiranje ove veze
prouzrokuje konformacione promene i ,,otvaranje aktivnog mesta SOD, $to dalje omogucava
inserciju Cu™. Interakcija CCS i SOD traje vrlo kratko i zavrSava se formiranjem disulfidnog mosta
C57-C146 u okviru SOD subjedinice. Novija istrazivanja pokazala su da CCS preferira potpuno
nezreo SOD (Boyd i sar., 2018b), 1 da interakcija CCS sa SOD povecava afinitet apoenzima prema
Zn?* (Boyd i sar., 2018a).

Do sada nisu otkriveni specifi¢ni $aperoni koji imaju ulogu u aktivaciji FeSOD i MnSOD
enzima. Kuo 1 sar. (2013) su ustanovili da se u prisustvu Saperonina 20 (CPN20) povecava afinitet
apoenzima prema Fe?*, zbog ¢ega je pretpostavljeno da CPN20 udestvuje u aktivaciji FeSOD. U
aktivaciju MnSOD ukljudeni su transportni proteini, koji dopremaju Mn?* iz citosola u
mitohondrijalni matriks. Dati transportni proteini, za razliku od bakar-specificnih Saperona, nisu
specifiéni za Mn?*, ve¢ interaguju i sa drugim dvovalentnim jonima (Sheng i sar., 2014). Kod S.
cerevisiae pronadena su tri tipa transportnih proteina, koji se nalaze na plazma membrani (SMF1), u
¢eliji (SMF2) i na unutrasnjoj membrani mitohondrija (MTM) (Hu i sar., 2022). Kod A. thaliana
identifikovana su dva proteina (AtMTM1 i AtMTM?2), koja su homologna yMTML S. cerevisiae (Hu
i sar., 2021).

Ekspresija razli¢itih SOD gena varira u zavisnosti od stadijuma razvica biljke. Kod A. thaliana
FSD1 gen je visoko eksprimiran kod mladih biljaka, ali kada se formiraju rozete i zapo¢ne cvetanje,
dolazi do zna¢ajnog pada u njegovoj ekspresiji. Sa druge strane, ekspresija CSD1 i CSD2 gena je na
niskom nivou tokom ranih faza razvica biljke, ali se povecava sa pocetkom procesa cvetanja (Pilon i
sar., 2011). Uoceno je da u pocetnim fazama razvica biljke dolazi do blagog povecanja ekspresije
FSD1 i FSD2 gena, sto ukazuje da FSD1 i FSD2 imaju znacajnu ulogu u razvicu hloroplasta kod A.
thaliana (Myouga i sar., 2008). Ekspresija gena je regulisana i uslovima zivotne sredine, kao $to su
dostupnost metala, izlaganje faktorima biotickog i abioti¢kog stresa. Dostupnost bakra je jedan od
faktora koji uti¢u na ekspresiju CuZnSOD. Bakar je esencijalni mikronutrijent za veéinu Zzivih
organizama 1 kofaktor je viSe proteina, ukljucuju¢i CuZnSOD i plastocijanin. U slu¢aju nedostatka,
dolazi do preraspodele bakra radi efikasnijeg koriS¢enja. Kao $to je prethodno pomenuto, familija
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miR398 gena ima ulogu u regulaciji ekspresije CSD1 i CSD2 (Yamasaki i sar., 2007). Deficit bakra
dovodi do ekspresije miR398 gena, ¢iji su transkripti ukljuceni u razgradnju CSD1i CSD2 transkripata.
Dostupna koli¢ina bakra se potom preusmerava na plastocijanin, ¢ime se omogucava nesmetano
odvijanje fotosinteze. U uslovima deficita bakra suprimirana je ekspresija CuZnSOD, a indukovana
ekspresija FeSOD izoformi A. thaliana (Abdel-Ghany i sar., 2005). Mehanizam ove regulacije
ukljucuje TF SPL7, koji se pri niskim koncentracijama bakra direktno vezuje za GTAC-motiv u
promotoru miR398 gena i dovodi do njegove ekspresije (Yamasaki i sar., 2009). Autori sugerisu da
je SPL7 glavni regulator homeostaze bakra u ¢elijama A. thaliana. Takode, SPL7 je potreban za
ekspresiju i drugih miRNK (miR397, miR408 i miR857), vaznih za odrzavanje homeostaze bakra, kao
i gena, koji kodiraju transportne proteine bakra. Nasuprot tome, visoke koncentracije bakra indukuju
ekspresiju CuzZnSOD izoformi, a suprimiraju FeSOD. Na primeru mahovine Barbula unguiculata,
ustanovljeno je da pri visokim koncentracijama bakra dolazi do vezivanja TF PpSBP2 za GTACT-
motiv u promotoru FeSOD gena, ¢ime se spre¢ava njegova ekspresija (Nagae i sar., 2008). Kod
biljaka Nicotiana tabacum, transformisanih FeSOD genom B. unguiculata, pokazano je da visoke
koncentracije bakra suprimiraju ekspresiju ovog gena. Takode, bakar zaustavlja ekspresiju i FeSOD
gena A. thaliana, kod kojeg je u promotoru identifikovan GTACT-motiv. Na oshovu rezultata, autori
su pretpostavili da je navedeni mehanizam negativne regulacije FeSOD gena oc¢uvan kod kopnenih
biljaka (Nagae i sar., 2008). Takode, ustanovljeno je da Fe?" suprimira ekspresiju MnSOD na
transkripcionom i posttranslacionom nivou kod E. coli (Hu i sar., 2022).

1.4. Uticaj visoke temperature na biljnu Celiju

Temperatura ima velikog uticaja na procese koji se odvijaju u Celiji, a takode moze imati
uticaja na strukturu ¢elijskih organela. Visoka temperatura prouzrokuje denaturaciju proteina, njihovu
agregaciju, kao 1 povecanje fluidnosti celijske membrane (Wahid 1 sar., 2007). Budu¢i da su
tilakoidne membrane hloroplasta izuzetno osetljive na delovanje visoke temperature, jedan od prvih
indikatora toplotnog stresa je smanjenje fotosinteticke aktivnosti (Kourani i sar., 2022).

Visoka temperatura povecava kinetiCku energiju polipeptida, $to uslovljava pojacane
molekulske vibracije 1 dovodi do raskidanja vodonic¢nih veza, naruSavanja hidrofobnih interakcija 1
Van der Valsovih sila unutar molekula. Sve navedeno dovodi do narusavanja nativne konformacije i
odmotavanja proteina. Tokom dugotrajnog toplotnog stresa moze doc¢i do interakcije denaturisanih
proteina i formiranja proteinskih agregata (Levitt, 1980). Celijske membrane su veoma osetljive na
delovanje visoke temperature. Stabilnost ¢elijske membrane zavisi od membranskih lipida, tacnije od
zastupljenosti nezasi¢enih masnih kiselina, koje ulaze u sastav membranskih lipida (Wang 1 sar.,
2020). U uslovima visoke temperature povecava se fluidnost ¢elijskih membrana, menja se njihova
propustljivost, poloZaj integrisanih membranskih proteina 1 aktivnost transportnih proteina (Los 1
Murata, 2004). Jedna od strategija koja biljkama omogucava adaptaciju na promene temperature je
redukcija stepena nezasi¢enosti membranskih lipida (Zheng i sar., 2011). Pored toga, ustanovljeno je
da u uslovima visoke temperature dolazi i do promena u sastavu membranskih lipida.

Visoka temperatura prouzrokuje oStecenja fotosintetickog aparata, koja ukljucuju fizicke 1
hemijske promene na nivou tilakoida, oSte¢enje kompleksa koji razvija kiseonik (eng. Oxygen
Evolving Complex, OEC), disocijaciju a/b antena-pigmenata Il (eng. Light Harvesting Complex 11,
LHCII) od jezgra fotosistema Il i inaktivaciju PSIl (Fu i sar., 2012). Sve navedeno dovodi do
naruSavanja strukture tilakoida grana i intergranalnih lamela, Sto rezultira deformacijom hloroplasta
1 naruSenim integritetom hloroplastnih membrana. Najosetljivija komponenta fotosintetickog aparata
na delovanje visoke temperature je PSIIl. Visoke temperature prouzrokuju odvajanje PSII od
tilakoidnih membrana, konformacione promene PSII, disocijaciju LHCIlI kompleksa od PSII i
migraciju PSIl ka tilakoidima strome (Sundby i sar., 1986). Buduc¢i da se toplotni stres i visok
intenzitet svetlosti uglavnom pojavljuju istovremeno, razdvajanje LCHII kompleksa od PSII bi
mogao predstavljati mehanizam kojim se spre¢ava prekomerna ekscitacija i dodatno oSte¢enje PSII
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pri visokom intenzitetu svetlosti (Sundby i sar., 1986). Reorganizacija PSII i LCHII kompleksa, do
koje dolazi u uslovima toplotnog stresa, vazna je radi odrzavanja efikasne fotosinteticke aktivnosti
(Caffarri i sar., 2014). Nosilac reakcionog centra PSII, D1 protein, je izuzetno osetljiv na delovanje
visoke temperature i do njegove parcijalne denaturacije dolazi i pri kratkotrajnom izlaganju visokim
temperaturama (40 °C, 30 min.) (Fu i sar., 2012).

1.5. Krompir (Solanum tuberosum L.)
1.5.1. Znacaj i istorijat gajenja

Krompir predstavlja jednu od najznacajnijih ratarsko-povrtarskih kultura koje se gaje za
potrebe ljudske ishrane. Gajenje krompira je otpocelo pre vise od 7000 godina na Andima u Juznoj
Americi, u regionu koji se karakteriSe kratkim danom, visokim intenzitetom svetlosti, hladnom
klimom i visokom vlazno$¢u vazduha. Krajem XVI veka pocinje uzgoj krompira u Evropi i
selektovanje sorti koje daju visok prinos u uslovima dugog dana. Tokom XVIII i XIX veka uzgoj
krompira se prosirio na ostatak sveta. U pocetku je krompir gajen kao retka i lekovita biljka, posebno
u Spaniji, a do masovnije proizvodnje je doglo tek u XIX veku. Najpre je koriéen za ishranu stoke,
a kasnije je uveden i u ljudsku ishranu zbog brojnih prednosti u odnosu na druge useve. Naime,
krompir je poljoprivredna kultura koja daje veci prinos po jedinici povrsine u odnosu na Zitarice,
moze duZe da se ¢uva i manje se kvari u odnosu na ve¢inu povrtarskih plodova, nakon konzumiranja
brzo dovodi do osecaja sitosti i predstavlja jeftinu hranu. Savremeni uzgoj krompira vezuje se za kraj
XVIII veka, kada je pocela proizvodnja lokalnih sorti (Bro¢i¢ 1 Stefanovié, 2012). Pocetkom XIX
veka uvedene su nove sorte, posebno iz Cilea, §to je u velikoj meri doprinelo razvoju savremenih
sorti krompira. Kako bi se povecala otpornost prema bolestima i StetoCinama, tokom XX veka radena
su ukrstanja evropskih sorti sa divljim i kulturnim vrstama iz Juzne Amerike. Krompir koji danas
poznajemo, rezultat je intenzivne selekcije (XIX vek) i oplemenjivanja (XX vek).

Danas se krompir gaji u 158 zemalja, na preko 18 miliona hektara, sa prose¢nim prinosom od
20,74 t/ha (FAO, 2023). Najveci prosecni prinos krompira u 2021. godini zabelezZen je u Kuvajtu
(51,91 t/ha), na Novom Zelandu (50,82 t/ha) i u SAD (49,07 t/ha). U Evropi zemlje sa najveé¢im
prinosom krompira bile su Irska (45,63 t/ha), Nemacka (43,79 t/ha) i Belgija (43,05 t/ha), dok je u
Srbiji prinos krompira za 2021. godinu iznosio 23,26 t/ha. Najveci svetski proizvodaci date godine
bili su Kina (>94 miliona t) i Indija (>54 miliona t), sa udelom veéim od trec¢ine ukupne svetske
proizvodnje. Krompir je namirnica koju, na dnevnom nivou, konzumira viSe od milijardu ljudi. Pored
skroba, koji je najzastupljeniji, krtole krompira obiluju proteinima, vitaminima i mineralima. Jedna
krtola od 150 g zadovoljava 45% dnevnih ljudskih potreba za unosom vitamina C, 10% vitamina B6,
8% niacina i 6% folata (Patil i sar., 2016).

Osim za ishranu ljudi i stoke, krompir se koristi i kao industrijska biljka. Krtole krompira se
preraduju u alkohol ili skrob, koji imaju primenu u industriji tekstila, papira, koze, farmaceutskih 1
kozmetickih proizvoda (Broc¢i¢ i Stefanovi¢, 2012). Sa agrotehnickog gledista, krompir je odlican
predusev za vecéinu poljoprivrednih kultura. Nakon vadenja mladog krompira, zemljiSte ostaje
rastresito i pogodno za naredne useve. Pored svega navedenog, krompir je vazan za lokalne zajednice
1 siromasne zemlje. Za razliku od pirinca, pSenice 1 kukuruza, krompir nije roba sa kojom se globalno
trguje i njegova cena uglavnom zavisi od lokalne ponude i potraznje. Budu¢i da su cene hrane u
porastu, FAO (2008) preporucuje krompir kao poljoprivrednu kulturu kojom se moze obezbediti
globalna sigurnost u snabdevanju hranom.
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1.5.2. Bioloska klasifikacija vrste

Krompir je visegodiSnja zeljasta, dikotiledona biljka, koja pripada familiji Solanaceae, rodu
Solanum, sekciji Petota, podsekciji Potatoe (Hawkes, 1990) (Slika 13.). Sekcija Petota obuhvata
sedam kultivisanih i 228 divljih vrsta, koje su podeljene u 21 taksonomsku seriju. Rod Solanum
obuhvata 1500-2000 vrsta, medu kojima su i plavi patlidzan (S. melongena), paradajz (S.
lycopersicum) i kokosije grozde (S. nigrum) (Burton, 1989). Podsekcija Potatoe predstavlja ,,pravi
krompir®, tj. obuhvata vrste kod kojih se formiraju krtole na podzemnim izdancima (stolonima), a ne
na korenovima (Hawkes, 1994). Serija Tuberosa obuhvata 54 vrste (divlje i kultivisane), medu kojima
je i S. tuberosum (Hawkes,1990). Za seriju Tuberosa postoje dva centra biodiverziteta divljeg
krompira. Jedan je u centralnom Meksiku, a drugi centar obuhvata Siroku oblast Anda u Venecueli,
Kolumbiji, Ekvadoru, Peruu, Boliviji i Argentini.

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 13. Klasifikacija krompira.

Prema Hawkes (1978), krompir koji je danas poznat pripada vrsti S. tuberosum L. Vrsta S.
tuberosum je podeljena u dve podvrste: tuberosum (¢ileanski krompir) i andigena (andski krompir).
Podvrsta S. tuberosum subsp. tuberosum je prilagodena uslovima dugog dana, hladne klime i osetljiva
je na delovanje visoke temperature. Ova podvrsta predstavlja najznaajniju i najrasprostranjeniju
kultivisanu podvrstu na kojoj se zasniva gotovo kompletna proizvodnja krompira u svetu (Bro¢i¢ 1
Stefanovi¢, 2012). S. tuberosum subsp. tuberosum moze biti diploid (2n=24) ili tetraploid (2n=48).
Tetraploidni krompir je najéesée gajena povrtarska kultura u svetu, dok se diploidni krompir uzgaja
uglavnom u Latinskoj Americi. Prema Hawkes (1990), do tetrapoloidije kultivisanog S. tuberosum
subsp. tuberosum je najverovatnije doslo usled ukrstanja dve iste ili srodne diploidne vrste. Kod vrsta
roda Solanum ¢esto dolazi do formiranja gameta sa dupliranim (2n) brojem hromozoma, §to nakon
ukrStanja sa 2n ili n gametima vodi uvecanju broja hromozoma (Hanneman, 1995). Podvrsta S.
tuberosum subsp. andigena je prilagodena uslovima kratkog dana, gaji se u Centralnoj i Juznoj
Americi, a krtole ove podvrste karakteriSu duboka okca i pigmentacija (Hawkes, 1990).

Prema Hawkes (1990), podvrsta S. tuberosum subsp. tuberosum je nastala prenoSenjem
biljaka podvrste S. tuberosum subsp. andigena u uslove dugog dana i njihovom adaptacijom. Naime,
Hawkes sugeriSe da se premestanje biljnog materijala dogodilo dva puta. Prvi put su indijanska
plemena donela podvrstu S. tuberosum subsp. andigena sa Anda u Cile, a drugi put su to uéinili
Spanci donoseéi krompir u Evropu. Tokom selekcije, doneti krompir se adaptirao na sredinske uslove
koji vladaju u Evropi, te je svrstan u podvrstu S. tuberosum subsp. tuberosum. Takode, Hawkes tvrdi
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da je podvrsta S. tuberosum subsp. andigena nastala ukrStanjem najprimitivnije kultivisane vrste S.
stenotomum sa divljom vrstom S. sparsipilum. Poreklo modernih sorti krompira i dalje je predmet
polemike. Prema mnogim autorima, originalni biljni materijal koji je donet u Evropu pripadao je
podvrsti S. tuberosum subsp. andigena. Ove biljke su kasno cvetale, formirale su krtole i morfoloski
su bile vrlo sli¢ne biljkama iz podvrste S. tuberosum subsp. andigena. Prema nekim autorima,
pretpostavlja se da je polovinom XIX veka, nakon epidemije plamenjace, ve¢ina ovog materijala
uni$tena i zamenjena podvrstom S. tuberosum subsp. tuberosum iz Cilea (Grun, 1990).

1.5.3. Morfoloske karakteristike krompira i faze razvica

Krompir je viSegodiSnja, zeljasta, dikotiledona biljka, koja se uglavnom razmnozava
vegetativno, iz krtola. Osim vegetativno, krompir se moze razmnozavati generativno, putem semena.
Generativno razmnozavanje se uglavnom koristi u selekciji pri stvaranju novih sorti, za dobijanje
prve generacije krtola. Morfoloske karakteristike biljaka zavise od na¢ina razmnoZzavanja. Biljke koje
se razmnozavaju generativno imaju vretenast koren 1 jedno stablo, dok biljke koje se razmnoZzavaju
vegetativno imaju zilicast, plitak koren i obrazuju vise stabala (Bro¢i¢ i Stefanovi¢, 2012). Biljke koje
se vegetativno razmnozavaju formiraju nadzemna stabla, koja se granaju, te biljka poprima zbunast
izgled. 1z bo¢nih pupoljaka na podzemnom delu stabla obrazuju se tanki, etiolirani modifikovani
izdanci, tj. stoloni (Slika 14.). Kada dostigne odredenu duzinu, vr$ni deo stolona zadebljava i tu
zapocinje formiranje krtole, odnosno organa za skladiStenje.

cvet —»

glavni izdanci

boéni izdanak

majka krtola Bt
- < stoloni

krtole } \ N korenovi
’ L\ \
]

Q‘Q International Potato Center (CIP)
A

Slika 14. Morfologija biljke krompira. Preuzeto i modifikovano prema International Potato Center,
http://cipotato.org/potato/how-potato-grows/.
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Listovi krompira su po tipu sloZeni, neparno perasti, sa vr$nim listom, koji vrlo ¢esto srasta
sa prvim parom listova. Tipic¢an list krompira sastoji se od primarnih liski, izmedu kojih se nalaze
sitnije, sekundarne liske. Takode, duz lisne drske mogu se nalaziti rudimentarne, tercijarne liske.
Cvetovi biljaka krompira su petoclani, dvopolni i organizovani u grozdaste cvasti. Boja cveta varira
od bele do ljubicasto-plave, sa zuto obojenim prasnicima. Oprasivanje je uglavnom insektima, a rede
vetrom. Plod krompira je so¢na dvodelna bobica u kojoj se nalaze semena.

Rastenje 1 razvice biljaka krompira iz krtola moze se podeliti u nekoliko stupnjeva: klijanje,
vegetativni rast biljke, indukcija/inicijacija krtola, nalivanje krtola i sazrevanje (stupanj fizioloske
zrelosti). Na svaki razvojni stupanj uticu razliciti faktori zivotne sredine, kao Sto su temperatura,
vlaznost vazduha, intenzitet svetlosti, dostupnost vode i hranljivih materija. U vecini regiona u kojima
se gaji krompir, temperatura i u nesto manjoj meri dostupnost vode predstavljaju najvaznije faktore
od kojih zavise rastenje, razvice i prinos krompira (Levy i Veilleux, 2007).

Stupanj klijanja zapocinje razvojem izbojka iz okca semenske krtole, koji se potom izduzuje
11zlazi na povrsinu zemlje. U osnovi izbojka pojavljuju se zaceci korenova, ali sve dok se u potpunosti
ne formira korenov sistem, biljka ne moze da usvaja hranljive materije iz zemljista (Westermann,
1993). U ovom stupnju razvica, semenska krtola predstavlja jedini izvor energije. Proces klijanja traje
od 21. do 31. dana nakon sadnje, a stepen klijanja veoma zavisi od temperature. Vegetativni rast je
stupanj intenzivnog rasta biljke, koji zapo€inje pojavom klijanca na povrSini zemljista, a zavrSava se
zametanjem krtola na vrhovima stolona. Tokom ovog stadijuma pocinje proces fotosinteze, koji
obezbeduje energiju za rastenje i razvice vegetativnih delova biljke: stablo, listove, grane, korenove
i stolone (Westermann, 1993). Zametanju krtola prethodi nekoliko koraka. Prvo dolazi do indukcije
1inicijacije stolona, koji izrastaju iz pazusnih pupoljaka na podzemnim nodusima stabla (Vreugdenhil
1 Struik, 1989). Potom dolazi do izduzivanja i grananja stolona, nakon ¢ega sledi inicijacija krtola. U
ovom stupnju se zaustavlja longitudinalno rastenje stolona i zapocinje njihovo debljanje u
subapikalnom delu. Nalivanje krtola je stupanj koji moze trajati do tri meseca, u zavisnosti od
vremena setve, sredinskih uslova i sorte krompira. U ovom stupnju prestaje rast nadzemnog dela
biljke i dolazi do uvecanja krtola usled intenzivne akumulacije vode, hranljivih materija i ugljenih
hidrata. FizioloSka zrelost krtola je poslednji stupanj u kojem dolazi do smanjenja intenziteta
fotosinteze, opadanja listova i suSenja nadzemnog dela biljke, a krtole usporavaju rast 1 postaju ¢vrsce
usled povecanog sadrzaja skroba. Ova faza traje oko 15-20 dana.

1.5.4. Uticaj temperature na rastenje i razvice biljaka krompira

Visoke temperature vazduha i1 zemljiSta imaju Stetan uticaj na rastenje i razvice biljaka
krompira tako §to usporavaju pojavu i rast izbojaka, smanjuju broj stolona, usporavaju i redukuju
inicijaciju krtola, redukuju nalivanje krtola i ometaju period mirovanja (Momcilovi¢, 2019). Toplotni
stres redukuje broj krtola, prouzrokuje fizioloSke poremecaje i deformitete krtola, Sto vodi loSijem
kvalitetu krtola.

Prema nekim istrazivanjima, optimalna temperatura za Kklijanje se krece u opsegu 22-24 °C
(Sale, 1979), odnosno 20-25 °C (Struik, 2007), dok Firman i sar. (1992) navode da je procenat
klijavosti najveéi na temperaturi do 23 °C. Formiranje vegetativnih organa zavisi od temperaturnih
uslova. Temperatura od 25 °C je najpogodnija za rast listova (Struik, 2007) i formiranje stolona
(Struik i sar., 1989). Blago poviSena temperatura favorizuje grananje stolona, a samim tim povecava
broj potencijalnih mesta za pojavu krtola medutim, temperatura iznad 28 °C moze delimi¢no ili
potpuno spreciti formiranje stolona (Struik i sar., 1989). Temperatura u opsegu 25-30 °C povoljno
deluje na izduZivanje stabla i grananje izdanaka (Borah, 1962; Benoit i sar., 1983; Ewing i Struik,
1992). Za formiranje korenovog sistema temperaturni optimum je 15-20 °C, dok temperature iznad
30 °C mogu znacéajno redukovati duzinu i broj korenova, a dovesti do pojave korenskih dlaka i
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zadebljalih korenova (Sattelmacher i sar., 1990a). Visoke temperature u zoni korenova nepovoljno
utiu i1 na transport azota iz korenova u nadzemni deo biljke (Sattelmacher i sar., 1990b).

Zametanju krtola pogoduju temperature do 20 °C, dok vise temperature mogu odloZiti ovaj
proces (Struik, 2007). Utvrdeno je da nize temperature tokom noc¢i imaju izuzetan znacaj za inicijaciju
krtola. Optimalna temperatura za nalivanje krtola je u opsegu 14-22 °C (Struik, 2007). Izlaganje
visokim temperaturama tokom stadijuma fizioloSke zrelosti dovodi do odlaganja dormancije,
skracenja perioda mirovanja i prevremenog klijanja (Levy i Veilleux, 2007).

1.5.5. Uticaj visoke temperature na morfoloske, fizioloSke i nutritivne karakteristike krtola

Visoke temperature mogu dovesti do razli¢itih deformiteta krtola, prevremenog klijanja,
obrazovanja sekundarnih krtola, promena na pokozici i do pojave unutrasnjih nekroza (Momcilovic i
sar., 2021). Sve ove promene odrazavaju se na ukupan i merkantilni prinos krompira.

U uslovima visokih temperatura dolazi do redukcije ili zaustavljanja rasta krtola. Nakon
perioda stresa, rast krtole se nastavlja (sekundarni rast), $to moze dovesti do formiranja nepravilnog
oblika krtola (Momc¢ilovi¢, 2019). Ukoliko do toplotnog stresa dode na pocetku stadijuma nalivanja
krtola, obrazovace se krtola kruskolikog oblika, sa suZenjem na bazalnom kraju. Toplotni stres koji
se javi kasnije u fazi nalivanja krtola, dovodi do pojave krtola sa suzenjem u srediSnjem delu. Visoka
temperatura moze prouzrokovati prekomerno izduzivanje i grananje stolona, obrazovanje bo¢nih
krtola, kao i razvoj stolona iz okaca novoformiranih krtola (Bodlaender i sar., 1964). Takode, visoka
temperatura moze dovesti do pojave sekundarnih krtola, koje se formiraju iz okaca primarne krtole.
Visoke temperature mogu dovesti do promena u nivou endogenih hormona (ABA i giberelina-GA),
Sto rezultuje prekidanjem perioda mirovanja i indukovanjem klijanja krtola (Krauss i Marschner,
1982). Nakon perioda visokih temperatura, krtole ponovo ulaze u fazu mirovanja, $to rezultuje
obrazovanjem ¢vornovatih krtola, sa redukovanim sadrzajem skroba i manjom trziSnom vrednoséu
(Van den Berd i sar., 1991). Usled delovanja visoke temperature dolazi i do formiranja hrapave
pokozice krtola (Ginzberg i sar., 2009). U optimalnim uslovima, novi slojevi peridermisa se u
kontinuitetu dodaju, uz odbacivanje starijih slojeva medutim, visoka temperatura indukuje ubrzano
razvice peridermisa i akumulaciju suberizovanih ¢elija. Sa rastenjem krtola najverovatnije dolazi do
pucanja povrsinskih slojeva peridermisa, pri ¢emu nastaje karakteristican hrapav izgled krtole.
Unutrasnje nekroze su takode rezultat toplotnog stresa, do kojih dolazi verovatno oksidacijom
unutrasnjeg tkiva krtole (Hooker, 1981). Pored svega navedenog, visoka temperatura i suSa mogu
dovesti do povecane akumulacije glukoze i fruktoze na jednom od krajeva krtole (Thornton i sar.,
2010).

Krtole krompira predstavljaju jedan od najvaznijih izvora ugljenih hidrata, a takode su
bogate vitaminima (C i B6), mineralima, vlaknima. lako je sadrzaj proteina u krtolama na niskom
nivou (1-1,5% sveze mase), kvalitet proteina je visok u odnosu na druge biljne proteine poput onih u
soji i pasulju (McGill i sar., 2013). Pored skroba, koji je glavni sastojak, u krtolama se nalazi saharoza,
kao 1 redukujuci Seceri glukoza i fruktoza, ¢ija koncentracija iznosi do 0,33% (Viola i Davies, 1992).
Ustanovljeno je da visoka temperatura dovodi do redukcije sadrzaja skroba u krtolama. Feng 1 sar.
(2019) utvrdili su da temperaturni tretman od 35 °C tokom tuberizacije smanjuje sadrzaj skroba,
amiloze i amilopektina u iznosu od 33,70%, 35,88% 1 7,85%, tim redom. Krtole krompira sadrze 1
sekundarne metabolite vazne za zdravlje ljudi, kao $to su karotenoidi, antocijanini i fenolne kiseline
(Fogelman i sar., 2019). Poznato je da karotenoidi i antocijanini imaju antioksidativnu aktivnost i da
povoljno uticu na zdravlje ljudi. Na osnovu studije kojom su obuhvaéene tri sorte, ustanovljeno je da
visoke temperature ne uti¢u na ukupan nivo karotenoida u krtolama, ali dovode do promena u
zastupljenosti pojedinacnih jedinjenja. Naime, visoka temperatura uticala je na povecanje sadrzaja
zeaksantina, a redukovala je zastupljenost violaksantina i anteraksantina. Ispitivanjem nivoa
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antocijanina, ustanovljeno je da visoka temperatura nema uticaja i da sadrzaj glavnih antocijanina
(pelargonidin i peonidin) u krtolama ostaje nepromenjen tokom stresa (Fogelman i sar., 2019).

1.5.6. Uticaj visoke temperature na produktivnost krompira

Visoke temperature mogu znaCajno uticati na sve stupnjeve razvica kod krompira,
prouzrokujuéi formiranje manjeg broja krtola, koje su male tezine i sa vidljivim deformitetima, §to
vodi smanjenoj produktivnosti biljaka. Eksperimentalno je potvrdeno da visoke temperature znac¢ajno
redukuju svezu masu Kkrtola (Hancock i sar., 2014; Lafta i Lorenzen, 1995). Posledice delovanja
visoke temperature zavise od stadijuma razvi¢a u kojem se biljke nalaze. Prema Rykaczewska (2015),
izlaganje visokoj temperaturi (35 °C/25 °C, dan/no¢) u drugoj polovini juna redukovalo je ukupni
prinos za 12%. Isti temperaturni tretman je u drugoj polovini jula manje uticao na prinos, ali je
prouzrokovao prevremeno klijanje, $to je rezultovalo smanjenjem trzis$nog prinosa. U drugoj studiji,
tretman visokom temperaturom (38 °C/25 °C, dan/no¢) u prvoj polovini juna, redukovao je ukupan
prinos za ¢ak 20%, $to sugeriSe da su posledice toplotnog stresa vece u ranijim stupnjevima razvica
biljke (Rykaczewska, 2017).

Prema Svetskoj meteoroloskoj organizaciji (WMO, 2022), poslednjih osam godina (2015-
2022) predstavljaju najtoplije godine od kada se sprovode merenja. Prose¢na globalna temperatura
2022. godine iznosila je 1,5 °C viSe u odnosu na preindustrijski period (1850-1900). Povecanje
prosecne globalne temperature moze imati Stetan uticaj i na produktivnost krompira. Visoke letnje
temperature u veéini kanadskih provincija redukovale su proizvodnju krompira u veoma toploj 2016.
godini (Tang i sar., 2018). Na primer, u Ontariju je uoceno smanjenje prinosa za 17,2% u odnosu na
2015. godinu. U nasoj zemlji je tokom dve tople godine, 2011. i 2012, zabelezen drasti¢an pad prinosa
krompira (24-26%) u odnosu na umereno toplu 2013. godinu (Mom¢ilovi¢, 2019).

1.5.7. SOD i toplotna tolerancija krompira

S obzirom da SOD krompira do sada nisu bile predmet detaljnog ispitivanja, znacaj ovih
enzima u zastiti biljaka krompira na delovanje visokih temperatura je uglavnom procenjen na osnovu
rezultata geneticke transformacije sa SOD genima drugih biljnih vrsta.

Tang 1 sar. (2006) su kreirali transgene biljke krompira uvodenjem dva gena koji kodiraju
antioksidativne enzime, CuZnSOD juke i APX graska, u sortu Atlantic pomoc¢u Agrobacterium-
posredovane transfromacije. Transgeni su bili pod kontrolom stres-inducibilnog promotora SVPA2, a
genski konstrukti su ukljuéili i sekvencu za tranzitni peptid, neposredno pored CuZnSOD i APX
sekvenci, koja je omogucila ciljani transport CuZnSOD 1 APX u hloroplaste. Tretman visokom
temperaturom (42 °C, 20 h) nije doveo do bilo kakvih vidljivih oSte¢enja transgenih biljaka krompira
i smanjio je fotosintetsku aktivnost (Fv/Fm) za samo 6%, dok su se netransformisane biljke
karakterisale vidljivim oStecenjem listova 1 smanjenjem fotosintetske aktivnosti od 29%. Rezultati
ove studije ukazali su da pojacana ekspresija vaznih hloroplastnih antioksidativnih enzima,
CuZnSOD i APX, moze poboljsati toleranciju na visoke temperature toplotno-osetljive sorte
krompira Atlantic.

Kim 1 sar. (2010) su uveli tri gena koji kodiraju CuZnSOD juke, APX graSka i nukleozid
difosfat kinazu 2 (NDPK2) A. thaliana u sortu krompira Atlantic. Transgeni su bili pod kontrolom
snaznog stres-inducibilnog promotora SVPA2. S obzirom da je toplotni stres pracen sekundarnim
oksidativnim stresom, pretpostavka autora je bila da slaganje gena (eng. gene-stacking) i istovremena
ekspresija proteina sa znacajnom ulogom u putu transdukcije signala oksidativnog stresa (NDPK2) i
antioksidativnih enzima (CuzZnSOD i APX) moze rezultovati vecom toplotnom tolerancijom
transgenih biljaka. Zaista, linije transformisane sa sva tri gena pokazale su 8% redukcije u
fotosintetskoj aktivnosti (Fv/Fm) po tretmanu visokom temperaturom (42 °C, 24 h), dok je kod
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netransformisanih biljaka pad fotosintetske aktivnosti iznosio 88%. Linije transformisane sa dva
gena, CuznSOD i APX, nisu se mnogo razlikovale u fotosintetskoj aktivnosti od trostrukih
transformanata po tretmanu visokom temperaturom (smanjenje ~10%), Sto ukazuje na znacaj
hloroplastnih CuZnSOD i APX u zastiti fotosintetiCkog aparata celija krompira tokom toplotnog
stresa.

Waterer i sar. (2010) su ispitivali moguénost da se genetiCkom transformacijom krompira
poveca tolerancija ove biljne vrste na razliCite vrste abiotiCkog stresa. Autori su koristili
Agrobacterium-posredovanu transformaciju radi uvodenja gena za MnSOD psenice, dehidrin 4
je¢ma, TF DREB/CBF1 uljane repice ili toplotno stabilan protein LEA grupe 3 vlasena (Bromus
inermis) u genom sorte Désirée. Transgeni su bili pod kontrolom stres-inducibilnog promotora
COR78 A. thaliana ili konstitutivnog 35S promotora koji su omoguc¢ili njihovu pojacanu ekspresiju
u transformisanim biljkama. Po izlaganju transformisanih linija krompira toplotnom stresu, koji je
ukljucio tri ciklusa postepenog zagrevanja od 22 °C do 44 °C u kontrolisanoj sredini, biljke
transformisane sa MnSOD pokazale su visi nivo toplotne tolerancije u odnosu na kontrolu i biljke
transformisane ostalim transgenima.

30



2. CILJEVI RADA

Kako bi se analizirala SOD familija gena, SOD proteini i ispitao efekat visoke temperature na

ekspresiju SOD gena krompira, S. tuberosum L., postavljeni su slede¢i ciljevi:

in silico analiza SOD gena krompira, koja obuhvata identifikaciju funkcionalnih gena, analizu
promotora i transkripata,

in silico analiza SOD proteina krompira, koja obuhvata fizi¢ko-hemijsku karakterizaciju,
strukturnu organizaciju proteina, lokalizaciju u celiji, tercijarnu strukturu i utvrdivanje
filogenetskih odnosa SOD,

ispitivanje uticaja razli¢itih temperaturnih tretmana na ekspresiju SOD gena kod biljaka
krompira sorte Désirée kori$¢enjem in vitro sistema,

ispitivanje uticaja poviSene temperature i salicilne Kkiseline (SA) na prezivljavanje
eksplantatal, rastenje i razviée biljaka i ekspresiju SOD gena u listovima biljaka odabranih
sorti (genotipova) krompira gajenih in vitro,

ispitivanje uticaja toplotnog stresa na ekspresiju SOD gena u razli¢itim organima biljaka
krompira gajenih ex vitro.

! Deo stabla koji se sastoji od jednog nodusa sa pazusnim pupoljkom i/ili listom.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Insilico analiza gena i proteina krompira
3.1.1. Pretraga baza podataka genoma krompira, opis gena i proteina

Podaci koji ukljucuju pristupne brojeve SOD gena krompira (StSOD), njihovu poziciju na
hromozomima, gen-kodirajuc¢e sekvence, kao i sekvence transkripata i proteina, prikupljeni su
pretragom genomske baze Spud DB (DM v6.1, http://spuddb.uga.edu/) za S. tuberosum grupe Phureja
duplog monoploidnog klona DM 1-3 516 R44. Podaci o StHSP krompira dobijeni su pretragom
Ensembl Plants baze (DM v4.04, https://plants.ensembl.org/index.html) za S. tuberosum grupe
Phureja duplog monoploidnog klona DM 1-3 516 R44. Podaci o StHSP70-2 preuzeti su iz NCBI baze
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Fizicko-hemijska svojstva SOD proteina krompira, koja ukljucuju teorijsku izoelektri¢nu
taCku (pl), indeks nestabilnosti, alifaticni indeks 1 molekulsku tezinu, dobijena su koriS¢enjem
ProtParam alata (http://web.expasy.org/protparam/) (Gasteiger i sar., 2005). Za poravnanja
aminokiselinskih sekvenci korisc¢en je softver MultAlin (Corpet, 1988), a za prezentovanje rezulltata
ESPript server (Robert i Gouet, 2014). Procenat identi¢nosti izvedenih aminokiselinskih sekvenci
odreden je kori§¢enjem UniProt Align alata (The UniProt Consortium, 2023).

3.1.2. Analiza promotora StSOD i predikcija interakcije TF i regulatornih elemenata u StSOD
promotorima

Za analizu promotora StSOD kori$¢eni su regioni od 1000 nukleotida uzvodno i 100
nukleotida nizvodno od mesta pocetka transkripcije. Identifikacija cis-elemenata u promotorskim
sekvencama StSOD gena uradena  je koris¢enjem veb-alata PlantCARE
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/) (Lescot i sar., 2002).

Predikcija TF, koji se mogu vezati za specifi¢ne motive u promotorima StSOD, uradena je na
veb-platformi PlantRegMap (http://plantregmap.gao-lab.org/binding_site prediction.php) (Tian i
sar., 2020), a na osnovu TF liste S. tuberosum, preuzete iz baze TF biljaka PlantTFDB v5.0
(http://planttfdb.gao-lab.org/download.php). Zadata vrednost praga za parametar p iznosila je 10, a
detektovana mesta vezivanja ¢ija je g-vrednost<0,05 koris¢ena su za dalju obradu podataka (Storey i
Tibshirani, 2003). TF su dodatno anotirani pomocu ontologije gena (eng. Gene Ontology, GO), koja
je preuzeta iz baze TF biljaka PlantTFDB v5.0 (http://planttfdb.gao-lab.org/index.php) (Jin i sar.,
2017), gde je za svaki TF dat opis bioloskih procesa u kojima ucestvuje.

3.1.3. Insilico karakterizacija SOD proteina krompira

Odredivanje subcelijske lokalizacije SOD proteina krompira uradeno je na osnovu
komparativne analize koriS¢enjem razlicitih alata:

- DeepLoc- 1.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?DeepLoc-1.0) (Armenteros
i sar., 2017),

- CELLO v2.5 (http://cello.life.nctu.edu.tw/) (Yu i sar., 2006),

- Light Attention (LA, https://embed.protein.properties/) (Stark i sar., 2021),

- TargetP2 (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?TargetP-2.0) (Armenteros i sar.,
2019) i

- PTS1 Predictor (https://mendel.imp.ac.at/pts1/) (Neuberger i sar., 2003a i 2003b).
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Anotacija Pfam domena (eng. Protein family, https://pfam.xfam.org/) (Mistry i sar., 2021)
postignuta je HMMER v.3.3.2 veb-serverom (http://hmmer.org/download.html) (Eddy, 2011)
kori§¢enjem Pfam34 baze podataka (http://ftp.ebi.ac.uk/pub/databases/Pfam/releases/Pfam34.0/).
Uradena je anotacija konzervativnih domena pomocu baze CDD
(https://ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml) (Lu i sar., 2020) uz koriS¢enje veb-servera za
pretragu konzervativnih domena (https://ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) (Marchler-Bauer
I Bryant, 2004). Za viSestruko poravnanje sekvenci i predikciju tercijarne strukture SOD proteina,
koris¢ene su SOD proteinske sekvence krompira koje su obradene na osnovu TargetP2 predikcije.
Visestruko poravnanje sekvenci uradeno je DECIPHER R softverskim paketom (Wright, 2015), sa
podrazumevanim podeSavanjima. Procenat slicnosti aminokiselinskih sekvenci je racunat kao:

(identi¢ne pozicije)/(poravnate pozicije + intragenski prekidi) x 100%.

Predikcija tercijarne proteinske strukture je uradena koris¢enjem AlphaFold (Jumper i sar.,
2021) i UCSF ChimeraX v.1.4 (Pettersen i sar., 2021) softvera.

3.1.4. Filogenetska analiza SOD krompira

Filogenetska analiza SOD proteina krompira je uradena na osnovu poredenja sa homolozima
iz 18 biljnih vrsta: A. thaliana, Beta vulgaris, Capsicum annuum, Daucus carota, Glycine max,
Helianthus annuus, Nicotiana attenuata, Phaseolus vulgaris, Solanum lycopersicum, Manihot
esculenta, O. sativa, Saccharum spontaneum, Z. mays, Sorghum bicolor, Hordeum vulgare, Ananas
comosus, Musa acuminata and Dioscorea rotundata. Dati skup obuhvatio je komercijalno znacajne
biljne vrste, dobro prouc¢ene model organizme, kao i biljne vrste taksonomski bliske krompiru. Podaci
0 proteinima odabranih  biljnih  vrsta preuzeti su iz Ensembl baze podataka
(https://plants.ensembl.org/index.html, http://ftp.ensemblgenomes.org/pub/plants/release-49/fasta/).

Za svaku SOD proteinsku sekvencu krompira odabrano je sedam najsli¢nijih homolognih
sekvenci iz razli€itih biljnih vrsta, koje su dalje koriS¢ene za filogenetsku analizu. VisSestruko
poravnanje SOD aminokiselinskih sekvenci uradeno je pomo¢u DECIPHER R softverskog paketa
(Wright, 2015). Neinformativna filogenetska mesta uklonjena su u DECIPHER R softverskom paketu
koris¢éenjem eng. small-sample size korekcija (Yu i sar.,, 2015). Dobijeno poravnanje
aminokiselinskih sekvenci je iskoriS¢eno za konstruisanje filogenetskog stabla maksimalne
verovatnoce (eng. maximum likelihood) koris¢enjem LG modela izmene aminokiselina (Le i Gascuel,
2008), preko phangorn R paketa (Schliep, 2011). Za procenu stabilnosti klastera primenjen je
neparametrijski bootstrap od 100 iteracija. Klasteri sa >50/100 bootstrap podr§kom oznaceni Su
crvenim brojevima. Filogenetsko stablo CuzZnSOD je ukorenjeno uvodenjem spoljasnje grupe, tj.
uvodenjem sekvence, koja je homologna sa analiziranim CuzZnSOD sekvencama, ali se tokom
evolucije rano odvojila od njih. U tu svrhu je koris¢ena proteinska sekvenca S. cerevisiae (PDB:
1JK9). Sa druge strane, nije pronadena odgovarajuca spoljasnja grupa koja bi se koristila za
konstrukciju filogenetskog stabla Mn-FeSOD, stoga je ovo stablo ukorenjeno pomocu srednje
vrednosti dve najdivergentnije grupe u odnosu na ukupnu duzinu grana (eng. midpoint rooted
phylogenetic tree). Ovakav nacin formiranja filogenetskog stabla pretpostavlja da je divergentnost od
korena prema taksonima za obe grane jednaka.

3.2. Biljni materijal

U istrazivanjima kori$éene su tri sorte krompira (Solanum tuberosum L.): Agria, Desirée i
Kennebec. Bezvirusne semenske krtole odabranih sorti su dobijene od Solanum Komerc-a (Guca,
Srbija). Do pocetka eksperimentalnog rada, krtole su cuvane u hladnoj sobi (5 °C), u mraku.
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3.3. Uspostavljanje kulture in vitro

Radi naklijavanja, krtole odabranih sorti krompira su izloZene sobnoj temperaturi u trajanju
od dva meseca. Lepo razvijeni izbojci (~2 cm) su koris¢eni kao polazni materijal za uspostavljanje
kulture in vitro. Izbojci krompira su odvajani od krtola i ispirani pod mlazom ¢esmenske vode u
trajanju od 30 min, nakon Cega su povrsinski sterilisani. Za sterilizaciju izbojaka prvo je koris¢en
70% rastvor etanola sa par kapi komercijalnog deterdzenta u trajanju od 30 s, potom 20% rastvor
komercijalnog preparata natrijum hipohlorita (4% aktivnog hlora) (3 min), nakon ¢ega su ispirani pet
puta sterilnom dejonizovanom vodom i osuSeni na sterilnom filter papiru. PovrSinska sterilizacija
izbojaka krompira uradena je u sterilnoj atmosferi laminarne komore. Nakon suSenja izbojci su
deljeni na jednonodalne odsecke, koji su preneti na modifikovanu Murashige i Skoog (1962) hranljivu
podlogu (MS) sa 0,5 mg I 6-benzilaminopurinom (BAP, Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri). BAP je
dodat hranljivoj podlozi kako bi stimulisao rast izdanaka u pocetnoj fazi. Komponente osnovne MS
podloge prikazane su u Tabeli 2.

Tabela 2. Komponente MS hranljive podloge za gajenje biljaka krompira in vitro.

MS makroelementi (mg I1) MS mikroelementi (mg 1) Vitamini (mg I)
NH4NO3 1650 MnSQO4 x 4H20 22,3 Vitamin Bz 0,4
KNOs3 1900 ZnS0O4x 7TH20 8,6 Vitamin Be 0,5
KH2PO4 170 H3BOs 6,2 Nikotinska kiselina 0,5
CaCly x 2H>0 440 Kl 0,83 Glicin 2,0
MgSO4x 7H,0 370 CuSO4x 5H20 0,025

NazMoOs x 2H20 0,25 Organske materije (g 1)

CoCl2x 6H20 0,025 Agar 7

FeSO4x 7TH20 27,8 Saharoza 30
Na;EDTA x 2H20 37,3 Myo-inositol 0,1

Iz boc¢nih pupoljaka jednonodalnih odsecaka (eksplantata) krompira formirali su se izdanci,
koji su dalje koris¢eni za umnozavanje biljaka krompira. Kulture in vitro su rasle u kontrolisanim
uslovima na temperaturi 22 £ 1 °C, 16 h fotoperiodu i beloj fluorescentnoj svetlosti gustine fluksa
fotona 90 umol m2 s,

3.4. Eksperimenti sa biljkama gajenim in vitro

3.4.1. Priprema biljnog materijala za ispitivanje uticaja temperature na ekspresiju StSOD gena
kod biljaka krompira sorte Désirée

Za ispitivanje uticaja temperature na ekspresiju StSOD gena kod biljaka krompira sorte
Désirée, korisceni su eksplantati duzine 10-15 mm, koji su dobijeni fragmentacijom &etiri nedelje
starih izdanaka biljaka krompira gajenih na osnovnoj MS podlozi. Eksplantati su potom prenoseni na
MS medijum u staklenim boc¢icama zapremine 250 ml, na kojem su gajeni naredne tri nedelje.

In vitro kulture sorte Désirée gajene su u komori za gajenje biljaka Fitoclima PLH 1200
(Aralab, Rio de Mouro, Portugal), pri fotoperiodu 16 h, beloj fluorescentnoj svetlosti gustine fluksa
fotona 90 pumol m2 s i na razli¢itim temperaturnim tretmanima: 21 °C (optimalna temperatura za
gajenje biljaka krompira), 26 °C i 29 °C, u trajanju od tri nedelje (Slika 15.). Pored dugotrajnih
temperaturnih tretmana, biljke krompira su izlozene toplotnom Soku, tj. kratkotrajnom intenzivnom
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tretmanu na temperaturi od 38 °C (postepen porast temperature od 21°C do 38 °C tokom prva 2 h, 38
°C tokom naredna 4 h).

21°C

26 °C

29 °C

21°C | 21—38 "Ci 38 °C
3 nedelje 2h 4h

Slika 15. Sematski prikaz eksperimenta uticaja dugotrajnih temperaturnih tretmana (21 °C, 26 °C i
29 °C, 3 nedelje) i toplotnog Soka (38 °C/4 h) na biljke sorte Désirée gajene in vitro.

Po zavrSenim temperaturnim tretmanima, sakupljeni su potpuno razvijeni listovi (treci, Cetvrti
i peti list od vrha izdanka), koji su odmah zamrznuti u te¢nom azotu i ¢uvani na temperaturi od -80
°C. Uzorci su kori$éeni za ispitivanje ekspresije StSOD gena i odredivanje aktivnosti StSOD enzima.

3.4.2. Ispitivanje aktivnosti StSOD enzima u listovima biljaka sorte Désirée gajenih in vitro
3.4.2.1. Izolacija proteina iz biljnog materijala

U prvom koraku izolacije proteina, uzorci listova (1 g) (odeljak 3.4.1.) su mehani¢ki usitnjeni
u te¢nom azotu U sterilisanim porcelanskim avanima. Usitnjenom materijalu dodato je 1,5 ml/1 g
biljnog materijala izolacionog pufera [50 mM Tris-HCI (pH7,8), 2mM EDTA (pH7,8), 10% (v/v)
glicerol i 1% (v/v) proteazni inhibitor koktel za biljne proteinske ekstrakte (Sigma-Aldrich, Sent Luis,
Misuri)]. Uzorci su ostavljeni da se odlede na sobnoj temperaturi, a zatim su prebaceni u mikrotube
(Eppendorf, Hamburg, Nemacka) i centrifugirani (4 °C, 15 min., 2100 x g). Dobijeni supernatant
sadrzao je nativni ekstrakt solubilnih proteina listova koji je koriS¢en je za odredivanje aktivnosti
SOD u daljem radu.

Koncentracija proteina u proteinskim ekstraktima odredena je metodom po Bradfordu
(Bradford, 1976) uz upotrebu komercijalnog rastvora Bradford reagensa (Thermo Fisher Scientific,
Voltam, Masacusets). Uzorci su najpre razblazeni 200 puta u ovom reagensu, a potom su ocitavane
apsorbance na talasnoj duzini od 595 nm, na spektrofotometru Agilent 8453 UV-visible (Agilent
Technologies, Santa Klara, Kalifornija). Koncentracije proteina preraunate su na osnovu standardne
krive, koja je kreirana pomocu serije koncentracija proteinskog standarda i apsorbance dobijene za
svaku koncentraciju. Kao standard koris¢en je albumin govedeg seruma (Sigma-Aldrich, Sent Luis,
Misuri).

3.4.2.2. NATIVE-PAGE elektroforeza

Za razdvajanje proteina gel-elektroforezom u nedenaturisu¢im uslovima (NATIVE-PAGE),
kori$éeni su 10% poliakrilamidni gelovi za razdvajanje i 5% poliakrilamidni gelovi za koncentrovanje
uzoraka proteina, debljine 1 mm. Pre nanoSenja na gel, uzorci su pomesani sa 2 X Laemli puferom
(Laemmli, 1970), u odnosu 1:1 (v/v), inkubirani 20 min. na sobnoj temperaturi i centrifugirani (4
min, 1800 x g). Na gel je naneto 50 ug proteina po uzorku. Razdvajanje proteina uradeno je na aparatu
za vertikalnu elektroforezu Criterion Vertical Electrophoresis Cell (Bio-Rad Laboratories, Herkjuliz,
Kalifornija), pri voltazi od 100 V, u trajanju 3,5 h i na temperaturi od 4 °C.
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3.4.2.3. Esej za odredivanje aktivnosti StSOD

Odredivanje aktivnosti StSOD enzima je uradeno po modifikovanoj metodi Beauchamp i
Fridovich (1971). Po zavrsetku nativne elektroforeze, gelovi su inkubirani u reakcionoj smesi [50
mM K-P pufer pH(7,8) sa dodatkom 0,1 mM nitro-plavo tetrazolijum hlorida (NBT), 0,03 mM
riboflavina, 2 mM N,N,N’,N -tetrametiletan-1,2-diamina (TEMED) i 10 mM EDTA], 30 min., u
mraku. Po inkubaciji, gelovi su osvetljeni do pojave ljubicasto-plave boje usled formiranja
formazana, dok su na mestima aktivnosti SOD uocene neobojene proteinske trake.

Za identifikaciju razli¢itih StSOD izoformi koriS¢eni su rastvori inhibitora KCN i H202. Po
zavrSetku nativne elektroforeze, gelovi sa identi¢nim uzorcima su inkubirani u 100 mM K-P puferu
pH 7,8 (kontrola), K-P puferu sa dodatkom 3 mM H202 i K-P puferu sa dodatkom 3 mM KCN, u
trajanju od 30 min. Nakon inkubacije, gelovi su preneti u reakcionu smesu, inkubirani 30 min., u
mraku, nakon ¢ega su osvetljeni do pojave ljubicasto-plave boje. Rastvor KCN je koriS¢en za
inhibiciju CuZnSOD, a H20; za inhibiciju CuZnSOD i FeSOD.

3.4.3. Eksperiment uticaja temperature i SA na rastenje i razvice biljaka i ekspresiju StSOD
gena odabranih sorti krompira gajenih in vitro

Za ispitivanje uticaja razli¢itih temperaturnih tretmana i SA na prezivljavanje eksplantata i
morfoloske karakteristike biljaka gajenih in vitro, koris¢eni su eksplantati duzine 10-15 mm,
poreklom od izdanaka biljaka koje su Cetiri nedelje gajene na MS hranljivoj podlozi. Kontrolna grupa
eksplantata je postavljena na osnovnu MS podlogu bez dodatka SA, a eksperimentalna grupa
eksplantata je postavljena na MS podlogu sa dodatkom 1 x 10° M SA. SA je rastvorena u 96%
etanolu, a potom dodata MS podlozi pre sterilizacije na temperaturi od 114 °C/25 min.

In vitro kulture sorti Agria, Désirée i Kennebec gajene su u komori za gajenje biljaka
Fitoclima PLH 1200 (Aralab, Rio de Mouro, Portugal), pri fotoperiodu 16 h, beloj fluorescentnoj
svetlosti gustine fluksa fotona 90 umol m2 s i na razli¢itim temperaturnim tretmanima: 21 °C, 26
°Ci 29 °C.

Radi utvrdivanja uticaja visokih temperatura i SA na biljke krompira u uslovima in vitro,
izmereni su slede¢i parametri: procenat prezivelih eksplantata, broj listova, visina izdanaka, sveza
masa izdanaka, broj korenova, duZina korenova i1 sveZza masa korenova. Procenat prezivelih
eksplantata dobijen je na osnovu broja eksplantata kod kojih su se razvili izdanci duzi od 10 mm. Pri
odredivanju prose¢ne duzine korenova uzeta je vrednost najduzeg korena po biljci. Eksperiment je
ponovljen tri puta za svaku sortu, sa po ¢etiri ponavljanja po temperaturnom tretmanu (10 eksplantata
po ponavljanju).

Potpuno formirani listovi (treci, Cetvrti 1 peti list od vrha izdanka), sakupljeni su i odmah
zamrznuti u te¢nom azotu, a potom ¢uvani na temperaturi -80 °C. Uzorci su koriS¢eni za ispitivanje
ekspresije StSOD i StHSP gena.

3.5. Eksperiment uticaja temperature na rastenje i razvice biljaka i ekspresiju StSOD gena
krompira sorte Désirée gajenog ex vitro

Efekat temperaturnih tretmana na rastenje i razvice ispitivan je u razliitim vremenskim
intervalima kod sorte Désirée. U eksperimentu su koris¢ene aklimatizovane biljke sorte Désirée
poreklom iz kulture in vitro. Postupak aklimacije je obuhvatio pazljivo odvajanje biljaka sa MS
podloge, ispiranje teku¢om vodom radi potpunog uklanjanja ostataka hranljive podloge, a potom
sadnju. Za sadnju biljnog materijala upotrebljena je smesa komercijalnog supstrata Potgrond H
(Klasmann-Deilmann, Nemacka) i perlita Geoflor (Perlite Hellas S. A., Volos, Gréka) u odnosu 3:1
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(v/v). Biljke su posadene u polipropilenske saksije (zapremine 2,4 1), sa po dve biljke u svakoj saksiji.
Ukupan broj biljaka iznosio je 64. Nakon sadnje biljke su tretirane fungicidnim preparatom
RidomilGold MZ 68 WG (Syngenta Crop Protection AG, Bazel, Svajcarska), potom su saksije
pokrivene providnom perforiranom PVC folijom i prenete u komoru za gajenje biljaka Fitoclima PLH
1200 (Aralab, Rio de Mouro, Portugal). Posle 10 dana aklimacije je skinuta PVC folija sa saksija i
biljke su narednih 15 nedelja nastavile da rastu u kontrolisanim uslovima: vlaznost vazduha 70%, 16h
fotoperiod, bela fluorescentna svetlost gustine fluksa fotona 170 umol m s i optimalan temperaturni
rezim za rast i tuberizaciju (20/17 °C, dan/no¢). Nakon toga polovina biljnog materijala (32 biljke) je
izlozena toplotnom stresu 30/20 °C (dan/no¢), a druga polovina (32 biljke) je i dalje gajena na
optimalnom temperaturnom rezimu 20/17 °C naredne tri nedelje. Efekat temperature na biljke
krompira u uslovima ex vitro pracen je u Cetiri vremenske tacke: dan pre izlaganja toplotnom stresu
(T0), nakon prvog dana (T1), posle sedmog dana (T2) i posle 21. dana toplotnog stresa (T3). Sematski
prikaz eksperimenta predstavljen je na Slici 16.

QI @ @

15nedelja [0 1. 2. 3. 4 5 6 7. 8 9 10. 11. 12. 13. 14. 15. 16. 17. 18 19. 20. 21. |dan

1
20/17 °C 30/20°C

Slika 16. Sematski prikaz eksperimenta uticaja toplotnog stresa na biljke krompira gajene ex vitro.
TO-T3 vremenske tacke u kojima su mereni morfoloski parametri i sakupljani uzorci za dalju analizu.

Za ispitivanje ekspresije StSOD gena u razli¢itim vremenskim tackama i organima sorte
Désirée, sakupljeni su slede¢i biljni organi: listovi razli¢ite fizolo$ke starosti, stoloni (apikalni odsecci
duzine 10-15 mm), krtole i korenovi. Analizirani su fizioloski mladi listovi (tre¢i i Cetvrti list od vrha
izdanka) i fizioloski stariji listovi (Sedmi i osmi list od vrha izdanka). Uzorci su odmah zamrznuti u
tecnom azotu i Cuvani na temperaturi -80 °C.

3.6. Analiza ekspresije gena
3.6.1. 1zolacija RNK iz biljnog materijala krompira

Izolacija ukupnih RNK iz biljnog materijala krompira uradena je prema metodi Chomczynski
i Sacchi (1987). U analizama je kori$¢en sledeci biljni materijal: listovi biljaka iz kulture in vitro
(opisano u odeljcima 3.4.1. 1 3.4.3.), listovi, stoloni, krtole i korenovi biljaka gajenih ex vitro (opisano
u odeljku 3.5.). Odmereno je 300-400 mg biljnog materijala, koji je zatim mehanicki usitnjen u
teCnom azotu, u sterilisanim porcelanskim avanima 1 prebacen u sterine Falcon tube. Usitnjenom
materijalu dodato je po 3 ml trizola (Invitrogen TRIzol Reagent, Thermo Fischer Scientific, Voltam,
Masacusets, SAD). Nakon otapanja homogenat je inkubiran na sobnoj temperaturi 5 min., radi
kompletne disocijacije nukleoproteinskih kompleksa, a potom centrifugiran (4 °C, 5 min., 300 x g),
kako bi se uklonile nerastvorne komponente (ekstracelularne membrane, polisaharidi i DNK visoke
molekulske mase). Dobijeni supernatant prebacen je u 3 sterilne mikrotube zapremine 2 ml, a zatim
je u svaku mikrotubu dodato po 200 pl rastvora hloroform-izoamil alkohola (24:1, v/v). Smesa je
inkubirana na sobnoj temperaturi 5 min., a zatim centrifugirana (4 °C, 10 min., 12000 x g), radi
razdvajanja faza. Nakon centrifugiranja, gornja faza, u kojoj je rastvorena RNK, prebacena je u nove
sterilne mikrotube. Rastvorenoj RNK dodato je 250 pl izopropanola i 250 ul rastvora za precipitaciju
RNK [0,4 M NaCl, 0,8 M natrijum citrat, 0,8 MHCI u dietilpirokarbonatom (DEPC) tretiranoj vodi].
Uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi 10 min., zatim centrifugirani (4 °C, 10 min., 12000 x g).
Nakon centrifugiranja, supernatant je odbacen, a izolovana RNK ostala je na dnu mikrotuba u vidu

37



peleta. RNK pelet je zatim ispran sa 1 ml 70% etanola, pa centrifugiran (4 °C, 10 min., 7500 x g),
nakon Cega je etanol odbacen. RNK pelet u otvorenim mikrotubama susSen je u laminarnoj komori
(do 10 min.), nakon ¢ega je rastvoren u 40 pl vode tretirane DEPC-om. Tako rastvorena RNK ¢uvana
je na -80 °C do daljeg koris¢enja.

3.6.2. Odredivanje kvantiteta i kvaliteta izolovane RNK

Koncentracija RNK je odredena pomocu spektrofotometra NanoPhotometar N60 (Implen,
Minhen, Nemacka). Izmerene su apsorbance na 260 nm (Azeo, predstavlja maksimum apsorbance
baza nukleinskih Kkiselina), i na 280 nm (Azg0, apsorbanca aromati¢nih aminokiselina proteina).
Cistoéa RNK odredena je na osnovu odnosa apsorbanci Azso/Azso, pri &emu se za Ciste izolate ovaj
odnos krece u intervalu 1,8-2,1. Integritet RNK procenjen je elektroforetskim razdvajanjem 1 g
RNK na 1,5% agaroznom gelu, sa dodatkom SYBR safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific-
Invitrogen, Voltam, Masacusets, SAD) pri voltazi od 80V/40 min. Elektroforeza je uradena na aparatu
za horizontalnu elektroforezu Mini-Sub® Cell GT Cell (Bio-Rad Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija,
SAD), a potom su gelovi fotografisani na transiluminatoru iBright™ FL1500 Imaging Systems
(Thermo Fisher Scientific-Invitrogen, Voltam, Masacusets, SAD).

3.6.3. Tretman dezoksiribonukleazom (DNK-azom)

Uzorci RNK su tretirani DNKazom I (Dnase I, Thermo Scientific, Voltam, Masacusets, SAD),
kako bi se uklonila eventualno zaostala DNK. Sastav reakcione smese dat je u Tabeli 3. Tretman je
trajao 30 min. na temperaturi od 37 °C, a zatim je enzimska reakcija zaustavljena dodavanjem 1 pl
50 mM EDTA u reakcionu smes$u i inkubacijom 65 °C/10 min. Za tretman DNK-azom kori$éena je
PCR masina 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornija, SAD).

Tabela 3. Sastav pojedinacne reakcione smesSe za tretman DNKazom |

Komponente pl
RNK uzorak (2 pg) u vodi 6,75
10 x reakcioni pufer sa MgCl» 1
DNKaza | (1 U pl?) 2
Inhibitor RNKaze RiboLock RI (40 U pl™?) 0,25
Ukupno 10

3.6.4. Reverzna transkripcija

Za reakciju reverzne transkripcije (RT), prevodenje RNK u komplementarne jednolancane
molekule DNK (cDNK), koris¢en je Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas,
Voltam, Masacusets). Sastav reakcione smese, ukupne zapremine 10 pl, je prikazan u Tabeli 4. RT
reakcija se odvijala u PCR masini 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornija,
SAD) u 3 koraka: 25 °C/5 min., 42 °C/60 min. i 70 °C/5 min.
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Tabela 4. Sastav pojedinacne reakcione smese za RT-PCR

Komponente ul

RNK iz prethodnog koraka (2 pg) 11
Random heksameri-prajmeri (50 uM) 1

5 x reakcioni pufer 4

Inhibitor RNKaze RiboLock RI (20 U pl™?) 1
dNTP miks (10 mM) 2

Reverzna transkriptaza (200 U pl™t) 1
Ukupno 20

3.6.5. Reakcija lan¢anog umnozavanja (PCR)

Dobijena cDNK je umnozavana PCR reakcijom koris¢enjem gen-specifi¢nih prajmera.

Prajmeri za amplifikaciju StSOD transkripata kreirani su pomoc¢u programa Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), dok su prajmeri za StCuZnSOD?2 preuzeti iz rada
Tiwari i sar. (2020). Koriséeni prajmeri prikazani su u Tabeli 5.

Tabela 5. Sekvence prajmera za amplifikaciju StSOD transkripata. f-forward, r-reverse.

Naziv gena Pristupni broj Sekvenca prajmera (5" — 37) Tm (°C)
StCuZnSOD1 | Soltu.DM.01G022650 | f: TAACAGCAGTGAAGGTGTTTGTG 59,6
r: TTGTAATGTGGTCCTGTTGACAC 59,1
StCuZnSOD2 | Soltu.DM.11G020830 | f: TATGTCTACAGGAGCCCATTTC 57,3
r GGCATTGGCCACTATGTTTC 57,4
StCuzZnSOD3 | Soltu.DM.03G010200 | f: CAATCCAACGGTGGTACCCAT 60,3
r: TGAAATTGATATCTCCGCCACCC 60,2
StMnSOD | Soltu.DM.06G011380 | f: AATTCAACGGCGGAGGTCAT 60,0
r: TTTCAACCACCAGGCGCTTA 60,2
StFeSOD1 | Soltu.DM.06G012180 | f: TGTACACTTTTGAGGGAGAATGA 57,4
r GTCCTTGTACATTGTTATTCCACA 57,2
StFeSOD2 | Soltu.DM.03G013800 | f: CAAAGCAGCCAAATTCAGCAC 59,2
r: TTCCTCGCTAACTGTTTCTTGTG 59,2
StFeSOD3 | Soltu.DM.02G001300 | f: CCACCTTATAAGCTCGATGCACT 60,5
r: TACCTGGGCAGCATCAGAGA 60,3
StFeSOD4 | Soltu.DM.06G012170 | f: TGGGAGTTACATACTTGAGGCA 58,8
r: AGAAAATCACCTGTCACTCTTGC 59,2

Prajmeri za amplifikaciju StHSP transkripata dizajnirani su pomocu programa Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) i prikazani su u Tabeli 6.
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Tabela 6. Sekvence prajmera za amplifikaciju StHSP transkripata. f-forward, r-reverse.

Naziv gena Pristupni broj Sekvenca prajmera (5" — 37) Tm

49

StHSP17.6 | PGSC0003DMG400030426 | f: TCATGTGTTCAAGGCCGATCT 59,7

PGSC0003DMG400030339 | r: TCCACGCGATGCCACTTAT 59,5
PGSC0003DMG400030340

StHSP21 | PGSC0003DMG400003219 | f: ACGCACTCCTTGGGACATTC 60,3

r: CGGGAGACTTAAACGAGTGTCAT | 604

StHSP23.9 | PGSC0003DMG400004808 | f: CAATTAGAAGCGTGAGCCAGC 59,9

r: CAGAGCGTTATCGTCCTCCT 59,0

StHSP70-2 | PGSC0003DMG400027611 | f: AGGCAATCGGTGGTGAATCC 59,9

r: TTTCTCAAGACCTGAGCCGAA 60,2

Sve PCR reakcije zapremine 20 pl postavljene su prema protokolu za Dream Taq Hot Start
Green PCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD). Sastav reakcione
smeSe prikazan je u Tabeli 7.

Tabela 7. Sastav reakcione smese pojedinacne PCR reakcije.

Komponente ul

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

Dream Taqg Hot Start Green Master Mix (2x) 10
PCR voda 8,5

Ukupno 20

Program za PCR umnoZavanje ukljucivao je: inicijalnu denaturaciju (95 °C/3 min.), zatim po
40 ciklusa denaturacije (95 °C/30 s), vezivanja prajmera (60 °C/30 s) i elongacije (72 °C/1 min.),
nakon Cega je sledila finalna elongacija (72 °C/10 min.) i hladenje do + 4 °C. Za PCR amplifikaciju
kori$cen je aparat 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornija, SAD).

Veli¢ina amplikona proverena je nakon elektroforeze, koja je radena na aparatu za
horizontalnu elektroforezu Mini-Sub® Cell GT Cell (Bio-Rad Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija,
SAD). Po zavrsetku PCR reakcije, uzorci i DNK marker GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Fermentas,
Voltam, Masacusets) su naneti na 2% agarozni gel, koji je nakon elektroforeze slikan na
transiluminatoru iBright™ FL1500 Imaging Systems (Thermo Fisher Scientific-Invitrogen, Voltam,
Masacusets, SAD). Duzina svakog fragmenta odredena je softverski (iBright Analysis Software
v1.6.0).

3.6.6. Odredivanje nivoa ekspresije gena metodom kvantitativnog PCR (qRT-PCR)

Nivo ekspresije analiziranih gena odredivan je metodom qRT-PCR, koris¢enjem reakcione
smeSe Maxima SYBR Green/Rox gPCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific, Voltam,
Masacusets, SAD) i aparata Applied Biosystems QuantStudio™ 3 Real-Time PCR system (Thermo
Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD). Reakcione smese, ukupne zapremine 10 pl, sadrzale
supo 1 ul odgovaraju¢e cDNK, koja je dobijena nakon reverzne transkripcije. Sastav reakcione smese
je prikazan u Tabeli 8. Svi uzorci su naneseni na plocu u triplikatima.
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Tabela 8. Sastav reakcione smese pojedinacne qRT-PCR reakcije.

Komponente ul
cDNK (100 ng) 1
Prajmer F + R (7,5 uM) 0,4
SYBR Green/Rox qPCR Master Mix (2x) 5
PCR voda 3,6
Ukupno 10

Kao endogene kontrole (geni sa konstitutivnom ekspresijom) koris¢eni su 60SL36 i CYC, a
prajmeri koji su koris¢eni za amplifikaciju 60SL36 i CYC transkripata prikazani su u Tabeli 9.

Tabela 9. Sekvence prajmera za amplifikaciju 60SL36 i CYC transkripata. f-forward, r-reverse.

Naziv Pristupni broj Sekvenca prajmera (5" — 3") Tm (°C)
gena
60SL36 | PGSC0003DMT400000483 | f: GGGAAGTAGCTGGTTTTGCAC 59,7
rr TCCAGTAGCCCTCATTTTACGG 59,8
CyYC AF126551.1 f: CTCTTCGCCGATACCACTCC 60,0
rr TCACACGGTGGAAGGTTGAG 59,9

Program za gRT-PCR analizu sastojao se iz inicijalne denaturacije (95 °C/10 min.), 40 ciklusa
denaturacije (95 °C/15 s), 40 ciklusa vezivanja prajmera/elongacije (60 °C/1 min.) i analize krive
topljenja.

Relativna ekspresija StSOD i StHSP gena odredena je 222t metodom (Livak i Schmittgen,
2001), prema kojoj su Ct vrednosti za gene od interesa normalizovane prema Ct vrednostima
kontrolnih gena (60SL36 i CYC) i kalibratora. Apsolutne vrednosti ekspresije StSOD gena
normalizovane su prema aritmetickoj sredini faktora normalizacije dobijenih na osnovu podataka o
apsolutnoj ekspresiji svakog kontrolnog gena pojedinac¢no, 60SL36 i CYC (Klatte i Bauer, 2009).

3.6.6.1. Priprema standarda za apsolutnu kvantifikaciju PCR produkata

Apsolutna kvantifikacija PCR produkata ispitivanih gena dobijena je na osnovu serije
razblazenja ¢cDNK poznatih koncentracija (10%-10? kopija DNK/1 pl). Standardi za qRT-PCR
pripremljeni su tako §to je cDNK umnozena u PCR reakciji, koriS¢enjem aparata 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Foster Siti, Kalifornija, SAD), a potom razdvojena elektroforetski na
1,5 % agaroznom gelu, na aparatu za horizontalnu elektroforezu Mini-Sub® Cell GT Cell (Bio-Rad
Laboratories, Herkjuliz, Kalifornija, SAD). Trake na gelu detektovane su pomocu transiluminatora
iBright™ FL1500 Imaging Systems (Thermo Fisher Scientific-Invitrogen, Voltam, Masadusets,
SAD). Ekstrakcija sa gela 1 pre€is¢avanje PCR produkata uradeni su pomoc¢u GeneJET Gel Extraction
Kit (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD) prema sledecoj proceduri: isecanje traka
iz gela i1 prebacivanje u sterilne mikrotube, dodavanje vezujuceg pufera (eng. Binding buffer) u
odnosu 1:1 (m/v), inkubacija u vodenom kupatilu (60 °C) do rastvaranja gela, dodavanje 100%
izopropanola u odnosu 1:2 (v/v), vorteksovanje sadrzaja u mikrotubama (5 s), nanoSenje uzoraka na
kolone za prec¢is¢avanje (eng. Purification column), centrifugiranje (60 s, 10000 x g), odbacivanje
filtrata, dodavanje na vrh kolone po 700 ul pufera za ispiranje (eng. Wash buffer), centrifugiranje (60
s, 10000 x g), odbacivanje filtrata, ponovno centrifugiranje (60 s, 10000 x g), prebacivanje filter
kolona u nove sterilne mikrotube, dodavanje po 50 pl elucionog pufera (eng. Elution buffer) i
centrifugiranje (60 s, 10000 x g).
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Koncentracija precis¢enih PCR produkata ispitivanih gena odredena je spektrofotometrijski
na aparatu NanoPhotometar N60 (Implen, Minhen, Nemacka). Podaci o broju DNK kopija u PCR
produktima dobijeni su u programu EndMemo (http://endmemo.com/bio/dnacopynum.php). Na
osnovu datih podataka pripremljene su serije razblazenja (10°-10? kopija dsDNK/1 pl) za svaki genski
transkript. Dobijena razblazenja kori$¢ena su kao standardi u qRT-PCR analizama.

3.7. Statisti¢ka analiza rezultata

Za analizu morfoloskih parametara biljaka gajenih in vitro koriséen je program STATISTICA
10 (StatSoft, Inc., 1984-2011, Tulsa, OK, SAD). Sprovedena je trofaktorijalna analiza varijanse sa
faktorima: temperatura, SA i sorta, nakon ¢ega su podaci eksperimentalnog istrazivanja podvrgnuti
post-hoc analizi Njuman-Kelovim (Newman-Keul’s) testom za utvrdivanje homogenih grupa na
nivou znacajnosti p<0,05.

Statisticka analiza podataka dobijenih qRT-PCR metodom uradena je pomoc¢u programa IBM
SPSS Statistics for Macintosh v. 25 (IBM, Armank, Njujork, SAD). Lavinov (Levene’s) test je
kori$éen za testiranje homogenosti varijanse skupa eksperimentalnih podataka dobijenih qRT-PCR
analizama. Jednofaktorijalna analiza varijanse uradena je radi viSestrukog poredenja srednjih
vrednosti, nakon ¢ega je vrSena post-hoc analiza Tukijevim (Tukey’s) HSD (u slucaju homogene
varijanse) ili Danetovim (Dunnett’s) T3 (u slu¢aju nechomogene varijanse) testom radi definisanja
homogenih grupa srednjih vrednosti na nivou znacajnosti od 0,05.
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4. REZULTATI
4.1. In silico analiza SOD familije gena i SOD proteina krompira

Podaci o prouc¢avanim StSOD genima preuzeti su iz Spud DB baze podataka genoma duplog
monoploidnog klona krompira iz grupe Phureja DM 1-3 516 R44 (v6.1). In silico analiza StSOD gena
obuhvatila je: identifikaciju CRE u promotorima, pretragu TF Kkoji se mogu vezati za specificne
motive u promotorima i odredivanje egzon-intron strukture transkripata. In silico analiza StSOD
proteina obuhvatila je: fizicko-hemijsku karakterizaciju StSOD, identifikaciju SOD domena,
predikcije prisustva N-terminalnog signala i subcelijske lokalizacije proteina, odredivanje tercijarne
strukture proteina, kao i utvrdivanje filogenetskih odnosa izmedu StSOD i SOD drugih biljnih vrsta.

4.1.1. StSOD geni: struktura i pozicija na hromozomima

Pretragom Spud DB DM v6.1 baze podataka, pronadeno je jedanaest potencijalnih
nukleotidnih sekvenci SOD gena krompira. Dve sekvence gena, Soltu.DM.10G011570 i
Soltu.DM.06G013120, iskljucene su iz daljih analiza, jer je utvrdeno da ne kodiraju funkcionalne
StSOD proteine potpune duzine, ve¢ ~100 aminokiselina duge polipeptide koji imaju sli¢nosti sa
sekvencama StSOD. lzvedena aminokiselinska sekvenca Soltu.DM.06G013120.1 je u Spud DB
oznaCena kao potencijalna MnSOD sekvenca i ustanovljeno je da sadrzi samo C-terminalni
Gvozde/Mangan SOD domen (PF02777). Aminokiselinska sekvenca Soltu.DM.10G011570.1 je u
Spud DB oznacena kao potencijalna FeSOD sekvenca, ali nije ustanovljeno da sadrzi karakteristicne
SOD domene. Na Slici 17. je prikazano poredenje izvedenih aminokiselinskih sekvenci StMn-FeSOD
sa nepotpunim aminokiselinskim sekvencama.
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Nastavak Slike 17. na strani 44.
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Slika 17. Poravnanje izvedenih aminokiselinskih sekvenci StMn-FeSOD. Nepotpune aminokiselinske
sekvence su oznacene ljubiastom bojom. Identi¢ni regioni su zasenéeni crvenom bojom, a sli¢ni
regioni su uokvireni.

Pored navedenih, u Spud DB DM v6.1 bazi podataka pronadena je i nukleotidna sekvenca
gena za bakar-saperon (Soltu.DM.08G026370), koja kodira protein u ¢ijoj strukturi se nalazi
Bakar/Cink SOD domen (SODC) (Pfam: PF00080). S obzirom da u aktivnom mestu ovog proteina
nedostaju aminokiselinski ostaci od krucijalog znacaja za superoksid-dismutaznu aktivnost, takav
protein nije okarakterisan kao StCuZnSOD, a nukleotidna sekvenca gena koja ga kodira nije dalje
analizirana. Na Slici 18. prikazano je poredenje izvedenih aminokiselinskih sekvenci StCuZnSOD sa
sekvencom bakar-saperona.

44



Soltu.DM.01G022650.1
Seltu.DM.03G010200.1
Seltu.DM.11G020830.1
Soltu .DM. 08G026370 . 1
consensus>50

Soltu.DM.01G022650.1
Soltu.DM.03G010200.1
Soltu.DM.11G020830.1
Soltu .DM. 08G026370 . 1
consensus>50

1 10

Soltu.DM.01G022650. AVLNSSE[G
Soltu.DM.03G010200. A \'ISf‘:NDS
Soltu.DM.11G020830. VLKGNS|N
Soltu .DM. 08G026370 . EE‘I"-.(;'PL‘- .

consensus>50 i . thAvlkgnd

70

\GKT AP
MFE
KLT

P

Seoltu.DM.01G022650.
Soltu.DM.03G010200.
Seltu.DM.11G020830.
Soltu .DM. 08G026370 .
consensus>50

Soltu.DM.01G022650.
Soltu.DM.03G010200.
Soltu.DM.11G020830.
Soltu .DM. 08G026370 .
consensus>50

14(? 15(.l
Soltu.DM.01G022650.1 {2 IG
Soltu.DM.03G010200.1
Soltu.DM.11G020830.1 T N I
Soltu .DM. 08G026370 . 1 IARSAGV ENYKKTCAC]‘FTTIWEATNKL
consensus>50 kttgnaggriacg!iglqg..........

Slika 18. Poravnanje izvedenih aminokiselinskih sekvenci StCuzZnSOD (Soltu.DM.01G022650.1,
Soltu.DM.03G010200.1 i Soltu.DM.11G020830.1) sa Soltu.DM.08G026370.1 aminokiselinskom
sekvencom bakar-saperona (oznacena ljubicastom bojom). Identi¢ni regioni su zasenceni crvenom
bojom, sli¢ni regioni su uokvireni, a zelenom bojom su zasencene aminokiseline zna¢ajne za SOD
aktivnost.

Preostalih osam StSOD gena kodiraju StSOD proteine pune duzine, od kojih tri kodiraju
StCuZnSOD, jedan StMnSOD i etiri StFeSOD (Tabela 10.). StSOD geni rasporedeni su na pet od
12 hromozoma (hr.), pri ¢emu se najvise gena nalazi na hr.06 (StMnSOD, StFeSOD1 i StFeSOD4),
dva gena su na hr.03 (StCuzZnSOD3 i StFeSOD2), dok se po jedan StSOD gen nalazi na hr.01
(StCuznSOD1), hr.02 (StFeSOD3) i hr.11 (StCuzZnSOD?2).
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Tabela 10. Karakteristike StSOD gena i njihovih produkata.

Naziv gena Pristupni broj Pozicija na hromozomu Pristupni broj Veli¢ina Veli¢ina Izoelektri¢na Indeks Alifatiéni  Molekulska
gena transkripta transkripta  proteina tacka nestabilnosti  indeks teZina
(bp) (ak) (1)) (kDa)
StCuzZnSOD1  Soltu.DM.01G022650 hr.01: 61,097,981-61,103,305 Soltu.DM.01G022650.1" 459 152 5.28 32.24 80.20 15.3
StCuzZnSOD2  Soltu.DM.11G020830 hr.11: 40,784,322-40,790,930 Soltu.DM.11G020830.1" 648 215 6.34 24.76 87.95 221
hr.11: 40,784,322-40,790,564 Soltu.DM.11G020830.2 645 214 6.34 24.25 88.36 22.1
StCuzZnSOD3  Soltu.DM.03G010200 hr.03: 28,151,770-28,156,700 Soltu.DM.03G010200.1" 498 165 6.78 18.64 88.61 16.8
StMnSOD Soltu.DM.06G011380 hr.06: 34,521,324-34,524,092 Soltu.DM.06G011380.1 687 228 7.13 35.60 91.14 253
StFeSOD1 Soltu.DM.06G012180 hr.06: 36,014,174-36,016,425 Soltu.DM.06G012180.1 747 248 6.31 33.40 70.56 27.8
hr.06: 36,014,151-36,016,425 Soltu.DM.06G012180.2 753 250 6.60 33.86 70.00 28.1
hr.06: 36,014,174-36,016,425 Soltu.DM.06G012180.3" 759 252 6.60 34.62 70.99 28.3
hr.06: 36,014,174-36,016,425 Soltu.DM.06G012180.4 729 242 7.77 35.05 75.08 26.9
hr.06: 36,014,174-36,016,425 Soltu.DM.06G012180.5 681 226 5.96 35.28 74.38 25.1
hr.06: 36,014,174-36,016,425 Soltu.DM.06G012180.6 654 217 6.52 35.44 70.74 241
StFeSOD2 Soltu.DM.03G013800 hr.03: 36,413,200-36,416,935 Soltu.DM.03G013800.1 915 304 5.56 41.47 73.26 34.7
hr.03: 36,413,200-36,416,935 Soltu.DM.03G013800.2 891 296 5.49 41.99 73.58 33.7
hr.03: 36,413,200-36,416,935 Soltu.DM.03G013800.3 897 298 5.83 40.95 72.11 338
hr.03: 36,413,200-36,416,935 Soltu.DM.03G013800.4" 987 328 5.69 40.11 76.19 37.6
hr.03: 36,413,200-36,416,935 Soltu.DM.03G013800.5 840 279 5.20 42.01 73.87 31.9
StFeSOD3 Soltu.DM.02G001300 hr.02: 7,378,597-7,382,073 Soltu.DM.02G001300.1" 777 258 6.07 42.61 85.04 29.6
hr.02: 7,378,597-7,382,073 Soltu.DM.02G001300.2 753 250 5.96 43.46 85.80 285
StFeSOD4 Soltu.DM.06G012170 hr.06: 36,008,330-36,012,608 Soltu.DM.06G012170.1 603 200 5.58 31.53 82.00 225
hr.06: 36,008,330-36,012,608 Soltu.DM.06G012170.2 540 179 5.81 33.93 78.60 20.2
hr.06: 36,008,330-36,012,608 Soltu.DM.06G012170.3 549 182 6.29 30.48 76.26 204
hr.06: 36,008,330-36,012,608 Soltu.DM.06G012170.4" 684 227 7.85 39.93 73.17 256
hr.06: 36,008,330-36,012,608 Soltu.DM.06G012170.5 513 170 6.12 35.64 74.18 19.1
hr.06: 36,008,330-36,012,608 Soltu.DM.06G012170.6 633 210 5.89 31.93 77.71 23.8

Napomena: * oznacavaju reprezentativne transkripte prema Spud DB DM v6.1 bazi podataka; bp, bazni parovi; ak, aminokiseline; kDa, kilo Dalton.
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Zapazeno je da se analizirani StSOD geni razlikuju po broju transkripata, te tako
StCuzZnSOD1, StCuzZnSOD3 i StMnSOD geni imaju po jedan transkript, dok ostali geni imaju veci
broj alternativnih transkripata: dva (StCuZnSOD2 i StFeSOD3), pet (StFeSOD?2) i Sest transkripata
(StFeSOD1 i StFeSOD4). Poredenjem egzon-intron strukture datih transkripata StSOD gena (Slika
19.), ustanovljeno je da transkripti StSOD gena sadrze 4-9 introna i 5-10 egzona. Osim u broju,
transkripti se razlikuju i u duzini egzona i introna, kao i u duzini 5" i 3’"UTR. Uoceno je da kod
transkripata StFeSOD1 i StFeSOD2 gena postoji sli¢an obrazac egzon-intron organizacije, §to nije
slu¢aj izmedu transkripata ostalih StSOD gena.
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Slika 19. Egzon-intron struktura StSOD transkripata. Egzoni su predstavljeni Zzutom bojom, 5'UTR
narandzastom, 3"'UTR zelenom bojom, a introni su prikazani linijama. Za prikazivanje egzon-intron
strukture transktipata StSOD koris¢en je veb-server GSDS (Hu i sar., 2015).

4.1.2. Analiza promotorskih regiona StSOD gena

Analiza promotorskih regiona StSOD gena uradena je radi identifikacije CRE, koji su znacajni
za regulaciju transkripcije datih gena delujuc¢i u blizini ili u okviru samog gena. Pored toga,
identifikovani su i TF iz razli¢itih familija sa potencijalnim mestima vezivanja u promotorskim
regionima StSOD gena.

KoriS¢enjem veb-alata PlantCARE identifikovani su razli¢iti CRE, koji su grupisani na
osnovu uloge u odgovoru biljaka na razli¢ite stimuluse i predstavljeni su toplotnom mapom (eng.
heat map) (Slika 20.). Medu CRE, koji su uklju¢eni u odgovor biljaka na faktore stresa, uoc¢eno je da
su oni koji su ukljuceni u odgovor na nisku temperaturu (LTR, STRE i MYC) prisutni u svim
analiziranim promotorima StSOD gena. U promotorima veceg broja gena (StCuzZnSOD1-3,
StMnSOD, StFeSODL i StFeSOD4), identifikovani su CRE uklju¢eni u anaerobnu indukciju (ARE).
Takode, u promotorima vecine gena (StCuZnSOD1-2, StMnSOD, StFeSOD1-2 i StFeSOD4),
identifikovani su CRE ukljuceni u vezivanje MYB TF. Osim navedenih, identifikovani su CRE
ukljuceni u odgovor na biljne hormone: ABA (ABRE), metil-jasmonat (CGTCA- i TGACG-motiv),
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GA (TATC-box i GARE-motiv), SA (TCA i TCA-element), auksine-AUX (TGA-element i AuxRR-
core) i etilen (ERE). Najzastupljeniji su CRE koji su uklju¢eni u odgovor biljaka na etilen i prisutni
su u promotorima kod ¢ak Sest StSOD gena (StCuZnSOD2-3, StMnSOD i StFeSOD2-4), dok su
najmanje zastupljeni CRE ukljuceni u odgovor biljaka na ABA i GA, koji su identifikovani u
promotorima tri StSOD gena (StCuzZnSOD2, StFeSOD2 i StFeSOD3). Pored navedenih, u
promotorskim regionima StSOD gena prisutni su i CRE znacajni za procese rastenja i razvica, kao i
oni koji su ukljuceni u odgovor na svetlost. Za nekoliko identifikovanih CRE poput ABRE, DRE i
MYB, poznato je da su povezani sa regulacijom aktivnosti gena u odgovoru na abioticki stres kod
biljaka (Nakashima i sar., 2009). Prisustvo ovih CRE u promotorima StSOD gena sugeri§e mogucu
ulogu datih StSOD u odgovoru biljaka krompira na abioticke stresore.

StCuZnSOD1 StCuZnSOD2 StCuZnSOD3 StMnSOD StFeSOD1  StFeSOD2 StFeSOD3 StFeSOD4
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odgovor na hormone
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ostali
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Slika 20. Zastupljenost CRE u promotorskim regionima StSOD gena.
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Koris¢enjem veb-platforme PlantRegMap ustanovljena je moguénost vezivanja TF iz 17
familija za analizirane promotore StSOD gena (Slika 21.). Uoceno je da promotor StCuZnSOD1 gena
poseduje najvise mesta vezivanja za TF iz ¢ak 15 familija, a posebno se izdvaja mali region ovog
promotora, udaljen ~800 nukleotida uzvodno od pocetka transkripcije, koji poseduje mesta vezivanja
za TF iz osam razli¢itih familija: Dof, M-type_ MADS, ERF, BBR-BPC, LBD, ARF, GRAS i
MIKC_MADS. U promotoru StCuZnSOD2 gena nalazi se samo jedno mesto za koje se mogu vezati
TF iz MYB familije, dok su u promotoru StCuZnSOD3 gena prisutna dva mesta vezivanja za TF iz
Dof i jedno za TF iz M-type_ MADS familije. Ustanovljeno je da promotor StMnSOD gena sadrzi tri
mesta vezivanja za TF iz bZIP familije i po jedno mesto vezivanja za TF iz bHLH i Nin-like familije.
Medu ispitivanim StFeSOD genima uoceno je da promotor StFeSOD3 gena sadrzi najveci broj mesta
vezivanja TF i to iz razli¢itih familija (tri iz C2H2 i jedno iz ERF familije TF), dok se najmanji broj
mesta vezivanja TF nalazi u promotoru StFeSOD2 gena (jedno iz Dof familije). Promotori StFeSOD1
I StFeSOD4 gena sadrze po dva mesta za vezivanje TF, od kojih je jedno mesto vezivanja TF iz BBR-
BPC familije, dok je drugo mesto vezivanja iz Dof, odnosno MYB familije TF.
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bHLH C2H2 NAC
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ERF . bzIP EE MIKC_MADS -1000 -500 _ 0 100
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Slika 21. Pretpostavljena mesta vezivanja TF iz razli¢itih familija za promotore StSOD gena. In silico
analizom je obuhvacen region od 100 nukleotida nizvodno i 1000 nukleotida uzvodno od mesta
pocetka transkripcije. TF, transkripcioni faktori. Preuzeto i modifikovano prema Rudi¢ i sar. (2022a).

Na Slici 22. prikazane su GO anotacije za TF iz razli¢itih, prethodno identifikovanih familija,
kao 1 broj specificnih motiva, u okviru analiziranih promotorskih regiona StSOD gena, za koje se dati
TF vezuju. GO termini i bioloski procesi u kojima ucestvuju TF, preuzeti su iz baze transkripcionih
faktora biljaka (PlantTFDB v5.0). Neinformativni GO termini, koji se odnose se na bioloske procese
poput regulacije transkripcije, a zastupljeni su kod svih ili kod veéine familija TF, nisu uzeti u
razmatranje. Na osnovu informacija o bioloskim procesima u kojima posreduju TF, izvedene su
pretpostavke o regulaciji ekspresije StSOD gena.

Zapazeno je da medu analiziranim promotorskim regionima StSOD gena postoje variranja u
broju specifi¢nih motiva za koje se vezuju TF. Promotorski region StCuZnSOD1 gena sadrzi najvise
specificnih motiva (3-10), neSto manji broj (2-6) nalazi se u promotoru StMnSOD gena, dok
promotori preostalih Sest StSOD gena sadrze 1-2 motiva. U okviru promotorskog regiona
StCuzZnSOD1 gena najbrojniji su motivi za koje se vezuju TF ukljuéeni u odgovor na GA. Takode,
promotor StCuZnSOD1 gena sadrzi motive za koje se vezuju TF, koji posreduju u razli¢itim
bioloskim procesima navedenim na Slici 22, na osnovu ¢ega se moze pretpostaviti da je dati gen
regulisan u odgovoru biljaka na stres (niska temperatura, gljivicna infekcija), biljne hormone (GA,
etilen, AUX, ABA), kao i tokom procesa razvi¢a. StCuZnSOD2 gen u svom promotoru sadrzi motiv
za koji mogu da se vezu TF iz familije MYB, a koji posreduju u odgovoru biljaka na razli¢ite biljne
hormone (JA, etilen, AUX), jone Cd?* i stres solima. Na osnovu bioloskih procesa u kojima ucestvuju
TF koji se vezuju za specificne motive u promotorskom regionu StCuZnSOD3 gena, moze se
pretpostaviti da je dati gen regulisan u odgovoru biljaka na GA, niske temperature, proces cvetanja i
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fotomorfogenezu. Promotorski region StMnSOD gena sadrzi specifi¢ne motive koje prepoznaju TF
ukljuceni u razliCite bioloSke procese, kao S§to su odgovor na biljne hormone (ABA, GA,
brasinosteroide-BR), stres solima, signalni put posredovan glukozom, giberelinskom kiselinom i BR,
kao i tokom sazrevanja polena, morfogeneze latica cveta i drugih procesa. Na osnovu bioloskih
procesa u kojima ucestvuju TF koji se vezuju za promotore StFeSOD1 i StFeSOD2 gena, moze se
pretpostaviti da su oba gena regulisana tokom procesa fotomorfogeneze, dok je StFeSOD1 gen
dodatno regulisan u odgovoru na etilen i tokom formiranja provodnog biljnog tkiva. Prema bioloskim
procesima u kojima posreduju TF koji se vezuju za specificne motive u promotoru StFeSOD3 gena,
moze se pretpostaviti da je dati gen regulisan u odgovoru na BR, niske temperature, tokom formiranja
listova, dok se regulacija ekspresije StFeSOD4 gena postize u odgovoru na biljne hormone (JA, etilen,
AUX), jone Cd?*, kao i tokom procesa razvica.
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Slika 22. GO anotacije za TF iz razli¢itih familija koji se potencijalno vezuju za specifi¢cne motive u
promotorima StSOD gena. Prikazani su znacajniji GO termini, bioloski procesi (npr. odgovor na
razli¢ite faktore stresa i biljne hormone), kao i broj specifiénih vezujué¢ih motiva u promotorima.
Neinformativni GO termini i bioloski procesi su izostavljeni. Preuzeto i modifikovano prema Rudi¢
i sar. (2022a).
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4.1.3. Karakteristike StSOD proteina

Fizicko-hemijska svojstva StSOD proteinskih subjedinica, koja podrazumevaju duzinu
polipeptidnog lanca, teorijsku izoelektricnu tacku (pl), indeks nestabilnosti, alifaticni indeks i
molekulsku tezinu, prikazana su u Tabeli 10. Medu analiziranim StSOD proteinima ustanovljeno je
da broj aminokiselina (ak) koji ulazi u sastav jednog polipeptidnog lanca varira od najmanje 152 ak
(StCuZnSOD1) do najvise 328 ak (StFeSOD2). Na osnovu poravnanja StCuZnSOD aminokiselinskih
sekvenci ustanovljen je visok procenat identi¢nosti od 59,15% do 66,45% (Slika 23.).
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Slika 23. Poravnanja (A) i procenat identi¢nosti (B) StCuzZnSOD aminokiselinskih sekvenci.
Identi¢ni regioni su zasenceni crvenom bojom, a sli¢ni regioni su uokvireni.

Poravnanja vec¢ine StFeSOD aminokiselinskih sekvenci pokazuju izuzetno visok procenat
identi¢nosti: 89,52% (StFeSODL1 i StFeSOD4), 80% (StFeSOD2 i StFeSOD4) i 76,80% (StFeSOD1
i StFeSOD?2) (Slika 24.). Nesto nizi procenat identi¢nosti aminokiselinskih sekvenci ustanovljen je
izmedu StFeSOD3 i StFeSOD4 (51,43%) i izmedu StFeSOD1 i StFeSOD3 (47,13%). Procenat
identi¢nosti StMnSOD 1 StFeSOD aminokiselinskih sekvenci iznosi od 31,67% do 36,57%.
Poravnanja aminokiselinskih sekvenci (Slike 23. i 24.) su uradena na osnovu StSOD sekvenci koje
su predlozene od strane Spud DB kao reprezentativne, sa izuzetkom StFeSOD2 i StFeSODA4, gde su
umesto reprezentativnih aminokiselinskih sekvenci odabrane Soltu.DM.03G013800.1 (StFeSOD?2) i
Soltu.DM.06G012170.6 (StFeSOD4), jer sadrze potpune, neizmenjene regione (detaljnije opisano u
odeljku 4.1.5.).
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Slika 24. Poravnanja (A) i procenat identi¢nosti (B) StMnSOD i StFeSOD aminokiselinskih
sekvenci. Identi¢ni regioni su zasenceni crvenom bojom, a sli¢ni regioni su uokvireni.

Na osnovu teorijske pl vrednosti uoceno je da vecina StSOD polipeptida ima kisela svojstva,
dok StMnSOD, StFeSOD1 i StFeSOD4 ispoljavaju blago bazne osobine (Tabela 10.). Vrednosti
indeksa nestabilnosti, pokazatelja stabilnosti proteinskih subjedinica u uslovima in vitro, kod vecine
StSOD su<40, sto ukazuje da su potencijalno stabilne. Izuzetak su StFeSOD2 i StFeSOD3 sa nesto
vis§im indeksom nestabilnosti, koji iznosi 41,3 za StFeSOD2 i 43,03 za StFeSOD3. Na osnovu
vrednosti alifaticnog indeksa, pokazatelja termostabilnosti proteinskih subjedinica, uoceno je da
StMnSOD pokazuje najvecu termostabilnost (91,14) u odnosu na ostale StSOD. Sa druge strane,
StFeSOD1, sa prose¢nom vrednos$cu alifati¢nog indeksa 71,96, pokazuje najmanju termostabilnost u
poredenju sa ostalim StSOD. Molekulske tezine analiziranih StSOD nalaze se u opsegu 15,3-37,6
kDa.
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4.1.4. ldentifikacija proteinskih domena i predikcija prisustva N-terminalnog tranzitnog
peptida kod StSOD proteina

Radi sagledavanja strukturne organizacije StSOD proteina uradena je anotacija proteinskih
domena, kao i predikcija prisustva N-terminalnog tranzitnog peptida (Slika 25.). Proteinski domeni
identifikovani su pomo¢u HMMER/Pfam34 pretrage, a za predikciju prisustva N-tranzitnih peptida
kori$¢en je veb-alat TargetP2.

Na osnovu dobijenih rezultata, uoceno je da u strukturi StCuZnSOD proteina postoji
Bakar/Cink SOD domen (SODC) (PF00080.22) karakteristi¢an za ovu klasu proteina, dok se kod
StMnSOD i StFeSOD proteina nalaze dva specifi¢éna Gvozde/Mangan SOD domena (PF00081.24 i
PF02777.20) (Slika 25.). Proteinski domen PF00081.24 je N-terminalni domen, sacinjen od dva
antiparalelna a-heliksa koji formiraju ukosnicu, dok je PF02777.20 C-terminalni domen, koji ¢ine tri
antiparalelne -ploce sa Cetiri a-heliksa (Knapp i sar., 1999).

Rezultati dobijeni putem veb-alata TargetP2 predvidaju da se hloroplastni tranzitni peptid
(hITP) nalazi kod StCuzZnSOD2, StFeSOD1 i StFeSOD2 proteina, dok je mitohondrijalni tranzitni
peptid (MTP) zastupljen kod StMnSOD. Prema TargetP2, StFeSOD3 takode poseduje mTP, ali sa
malom verovatno¢om da ovaj peptid zaista obavlja funkciju mitohondrijalnog tranzitnog peptida.
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Slika 25. Proteinski domeni i predikcija prisustva N-terminalnih tranzitnih peptida. Reprezentativnie
proteinske sekvence su obelezene crvenom bojom. TP, tranzitni peptid; hITP, hloroplastni tranzitni
peptid; mTP, mitohondrijalni tranzitni peptid. Preuzeto i modifikovano prema Rudi¢ i sar. (2022a).
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4.1.5. Predikcija tercijarne strukture StSOD proteina

Predikcija tercijarne strukture StSOD proteina uradena je upotrebom AlphaFold i UCSF
ChimeraX v.1.4 softvera. Kvalitet tako dobijenih struktura StSOD proteina proveren je ispitivanjem
stereohemijskih osobina koris¢enjem Ramacandran dijagrama. Ustanovljeno je da AlphaFold modele
StSOD karakterise visok procenat aminokiselina u energetski favorizovanim regionima (prose¢no
96,99%), nizak procenat u energetski nedozvoljenim regionima (prosecno 0,42%) i nizak nivo
neslaganja (prose¢no 1) (Tabela 11.). Medu dobijenim tercijarnim strukturama najveci procenat
aminokiselina u energetski nedozvoljenim regionima ustanovljen je kod StCuZnSOD3. Medutim,
vecina ovih aminokiselina (75%) se nalazi u regionu koji obuhvata prvih 12 aminokiselina na N-
terminusu i nije ukljucen u formiranje sekundarnih struktura proteina poput a-heliksa i B-ploca.

Tabela 11. Evaluacija StSOD AlphaFold modela.

Protein Pristupni broj Energetski Energetski Nivo
transkripta favorizovani nedozvoljeni neslaganja
regioni (%) regioni (%0)

StCuzZnSOD1  Soltu.DM.01G022650.1 98,67 0,00 0,95
StCuznSOD2  Soltu.DM.11G020830.1 98,03 0,00 0,00
StCuzZnSOD3  Soltu.DM.03G010200.1 92,02 2,45 0,00
StMnSOD Soltu.DM.06G011380.1 98,51 0,00 0,95
StFeSOD1 Soltu.DM.06G012180.3 98,01 0,00 0,93
StFeSOD2 Soltu.DM.03G013800.1 97,24 0,39 0,49
StFeSOD3 Soltu.DM.02G001300.1 95,83 0,00 2,58
StFeSOD4 Soltu.DM.06G012170.6 97,60 0,48 2,11

Nakon procene kvaliteta dobijenih StSOD tercijarnih struktura, uradeno je poredenje sa 3D
strukturama SOD, koje su preuzete iz Protein Data Bank (PDB, https://www.rcsb.org/). Za
poravnanja su koris¢ene StSOD aminokiselinske sekvence, koje su prema SpudDB bazi podataka
genoma oznafene kao reprezentativne. U sluCajevima kada jedan gen ima viSe alternativnih
transkripata, transkript koji kodira kompletan polipeptid oznacava se kao reprezentativan, a
aminokiselinska sekvenca koju kodira takav transkript predstavlja reprezentativnu sekvencu.

Na osnovu poredenja, ustanovljeno je da postoji velika sli¢nost izmedu predvidenih
StCuZnSOD tercijarnih struktura sa PDB strukturama (Slika 26. B i C). Motiv grékog kljuca, koji je
karakteristiCan za eukariotske (E-klasa) CuZnSOD, jasno opisuje dobijene StCuZnSOD tercijarne
strukture (Slika 26. B). Konzervativni aminokiselinski ostaci uklju¢eni u formiranje E-klase dimera
(oznaceno crvenom bojom na Slici 26.) lokalizovani su u B1- i B2-lancima (oznaceno od N-
terminalnog kraja) i u petljama, koje povezuju B4- sa B5-lancem i f6- sa f7-lancem. Motiv grékog
kljuca formiraju B3-p6-lanci. Mesto vezivanja metalnih jona u StCuZnSOD proteinu sastoji se od Sest
konzervativnih aminokiselina H i jedne konzervativne aminokiseline D. Mesto vezivanja jona Cu?*
sastoji se od 4 ostatka aminokiseline H, pri ¢emu je jedan od datih ostataka aminokiseline H ukljucen
i uvezivanje jona Zn?* (Slika 26. A i C). Dva ostatka aminokiseline H, koja su uklju¢ena u vezivanje
jona Cu?*, nalaze se u B4-lancu (H46 i H48 kod StCuZnSOD?2), dok je treéi ostatak aminokiseline H
lokalizovan u B7-lancu (H120 kod StCuZnSOD?2). Aminokiselinski ostaci, koji ¢ine mesto vezivanja
jona Zn?*, kao i ostatak aminokiseline H koji je zajedni¢ki za vezivanje oba metalna jona, nalaze se
u petlji koja povezuje P4- sa B5-lancem (H63, H71, H80 i D83 kod StCuZnSOD2). Na osnovu
poravnanja predvidene tercijarne strukture StCuZnSOD?2 proteina sa eksperimentalno odredenom
CuZnSOD strukturom iz taksonomski bliske biljne vrste S. lycopersicum (PDB: 3PU7), ustanovljena
je konzervativna orijentacija aminokiselinskih ostataka, koje ¢ine aktivno mesto enzima (Slika 26.
C).
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A 30 30 10 0 60 70 %
StCuZnSOD! (Soltu.DM,01G022650.1) LNsSEGVSGH 1lF TQOG -DAPTRRVNGN 1SGLKPGL - HGFVEIAEERT TNGEMS TGP]Y NP AGKE[JGAPEDEY 77
5tCuZnSOD2 (Soltw.DM, 11G020830.1) LKGNSNVEGRVIIL SQDD -GGPTRIVNVR ITGLAPGL - HGF L LlERIEBIT TNG “MS TG ARIF NP NKL T /GAPGDE I 78
StCuZnSOD3 (Soltu.DM,03G010200.1) 1SGNDSVKGHLEF 10QS -NGGTRIVRGR 1 IGLAPGL - HAF [ 1GIAREDIT TNG “ NSTGPLIF NP LKKDIGAPMDEV 88
1JK9/bsker's yeast AlJL KGDAGVSGUVIIF EQASESERPTIIVSYE TAGNSPNAERGFIEBIATNG - vSAGPIF NPFKKTLIGAPTDEV 78
1L3N/human Al KG OGP VQG ILIF EQKESNGPVIIVWGS TKGL TEGL - HGFLIVIIEIZEDINT AG TSAGPRIF NP LSRKIGGPKDEE 78
15XA/cow clL KGDGP VQG IRIF EAK - -GOTVIVTGS ITGLTEGD - HGFRIVIIQIEEBINTQG > TS AGPLIF NP LSKK[JGGPKDEE 76
P28755/Mediterrancan fruit fly I INGD - - VKGVRIF EQQDAKSPVBVTGEVNGL AKGL - HGFRIVEIEIIEBINTNG = TS AGPLIF NP YGNS[IGAPSDLN 77
P24705/ACMNPY cfl15GD - - vHGIIMFQQESANQPLIJ1SGYLLNLPRGL - HGFLIVEIEMEDIT SNG “ TSAGE[IF NP TNEDIGAPDAE T 75
3PU7/tomato LKGNSNVEGIVUIL SQOD -DGPTHIVNVR ITGLAPGL - HGF L LlEMEIT TNGEMS TG ALIF NP NKLTLIGAPGDE I 78

100 110 120 130 140 150 160

StCuZnSODI (Soltu.DM,01G022650.1) -VGEDGTASFT ITOQQIPLTGSQS IJERAVVVJADP DOLGKGGHEL SKSTGNAGGR 1AZG 1 1GLQG - - 152
StCuZnSOD2 (Soltu.DM. 11G020830.1) -ANADGVAEATLVDNQIPLTGPNS ALVVHIELQDDLGKGGHELSL TTGNAGGRLASGVVGLTP I - 154
StCuZnSOD3 (Soltu.DM,03G010200.1) -AGPDGVAE IS ISOMQ IPLSGVHS I{RER AVVVEIADP DDLGRGGHEL SKTTGNAGARVG GV IGLQSSV 165
1JK9/baker's yeast -TDENGVAKGSFKDSL IKL IGPTS SVV IQJAGQDDLGKGDTEESLKTGNAGP RPASGV IGLTN - - 153
1L3N/human -ADKDGVADVS IEDSV ISLSGDHS ISR TL VVEIEKADDLGKGGNEESTKTGNAGSRLAZGV IGIAQ - - 153
1SXA/cow -ADKNGVAIVDIVDPLISLSGEYSI| TMVVEKPDDLGRGGNEESTKTGNAGSRLASGVIGIAK - - 151
P28755/Mediterranean fruit fly -ASGDGATKVE ISDKL ITLFGENS ISR T IVVIJADP DDLGKGGHEL SKTTGNAGARLG GV IGICK - 153
P24705/ACMNPY SAGYNSLTEVNMMONVMSLYGP HN ISR S L VVEIT DKDDLGLTDHPLSKTTGNSGGRLG G I TAICK - - 151
3pU7/tomato -ANADGVAEVTLVONQIPLTGPNS ALVVGIELEDDLGKGGHELSLTTGNAGGRLASGVVGLTP I - 154

StCuZnSOD3
(Soltu.DM.03G010200.1)

StCuZnSOD1
(Soltu.DM.01G022650.1)

StCuZnSOD2
(Soltu.DM.11G020830.1)

Slika 26. Predikcija tercijarne strukture StCuzZnSOD proteina. (A) Poravnanje CuzZnSOD
aminokiselinskih sekvenci krompira i drugih organizama. Konzervativni aminokiselinski ostaci
ukljuceni u formiranje E-klase dimera oznaceni su crvenom, dok su zelenom bojom obelezeni
aminokiselinski ostaci ukljuceni u formiranje P-klase dimera. Aminokiselinski ostaci koji ¢ine mesto
vezivanja jona Cu?* obelezeni su tamno plavom, a aminokiselinski ostaci ukljuéeni u vezivanje jona
Zn** oznaceni su svetlo plavom bojom. Plava strelica prikazuje aminokiselinski ostatak koji je
ukljuéen u vezivanje Cu?" i Zn?*. Cisteinski ostaci koji grade disulfidni most (linija) prikazani su
ljubicastom bojom. (B) AlphaFold model StSOD proteina: zute strelice predstavljaju B-lance,
ruzicasta boja a-helikse, linijama su prikazani nestrukturisani delovi polipeptidnog lanca, dok su
specifiéni aminokiselinski ostaci oznaceni kao na A. (C) Mesto vezivanja metalnog jona kod
StCuZnSOD?2 proteina odredeno je poravnanjem predvidene tercijarne strukture StCuZnSOD2 (siva
boja) sa eksperimentalno odredenom CuZnSOD strukturom 3PU7 S. lycopersicum (beZz boja).
Pozicija metalnog jona i koordinate su odredeni na osnovu 3PU7 strukture. StCuZnSOD2
aminokiselinski ostaci koji ¢ine mesta vezivanja Cu?" i Zn?" obojeni su plavom i svetlo plavom
bojom. Preuzeto iz Rudic i sar. (2022a).
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Poravnanjem reprezentativnih Mn-FeSOD aminokiselinskih sekvenci ustanovljeno je da dve
sekvence, Soltu.DM.03G013800.4 (StFeSOD2) i Soltu.DM.06G012170.4 (StFeSOD4), sadrze
izmenjene regione, koji su oznaceni crvenom bojom (Slika 27.).

10 20 30 20 50 50 70 50
StMaSOD (Soltu. DM, 06G011380.1) R R R R LR R R R R VQTFSLPOLPYDY » == =--ssreemrcncnncnnnnns GALEPAISGDIMQLHQKHHQTY I 37
StFeSOD! (Selty.OM.06G012180.3) lesssssscscscscnssscssassssscssnscs KFDLNSPPYPM DALEPHMSSRTFEF WGKHHRAYYV 35

StFESOD2 (Solty.DM.03G013800.1) 1 === === ====ssss====zzmzs> -KEELNPPPYPM NALEPHMSRTTFEY WGKHHRAYV 35
StFeSOD2 (Soltu.DM.03G013800.4) 1 --kFELNPPPYPMETNES AR TSI NI TAMINAL EP HMSRTTFEY WGKHHRAYV 59
StFeSOD3 (Solty.DM.02G00I300.1) 1 === === ==s=sssssssammonannnnn VSAYYGLKTPPYKL DALEPYMSQSMVE I WGDHHRGYV 38
SIFESODS (Solty. OM.06G012170.4) 1 === === ====sss=====zzuo- MEAAGFHAK IELQPPPYPM -~ ssscmmsmmmmaaennenns DALEPHMSSRTLE I WGKHHRAYV 43

StFeSOD4 (Soltu.DM.06G012170.6) 1 == =nesssemsssonansssans MEAAGFHAK IELQPPPYPM == e renenosmonananannans DALEPHMSSRTLE I[WGKHHRAYV 43
TUNF/Vigna unguiculata 1 = ~NVAGINL == === =====-~ LFKEGPKVNAKFELKPPPYPL »=rsesecmemoosonenonnnas NGLEPVMSQQTLEF[WGKHHRTYV 52
FBIK/Arabidopsis thaliana 1 == s esesssmasasanasasananan GVITAGFELKPPPYPL w=vovsenonnnnnnnnnnnnnns DALEPHMSRETLDY[WGKHHKTYV 40
GBEN/XIMNOMONAS Citri 1 === s s memmmcnmsesaan e MAYTLPQLPYAY »=svrerrememamnanaanans DALEPNIDAQTME I[HTKHHQTY I 36
4DVH/Trypanosoma eruzi 1 == essssssmssssassasnanas HHHHHHAPAELPKLGFNWK = = == == s sssnenmnanananas DGCAPVFSPROMEL Y TKHHKAYV 43
28PI/Plasmodium falCiparum 1 == s s s s s s e e s e MVITLPKLKYAL === remmsmsmmnmnonaanans NALSPHISEETLNF[[Y NKHHAGYV 36
2CW2/Perkinsus marinus 1MLEVAGHRFASLATTPVLRMGLARCFSSVTGPFQCPPLPY VK ==« s s s s s s esnncnnncnanaas NALEPHMSAETLTY HDKHHQTYV 66
2ADQ/HOMO SAPIENS 1 === smssssmonsasssansmaneansnnns KHSLPDLPYDY === nsesonennnnmnanannnns GALEPHINAQ IMQLIHSKHHAAYV 35

100 110 120 130 140 150 160 170
SeMnSOD (Solty. DM.06G01 1380.1) 38 TNYNKALEQLHDA ISKGDAPTVAKL « -« -« - HSA TKFNGGGHIN[]S IFWNNLAPVSEGGGEPPKGSLGWA IDTNFGSLEALVKKMNAEG 120

StFe5001 (Soltu.DM.06G012180.3) 36 DNLNKQ IEGTE -LOGKTLEDIILVT - -YNKGAPLPAFNNAAEIAWN QF FWESMKP - -NGGGE -PSGELLEL INRDFGSYDTFVKEFKAAA 119
StFeSO02 (Selty.DM.03G013800.1) 36 DNLNKQ IVGTE -LDELTLEDIILIT - -YNQGNLLPPFNMNAABIAWN IOF FWESMKP - -GGGGE -PSGELLKL INRDFGSFEAF VKKFKAAA 119
StFeS002 (Soltu. DM.03G013800.4) 60 DNLNKQ IVGTE -LOELTLEDIILIT - -YNQGNLLPPFNNAALIAWN [QF FWESMKP - -GGGGE -PSGELLKL INRDFGSFEAFVKKFKAAA 143
StFeS003 (Soltu, OM.02G001300.1) I ESLNKQ IEKNDIFYGCTMDEL IKLT - -YNNGMNPLPEFSDAARIVWN [|IDF FWESMQP - -GGGDI -PKLGLLOQQ IDKDFGSFTIFKDKF IEAA 123
StFeS0D4 (Soltu. DM.06G012170.4) 44 DNLNKQ IDGTE -LHGKTLKDILLIT - -YNNGSPLPAFNNAAEIAWN QF FWESMKP - -NGGGE -PSGELLEL INRDFGSYDTFVKEFKAAA 127
StFeS004 (Soltu, DM.06G01.2170.6) 44 DNLNKQ IDGTE -LHGKTLKDILLIT - -YNNGSPLPAFNMNAA[EIAWN IQF FWESMKP - -NGGGE -PSGELLEL INRDFGSYDTFVKEFKAAA 127
JUNF/Vigna unguiculata S3IENLKKQVVGTE -LDGKSLEETIIVTA - -YNKGDILPAFNNAABIVWN |DF FWECMKP - -GGGGK -PSGELLEL IERDFGSFEKFLDEFKAAA 136
FBIK/Arabidopsis thaliana 41 ENLNKQILGTD-LDALSLEEVVLLS - -YNKGNMLPAFNNAALAWN EFFWESIQP - -GGGGK -PTGELLRL IERDFGSFEEFLERFKSAA 124
GBE}/Xanthomonas citri 37 NNVNAALEGTE -YADLP IEELVSKLKSLPENLQGPVRNNGGGHAN |SLFWTVLSP - -NGGGE -PKGEVAKA IDKDLGGFEKFKEAFTKAA 122
40VH/Trypanasoma crudi ﬂDKLNﬁ-LﬁGTT'TOGKSIEEIIL.&'\I‘-'ﬁNDﬂEKKGLFHQAhEFN TFYFRCITP - -NGKAM-PK-SLESAVTAQFGSVEQFKDAFVQAG 125
I

2BP/Plasmodium falciparum I7NKLNTL IKDTP -FAEKSLLDIVKES =« ===« = SGATFNNAA| WNITFYWDSMGP - -DCGGE -PHGE IKEK IQEDFGSFNNFKEQFSNIL 115
2CW2/Perkinsus marinus 67 DTLNS IAAENST IASKTLEQIIKTE-» -~~~ - TGKPFNQAA N TFFFNNLAP - -NGGGE -PTGK IAEL ITRDFGSFEKFKEDF5AAA 146
ZADQ/Homo sapiens 36 NNLNVTEEKYQEALAKGDVTAQIAL === ===« QPALKFNGGGHIN|SIFWTNLSP - -NGGGE -PKGELLEA IKRDFGSFDKFKEKLTAAS 115

190 200 210 220 230 2 260
StMnSOD (Soltu.DM.06G011380.1) 121 AALQGSGWVWLGVIDK = = = = === s s s s mmn- ELKRLVVETTANEIDPLVSKGANLVPL = === =eamamnmnn VWECIAYYLQ -YKNVRP 18D
StFeSOD! (Soltu.DM.06G012180.3) 120 ATQFGSGWAWLAYKP - = =« =« o v aecnnn EDKKLALVKTPNAENPLVL - -GYTPL=-=---==xzu-- VWEIAYYLD-FQNRRP 177
StFeSOD2 (Soltu.DM.03G013800.1) 120 ATQFGSGWAWLAY KANRLDVGNASNPHP SDEDKKLV IVKTPNAVNP LYW - ~DYSPL == === m = aeeman VWELIAYYLD-FRNRRP 192
StFeS0D2 (Soltu.DM.03G013800.4) 144 ATQFGSGWAWLAYKANRLDVGNASNPHP SDEDKKLY IVETPNAVNPLVW - -DYSPL ===« -==xcseann VWEIAYYLD-FRNRRP 216
StFeSOD3 (Soltu.DM.02G001300.1) 124 LTLFGSGWIWLVLSR === s s ssssssnnas EEKRLAIIKTSNAVNPLYW- -NDIPL - - IGLIL WEGIAYYLD-YKNDKA 181
StFeSOD4 (Soltu.DM.06G012170.4) 128 ATQFGSGWAWLAYKP - - - - - == - v oo n (-1 ANARY S fl EY S LR A Ry SFPETYLNSLNGSTTSFACR IADLTTYLSLWRHNSYH plil]
StFeSOD4 (Soltu.DM.06GO012170.6) 128 ATQFGSGWAWLAYKP == == == =senenma= EDKKLALVKTPNAENPLVL - -GYTPL=========n===-= LT ILMWELAYYLD-FQNRRP 185
1UNF/Vigna unguiculata 137 ATQFGSGWAWLAYKASKLDGENAANPPSADEDNKLVV IKSPNAVNPLVWG -GYYPL == s s mooaeonnn LTIMWELAYYLD-FQNRRP 210
FBIK/Arabidopsis thaliana 125 ASNFGSGWTWLAYKANRLDVANAVNPLPKEEDKKLVIVETPNAVNPLYVW - sDYSPL = === «=ssscsasns LTIUTWE JAYYLD-FENRRA 197
GBE)/Xanthomonas citri 123 VSRFGSGWAWLSVTP - - -« e e e e e e et DKKLVVESTANEIDSPLFE - -GNTP I - cvvweennnnnnn LGLUMWEL AYYLK-YQNRRP 179
40VH/Trypanosoma cruzi 126 VNNFGSGWTWLCVDPS = = =« = = s s s s s wn s MEMNQLVIDNTSNAGCPLTK - sGLRPWV = ==« s s s s s s v uue LAV INWE AYYKD-FENRRP 184
2BPl/Plasmodium falciparum 116 CGHFGSGWGWLALMN - - - === == o s oo o o o - MMNKLV ILQTHDAGNP IKDN-TGIPI=========xzn-- LTCHIWELAYY ID-YRNDRA 173
2CW2/Perkinsus marinus 14T VGHFGSGWYWL TA - = = = = s s s s s s s s c v n e DDGKLK IVQGHDAGNP IRE - SKTPL ===« «cssscsasns MNIINWELAYY ID-YRNARA 202
2ADQ/Homo sapiens 116 VGVQGSGWGWLGFMNK - = = == == vnvnnnnn ERGHLQ IAACPNED -PLOGTTGLIPL == == =nccncanans LG IVWELIAYYLQ -YKNVRP 174

280 290 300 30 320 330

SEMASOD (Soltu,OM.06G011380.1) 181 DYLKNIWK -VITWKYANDVYENECP - - = === - - - oottt iiaaaaa s 204
StFeS0DT (Soltu.DM.06G012180.3) 178 DY 15 IFMEKLVSWEAVNSRLKAAT AP - =« o oo e i e e e e e e e aaaaaaaaaaaas 203

StFeSOD2 (Solty.DM.03G013800.1) 193 DY ISIFMEKLVSWEAVSSRLEAAQAQAALTASASASLALIAII3 S LALISIAS LR doy) - - LRI 256
StFeSO02 (Soltu.DM.03G013800.4) 217 DY 1SIFMEKLVSWEAVSSRLEAAQAQAALS A G e L LA R A= - - et =) 280

StFeSODF (Solty.DM.02G001300.1) 182 NYVNVFMNHL VSWDAAL GRMARAQAFVNLGE 218
Si7e5004 (S0t oM.06G012170.4) 201 (LATA TR TP TS RGTe - o
StFeSOD4 (Soltu.DM.06G012170.6) 186 DY TSVFMEKL ISWEAVSSRLKAATA - -« - = 210
TUNF/Vigna unguicuiata 211 DY ISVFMDKLVSWDAVSSRLEQAKALSA - - - - - 238
7BIK/Arabidopsis thaliana 198 EY INTFMEKLVSWETVSTRLESA TARAVILLLLE 259

GBEN Xanthomonas citri 1B0EY IGAFYN-AVNWEEVERRYHAATA - - = ------ 203
4DVH/Trypanasoma cuzi 185 DYLKE TWS -V IDWEFVAKMHAQATK = s s s s s ssssssssasssasssanssnnnnnnnsnnannns 208
2BPl/Plasmodium falciparum 174 5YVKAWWN - LVNWNF ANENLKKAMQK = = = = = === s smsassmenennsonnaaasaaseaanns 198
2CW2/Perkinsus marinus 203 QY VKNYWN -« LVNWDF VNMDNVAKAG T = =« ==« s s assmsssnsssnanasseasneamnasnnenas 226
2ADQ/Homo sapiens 175 DY LKA TWN -V INWENVTERYMACKK - = = = = = == sesmansassnessnnnsnnnnnnsnnsnns 198

Slika 27. Poravnanje Mn-FeSOD aminokiselinskih sekvenci krompira i drugih organizama.
Aminokiselinski ostaci koji su uklju€eni u vezivanje jona obeleZeni su svetlo plavom bojom, dok su
aminokiselinski ostaci koji grade vodoni¢ne veze sa molekulom vode prikazani plavom bojom.
Anotacija je zasnovana na PDB strukturama: 2ADQ, 1UNF i 7BJK. Izmenjeni regioni koji se nalaze
u okviru StFeSOD2 (Soltu.DM.03G013800.4) i StFeSOD4 (Soltu.DM.06G012170.4) aminokiselinskih
sekvenci obelezen je crvenom bojom. Dugi C-terminalni region u okviru StFeSOD2 sekvenci
(Soltu.DM.03G013800.1 i Soltu.DM.03G013800.4), kao i 7BJK A. thaliana, obeleZen je ruzi¢astom
bojom. Preuzeto iz Rudi¢ i sar. (2022a).

U reprezentativnoj sekvenci StFeSOD2 proteina neuobicajeni region sastoji se od 24
aminokiseline na N-terminalnom kraju, dok se u reprezentativnoj sekvenci StFeSOD4 takav region
nalazi na C-terminalnom kraju i ¢ine ga 63 aminokiseline. Takode, uoceno je da u reprezentativnoj
sekvenci StFeSOD4 proteina na C-terminalnom kraju nedostaju dve konzervativne aminokiseline (D
i H), koje su znacajne za vezivanje metalnog jona, $to ukazuje da je ova izoforma StFeSOD4
verovatno nefunkcionalna. Stoga, za predikciju tercijarne strukture, umesto sekvenci koje su
predloZene od strane Spud DB kao reprezentativne, odabrane su Soltu.DM.03G013800.1 (StFeSOD?2) i
Soltu.DM.06G012170.6 (StFeSODA4), jer sadrze potpune, neizmenjene regione.
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Na osnovu dobijenih AlphaFold modela tercijarne strukture Mn-FeSOD uoceno je da se kod
StFeSOD1-4 domen a-ukosnica sastoji od tri kra¢a a-heliksa (~100 aminokiselina), dok se kod
StMnSOD dati domen sastoji od dva duga a-heliksa (Slika 28. A). C-terminalni domen svih pet
analiziranih Mn-FeSOD sadrzi antiparalelnu B-ploc¢u sa tri B-lanca, koje okruzuju a-heliksi. Na C-
terminalnom kraju kod StFeSOD2 prisutan je i jedan dugacak, negativno naelektrisan region bogat
ostacima aminokiselina E/D, koji se nalazi odmah iza C-terminalnog domena (Slika 27.).

StMnSOD
[ (Soltu.DM.06G011380.1)

StFeSOD1
(Soltu.DM.06G012180.3)

StFeSOD2 StFeSOD3 ‘ StFeS0D4
(Soltu.DM.03G013800.1) (Soltu.DM.02G001300.1) (Soltu.DM.06G012170.6)

Slika 28. Predikcija tercijarne strukture StMnSOD i StFeSOD. (A) AlphaFold model StMnSOD i
StFeSOD proteina: zute strelice predstavljaju B-lance, ruziCaste spirale a-helikse, linijama su
prikazani nestrukturisani delovi polipeptidnog lanca, dok su specificni aminokiselinski ostaci
oznaceni kao na Slici 27. (B) Mesto vezivanja metalnog jona kod StMnSOD odredeno je poravnanjem
predvidene tercijarne strukture StMnSOD (siva boja) sa eksperimentalno odredenom MnSOD
strukturom 2ADQ H. sapiens (beZ boja). Pozicija metalnog jona i koordinate su odredeni na osnovu
2ADQ strukture. StMnSOD aminokiselinski ostaci koji ¢ine mesta vezivanja jona obojeni su svetlo
plavom bojom. Molekul vode stabilizovan je vodoni¢nim vezama koje su prikazane Zutom bojom.
(C) Mesto vezivanja metalnog jona kod StFeSOD1 odredeno je poravnanjem predvidene tercijarne
strukture StFeSOD1 (siva boja) sa eksperimentalno odredenom FeSOD strukturom 7BJK A. thaliana
(bez boja). Pozicija metalnog jona i koordinate su odredeni na osnovu 7BJK strukture. StFeSOD1
aminokiselinski ostaci koji ¢ine mesta vezivanja jona obojeni su svetlo plavom bojom. Molekul vode
stabilizovan je vodoni¢nim vezama koje su prikazane zutom bojom. Preuzeto iz Rudi¢ i sar. (2022a).

Mesto vezivanja metalnog jona u Mn-FeSOD sastoji se od tri konzervativna ostatka
aminokiseline H i jednog konzervativnog ostatka aminokiseline D (H28, H76, H169 i D165 kod
StMnSOD). Aminokiseline H28 i H76 nalaze se u prvom i poslednjem a-heliksu u okviru a-ukosnica
domena, dok se na C-terminalnom domenu nalaze aminokiseline D165 i to na kraju f3-lanca i H169
na kratkom heliksu iza 33-lanca. Metalni jon u katalitickom centru Mn-FeSOD je pentakoordinisan
od strane molekula vode i ostataka Cetiri navedene aminokiseline. Molekul vode stabilizovan je
vodoni¢nim vezama koje gradi sa ostacima aminokiselina D i Q. Kod StFeSOD ostatak aminokiseline
Q nalazi se u poslednjem o3-heliksu u okviru a-ukosnica domena, dok se kod StMnSOD dati
aminokiselinski ostatak nalazi u zavojnici, koja povezuje B2- i f3-lanac u okviru C-terminalnog
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domena. Na osnovu aminokiselinskog poravnanja pretpostavljenog aktivnog mesta StMnSOD
proteina sa eksperimentalno odredenim aktivnim mestom MnSOD H. sapiens (PDB: 2ADQ, Slika
28. B), kao i aminokiselinskim poravnanjem pretpostavljenog aktivnog mesta StFeSOD1 sa
eksperimentalno odredenim aktivnim mestom FeSOD A. thaliana (PAP9, PDB: 7BJK, Slika 28. C),
ustanovljena je konzervativna orijentacija aminokiselinskih ostataka u aktivnim mestima oba
analizirana enzima.

4.1.6. Subcelijska lokalizacija StSOD proteina

Za predikciju subcelijske lokalizacije StSOD proteina kori$¢ena su Cetiri veb-alata: TargetP2,
DeepLoc, CELLO i LA (Tabela 12.). Pored navedenih alata, koris¢en je i PTS1 Predictor za
identifikaciju peroksizomalne target sekvence u StCuzZnSOD3 proteinu.

Tabela 12. Predikcija subéelijske lokalizacije StSOD proteina kori§¢enjem razlicitih veb-alata.

Naziv gena Pristupni broj TargetP2 Deeploc CELLO LA PTS1
transkripta Predictor

StCuznSOD1 Soltu.DM.01G022650.1 0 c c c

StCuznSOD?2 Soltu.DM.11G020830.1 hl hl hl hl
Soltu.DM.11G020830.2 hl hl hl hl

StCuznSOD3 Soltu.DM.03G010200.1 0 p c p nije p

StMnSOD Soltu.DM.06G011380.1 m m m m

StFeSOD1 Soltu.DM.06G012180.1 hl hl hl hl
Soltu.DM.06G012180.2 hl hl hl hl
Soltu.DM.06G012180.3 hl hl hl hl
Soltu.DM.06G012180.4 hl hl hl hl
Soltu.DM.06G012180.5 hl hl hl hl
Soltu.DM.06G012180.6 hl hl hl hl

StFeSOD2 Soltu.DM.03G013800.1 hl hl hl hl
Soltu.DM.03G013800.2 hl hl hl hl
Soltu.DM.03G013800.3 hl hl hl, c hl
Soltu.DM.03G013800.4 hl hl hl hl
Soltu.DM.03G013800.5 hl hl hl m

StFeSOD3 Soltu.DM.02G001300.1 m hl hl m
Soltu.DM.02G001300.2 m hl hl m

StFeSOD4 Soltu.DM.06G012170.1 0 m hl, c m
Soltu.DM.06G012170.2 0 m hl, c c
Soltu.DM.06G012170.3 0 m hl,c, m c
Soltu.DM.06G012170.4 0 m j,m m
Soltu.DM.06G012170.5 0 m hl, ¢, m m
Soltu.DM.06G012170.6 0 m hl c

Napomena: c, citosol; hl, hloroplasti; p, peroksizomi; m, mitohondrije; j, jedro; o, ostalo.

Na osnovu rezultata dobijenih koriS¢enjem razli¢itih veb-alata za predikciju subcelijske
lokalizacije StSOD proteina, utvrdeno je da su StCuZnSOD2, StFeSODI1 i StFeSOD2 najverovatnije
lokalizovani u hloroplastima, StMnSOD u mitohondrijama, a StCuZnSOD1 u citosolu (Tabela 12.).
Za preostala tri StSOD proteina nisu dobijena jednaka predvidanja. Prema CELLO, StCuZnSOD3
protein se moze naci u citosolu, dok DeepLoc i LA predvidaju da je dati protein lokalizovan u
peroksizomima. Kako bi se razjasnilo da li je StCuZnSOD3 protein prisutan u peroksizomima,
upotrebljen je veb-alat PTS1 Predictor, koji omogucava identifikaciju signala za transport proteina u
peroksizome. Prema PTS1 Predictor, StCuZnSOD3 protein se najverovatnije ne nalazi u
peroksizomima. Na osnovu rezultata dobijenih koriS¢enjem TargetP2 1 LA, StFeSOD3 protein se
najverovatnije nalazi u mitohondrijama, dok se prema DeepLoc i CELLO dati protein najverovatnije
nalazi u hloroplastima. Najraznovrsnije predikcije subcelijske lokalizacije dobijene su za StFeSOD4
protein. Rezultati dobijeni koris¢enjem DeepLoc, CELLO i LA predvidaju da je StFeSODA4 protein
lokalizovan u mitohondrijama, hloroplastima, citosolu i jedru. Sa druge strane, veb-alatom TargetP?2
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nije identifikovano prisustvo tranzitnih peptida kod StFeSOD4 proteina, $to ukazuje da ovaj protein
najverovatnije nije prisutan u hloroplastima i mitohondrijama, ve¢ u citosolu ili u nekoj drugoj
¢elijskoj organeli.

4.1.7. Filogenetski odnosi StSOD proteina

Filogenetski odnosi StSOD proteina su procenjeni na osnovu poredenja aminokiselinskih
sekvenci datih proteina sa sekvencama homolognih proteina iz 18 drugih biljnih vrsta. Posle polazne
analize, filogenetska stabla za Mn-FeSOD i CuZnSOD su formirana nezavisno, zato $to su ove dve
grupe proteina, iako imaju neke zajedni¢ke osobine, ipak suviSe udaljene (Slika 29.). Sve analizirane
StSOD proteinske sekvence su formirale sestrinske klade sa homolognim sekvencama S.
lycopersicum, $to ukazuje da su ove dve biljne vrste filogenetski jako bliske.

A

M Citosol

-+ -+ 50lyc06g048410.3.1-S.lycopersicum
<eeeeee - Fe80D1-8. tuberosum
-+-++---0ITO3700-N.attenvata
coeeee o PHTT8291-Cannuum
- s+eee - FeS0D4~-S.tuberosum
W Hioroplasti ~ g1)l.... 0IT02507-N.attenuata
. " ----Solyc03g095180.3.1-S.lycopersicum
B Mitohondrije ----FeS0D2-S.tuberosum
---PHT86908-C.annuum
soseees - KRH70390-G.max
-------------- OAY48074-M.esculenta
-------------- OAY48073-M.esculenta
------------ KMT12301-B.vulgaris
A1 s KZM94824-D. carota
e AT5G51100.1-A.thaliana
75‘7 ---FeSQD3-S.tuberosum
100 -+ Solyc02g021140.3.1-S.lycopersicum
-+ PHTE5977-C.annuum
------- OIT35514-N.attenuata
ESW18072-P.vulgaris
--KRG89844-G.max
- --QTF85545-H.annuus
A2l_...... AT5G23310.1-A.thaliana
OTG18294-H.annuus
‘OAY46399-M.esculenta
KMT16785-B.vulgaris
64 --PHT82083-C.annuum
-+ Solyc06g049080.3.1-S.lycopersicum
-+ MnSOD-S.tuberosum
B |_ ~++-0IS95867-N.attenuata
— - KZM96565-D.carota

W Peroksizomi

B 9p Solyc01g067740.3.1-S.lycopersicum
-------------- CuZnSOD1-S.tuberosum
--------------- OIT03097~-N.attenuata
~~~~~~~~~~~~~~ PHT95043-C.annuum
~~~~~~~~~~~~~~ OTG20176-H.annuus
~~~~~~~~~~~~~~~ KZM83002-D.carota
---------------- KMT13515-B.vulgaris
----OAY44137-M.esculenta

6 B L KRH08503-G.max
y [LSRRRREES 0IT04424-N.attenuata
é% ~~~~~~~~~~~ Solyc03g062890.3.1-S.lycopersicum

98 ‘ —_ ... PHT69634-C.annuum
A2l — KMS98765-B.vulgaris
SR OTF97759-H.annuus
------------------------ AT2G28190.1-A.thaliana
F AR KMT02269-B.vulgaris
-++-OTG35324-H.annuus
----KRH30558-G.max
-++-Solyc11g066390.2.1-S.lycopersicum
B TP R P PP PPETR CuZnSOD2-S.tuberosum
............................ PHT69224-C.annuum
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 0OIT40302-N.attenuata
“1JK9-S.cerevisiae

100

Slika 29. Filogenetska stabla maksimalne verovatnoc¢e za Mn-FeSOD (A) i CuzZnSOD (B). Za
procenu stabilnosti Klastera primenjen je neparametrijski ,,bootstrap “ od 100 iteracija. Klasteri sa
>50/100 ,,bootstrap “ podrskom oznaceni su crvenim brojevima. Razlicite boje klada na filogenetskim
stablima, oznacavaju pretpostavljenu subéelijsku lokalizaciju aminokiselinskih sekvenci na osnovu
algoritma LA.
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Filogenetsko stablo Mn-FeSOD aminokiselinskih sekvenci ukorenjeno je pomocu srednje
vrednosti dve najdivergentnije grupe u odnosu na ukupnu duzinu grana (eng. midpoint rooted
phylogenetic tree) zato $to nije bilo moguce pronaci dobru spoljas$nju grupu, tj. dovoljno udaljenu
proteinsku sekvencu koja je homologna sa svim ispitivanim Mn-FeSOD. Na oshovu dobijenog Mn-
FeSOD filogenetskog stabla ustanovljeno je da postoje dve filogenetski veoma udaljene klade: A'i B
(Slika 29. A). Klada A je formirana grupisanjem StFeSOD aminokiselinskih sekvenci sa homolognim
FeSOD sekvencama. Zajednicka karakteristika aminokiselinskih sekvenci grupisanih u kladu A je
polozaj aminokiseline Q, koja ima ulogu u stabilizaciji molekula vode unutar aktivnog mesta enzima.
Naime, kod svih FeSOD proteinskih sekvenci ustanovljeno je da se ostatak date aminokiseline nalazi
u okviru a-ukosnica domena (osenc¢eno zelenom bojom na Slici 30.). Klada A sadrzi potklade Al i
A2. U potkladi Al se nalaze proteinske sekvence StFeSOD1, StFeSOD2, StFeSOD4 i njihovi
homolozi. Poravnanjem aminokiselinskih sekvenci grupisanih u potkladu A1, uo¢eno je da sekvence,
poput PAP9 (AT5G51100.1) A. thaliana i StFeSOD?2, sadrze na C-terminalnom kraju region bogat
ostacima aminokiseline E/D, koji je karakteristi¢an za proteine PEP kompleksa (eng. PEP-Associated
Proteins, PAP). Filogenetska bliskost date PEP-SOD (PAP9 A. thaliana) i SOD koje nisu PEP
ukazuje da su, osim karakteristicnog prosirenja C-terminalnog kraja, druge karakteristike sekvenci
oCuvane u PEP-SOD. Potklada A2 sadrzi StFeSOD3 proteinsku sekvencu i njene homologe.
Poravnanjem proteinskih sekvenci grupisanih u potkladu A2, uoceno je da date sekvence sadrze
karakteristi¢an konzervativni niz od 16 aminokiselina ([RW]A[QE][AS][FL]VNLGEPKIP[VI]A) iza
C-terminalnog domena (uokvireno zelenom bojom na Slici 30.). Na osnovu eksperimentalnih
podataka za A. thaliana (AT5G51100.1, Q9LU64 i AT5G23310.1, Q9FMXO0), moze se pretpostaviti
da se proteinske sekvence u okviru potklada Al i A2 nalaze u hloroplastima. Medutim, na osnovu
predikcije subcelijske lokalizacije koris¢enjem veb-alata LA, predvideno je da se proteinske sekvence
StFeSOD3 krompira i SISOD7 (Solyc02g021140.3.1) paradajza, nalaze u mitohondrijama, dok je za
StFeSOD4 proteinsku sekvencu procenjeno da se nalazi u citosolu. Klada B je formirana grupisanjem
StMnSOD 1 homolognih MnSOD proteinskih sekvenci, za koje je ustanovljeno da sadrze mTP.
Poravnanjem datih sekvenci utvrdeno je da se ostatak aminokiseline Q, koja ima ulogu u stabilizaciji
molekula vode unutar aktivnog mesta enzima, nalazi u okviru C-terminalnog domena (osenceno
zelenom bojom na Slici 30.).

Filogenetsko stablo CuZnSOD je ukorenjeno uvodenjem spoljasnje grupe, tj. homolognom
CuznSOD proteinskom sekvencom S. cerevisiae (PDB: 1JK9) (Slika 29. B). Filogenetsko stablo
CuznSOD sastoji se od dve klade: A i B (Slika 29. B). Kladu A ¢ine potklade Al i A2. U potkladi
Al su grupisane StCuZnSOD1 i homologne proteinske sekvence, dok su u potkladi A2 grupisane
StCuzZnSOD3 proteinska sekvenca i njeni homolozi. Klada B sastoji se od StCuzZnSOD?2 i
homolognih proteinskih sekvenci. Ovakvo grupisanje proteinskih sekvenci izgleda da je u vezi sa
subcelijskom lokalizacijom proteina, odnosno u svakom od tri klastera su grupisane sekvence
CuznSOD, koje su lokalizovane u razli¢itim celijskim odeljcima: hloroplastima, citosolu i
peroksizomima. Na osnovu filogenetskog stabla je ustanovljeno da su citosolna StCuzZnSODL1 i
peroksizomalna StCuzZnSOD3 filogenetski blize izoforme enzima u odnosu na hloroplastnu
StCuZnSOD2. Sve tri StCuZnSOD proteinske sekvence formiraju sestrinske klade sa homolognim
sekvencama S. lycopersicum.
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Nastavak Slike 30. na strani 62.
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Slika 30. Poravnanja Mn-FeSOD proteinskih sekvenci koris¢enih za kreiranje filogenetskog stabla. Identi¢ni regioni su zasenéeni crvenom bojom, a
sli¢ni regioni su uokvireni.

62



4.2. Ispitivanje ekspresije StSOD gena

In silico analizom nukleotidnih sekvenci gena preuzetih iz Spud DB baze podataka genoma
duplog monoploidnog klona krompira iz grupe Phureja DM 1-3 516 R44 (v6.1), ustanovljeno je
postojanje osam StSOD gena. Kako bi se proverilo da li su identifikovani geni funkcionalni,
dizajnirani su prajmeri (odeljak 3.6.5.) i potom je ispitivana ekspresija StSOD gena u tetraploidnim
genotipovima komercijalnih sorti S. tuberosum. U slu¢ajevima gde postoji viSe transkripata jednog
gena, prajmeri su kreirani tako da budu zajednicki za sve transkripte tog gena.

Uticaj temperature na ekspresiju StSOD gena najpre je proucavan u listovima in vitro gajenih
biljaka sorte Désirée. Osim §to je Cesta model sorta i najrasprostranjenija kultivisana sorta krompira
u Srbiji, Désirée je i relativno termotolerantna sorta (Demirel i sar., 2020), te je stoga odabrana za
polazna ispitivanja. U istrazivanjima su primenjeni dugotrajni tretmani optimalnom temperaturom za
in vitro gajenje biljaka krompira (21 °C, 3 nedelje), povisenom (26 °C, 3 nedelje) i visokom
temperaturom (29 °C, 3 nedelje), kao i kratkotrajni tretman ekstremno visokom temperaturom, tj.
toplotni Sok (38 °C, 4 h). Kako bi se ustanovilo da li su sli¢ni obrasci ekspresije StSOD gena prisutni
i u drugim sortama (genotipovima) krompira, ispitivanja su obuhvatila sorte Agria i Kennebec. S
obzirom da literaturni podaci ukazuju na znacaj egzogene primene SA u indukciji tolerancije biljaka
krompira na abioti¢ki stres (Elwan i sar., 2018; Lopez-Delgado i sar., 2018; Mostafa i sar., 2019),
ispitivan je uticaj SA na ekspresiju StSOD gena i na morfoloSke osobine biljaka tokom razli¢itih
temperaturnih tretmana. Takode, ispitivana je i ekspresija gena koji kodiraju HSP proteine,
pokazatelje toplotnog stresa.

Pored navedenog, uticaj visokih temperatura na ekspresiju StSOD gena ispitivan je i u ex vitro
uslovima tokom dugotrajnog toplotnog stresa (30/20°C, dan/no¢). Efekat visoke temperature na
ekspresiju StSOD gena ispitivan je u razli¢itim biljnim organima, ukljucujuci listove razlicite
fizioloske starosti, stolone, korenove i krtole, kako bi se ustanovilo da li postoji razlika u organ-
specifi¢noj ekspresiji.

4.2.1. Uticaj razli¢itih temperaturnih tretmana na ekspresiju StSOD gena u listovima biljaka
sorte Désirée gajenih in vitro

Polazna ispitivanja uticaja temperature na ekspresiju StSOD gena su uradena u listovima in
vitro gajenih biljaka sorte Désirée. Biljke su izlozene optimalnoj temperaturi za gajenje krompira (21
°C, 3 nedelje), dugotrajnim tretmanima blago povisenom (26 °C, 3 nedelje) i visokom temperaturom
(29 °C, 3 nedelje) i tretmanu toplotnog Soka (38 °C, 4 h).

Po izolaciji iz biljnog materijala, uradena je kvantifikacija i provera kvaliteta RNK
spektrofotometrijski i na osnovu dobijenih vrednosti odnosa apsorbanci Azeo/Azgo (~2), utvrdeno je
da su izolati RNK bili ,,Cisti, bez znacajne kontaminacije. Kvalitet izolovane RNK potvrden je 1
elektroforetskim razdvajanjem RNK na 1,5% agaroznom gelu (Slika 31.).

Désirée

21 26 29 38 °C

28s—— 1 L 1

183—»

Slika 31. Provera kvaliteta izolovane RNK iz listova biljaka gajenih in vitro.
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Za analizu ekspresije StSOD gena su korisc¢eni prajmeri prikazani u odeljku 3.6.5. (Tabela
5.). Provera specifi¢nosti prajmera za StSOD transkripte i odredivanje veli¢ine dobijenih amplikona
uradeni su elektroforetski na 2% agaroznom gelu uz upotrebu DNK markera (GeneRuler 50 bp). U
slucajevima gde jedan gen ima vise transkripata, prajmeri su dizajnirani tako da budu zajednicki za
sve transkripte tog gena. Na osnovu dobijenih rezultata ustanovljeno je da su koris¢eni prajmeri
specifi¢ni i da su dali produkte ¢ija je veli¢ina priblizna ocekivanoj (Slika 32. i Tabela 13.).

@
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Slika 32. Provera specifi¢nosti prajmera ispitivanih StSOD gena i odredivanje veli¢ine dobijenih
amplikona. M, DNK marker; bp, bazni parovi.

Tabela 13. Veli¢ina dobijenih amplikona koris¢enjem dizajniranih prajmera.

Naziv prajmera Ocekivana veli¢ina Dobijena veli¢ina
amplikona (bp) amplikona (bp)
StCuzZnSOD1 168 163
StCuznSOD2 103 99
StCuzZnSOD3 231 216
StMnSOD 231 216
StFeSOD1 109 100
StFeSOD2 159 151
StFeSOD3 210 198
StFeSOD4 150 146

Napomena: bp, bazni parovi.

Za svaku gRT-PCR reakciju uradena je na kraju analiza topljenja produkata amplifikacije,
¢ime je dodatno testirana efikasnost dizajniranih prajmera (Slika 33.). Na osnovu dobijenih rezultata
uoceno je da svi specifi¢ni produkti PCR reakcije imaju isti oblik 1 poziciju krive topljenja, kao 1 da
nisu zapaZzene krive topljenja nespecificnih produkata, Sto ukazuje na to da su koris¢eni prajmeri bili
specifi¢ni za transkripte StSOD gena u qRT-PCR reakcijama.
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Slika 33. Zbirne krive topljenja produkata qRT-PCR amplifikacije.

Rezultati ekspresije StSOD gena tokom razlicitih temperaturnih tretmana, dobijeni qRT-PCR
metodom, normalizovani su prema aritmetickoj sredini kontrolnih gena (60SL36 i CYC) i preraunati
koris¢enjem 222" metode. Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 34. uocava se da su svi
identifikovani StSOD geni eksprimirani u listovima in vitro gajenih biljaka sorte Désirée. Tretman
toplotnog Soka (38 °C, 4 h) indukovao je 3,7 puta vecu ekspresiju jedino StFeSOD1 gena u odnosu
na ekspresiju pri optimalnoj temperaturi (21 °C), dok je tretman dugotrajnim toplotnim stresom (29
°C, 3 nedelje) prouzrokovao povecanje nivoa ekspresije vise StSOD gena i to: 5 puta vecu ekspresiju
StCuznSOD1, 11,4 puta StCuZnSOD2 i 4,6 puta vecu ekspresiju StFeSOD2 gena u odnosu na
ekspresiju u optimalnim temperaturnim uslovima. Dugotrajni tretman blago povisenom
temperaturom (26 °C, 3 nedelje) nije imao uticaja na ekspresiju StSOD gena kod biljaka krompira
sorte Désirée.

Gu21cll2sc @29 cl38°C

o A
o = N

bcd

Relativna ekspresija StSOD gena

o =2 N W bk OO N ® O
[2]
Q.

StCuZnSOD1 StCuZnSODZ2 StCuZnSOD3 StMnSOD  StFeSOD1  StFeS0ODZ2 StFeSOD3  StFeSOD4

Slika 34. Uticaj razli¢itih temperaturnih tretmana na relativnu ekspresiju StSOD gena u listovima in
vitro gajenih biljaka sorte Désirée. Ekspresija StSOD gena analizirana je qRT-PCR metodom,
normalizovana prema aritmetickoj sredini kontrolnih gena (60SL36 i CYC) i preracunata koris¢enjem
2"2ACt metode. Rezultati na graficima predstavljaju srednje vrednosti tri biologka ponavljanja *
standardna greska.
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4.2.2. Uticaj razli¢itih temperaturnih tretmana na aktivnost SOD enzima u listovima biljaka
sorte Désirée gajenih in vitro

Nakon ispitivanja ekspresije StSOD gena, pracena je aktivnost StSOD enzima u listovima
biljaka izlozenih dugotrajnim temperaturnim tretmanima (21 °C, 26 °C i 29 °C, 3 nedelje) i
kratkotrajnom toplotnom soku (38 °C, 4 h). Za identifikaciju razli¢itih tipova StSOD korisc¢eni su
inhibitori (3 MM KCN i 3 mM H20y).

Na osnovu eseja za odredivanje aktivnosti StSOD, detektovana je jedna intenzivna traka i pet
traka slabijeg intenziteta (Slika 35. A). Traka broj 4 je najizrazenija pri svim temperaturnim
tretmanima, a posebno pri dugotrajnom tretmanu visokom temperaturom. Zanimljivo je da
kratkotrajni tretman (toplotni $ok) nije doveo do povecanja aktivnosti ovog enzima.

21 26 29 38°C

B 2126 29 38 21262938 21262938 °C

StMnSOD

?

StCuznSOD (?)
StCuZnSOD
StCuznSOD (?)

+KCN  +H,0,

Slika 35. Esej aktivnosti StSOD izolovanih iz listova in vitro gajenih biljaka sorte Désirée. Biljke su
izloZene temperaturama od 21 °C, 26 °C, 29 °C u trajanju od tri nedelje, ili 38 °C tokom 4 h. (A)
Aktivnost svih StSOD. (B) Identifikacija razli¢itih StSOD koris¢enjem selektivnih inhibitora KCN
(3 mM) i H202 (3 mM).

Identifikacija razli€itih izoformi SOD uradena je koriS¢enjem selektivnih inhibitora KCN 1
H20: (Slika 35. B). Poznato je da KCN inhibira CuZnSOD, a H20> inhibira CuZnSOD i FeSOD, dok
dati inhibitori nemaju efekta na aktivnost MnSOD. Budu¢i da se proteinska traka 1 uo¢ava na svim
gelovima, moze se pretpostaviti da ona pripada MnSOD. Traka broj 2 je veoma slabo uocljiva na
gelovima koji su inkubirani u puferima sa selektivnim inhibitorima i ne moze se sa sigurno$¢u utvrditi
kojem tipu SOD pripada. Proteinska traka 3 se veoma slabo uocava na gelu koji nije tretiran
inhibitorima, ali se ne primecuje na drugim gelovima. Stoga, moZe se pretpostaviti da ova traka
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verovatno pripada CuZnSOD izoformi. Traka broj 4 je najintenzivnija, ali se zapaza da na gelovima
inkubiranim sa inhibitorima, njen intenzitet opada. KCN i H202 nisu u potpunosti inhibirali, ali su
suprimirali aktivnost ovog enzima i zato se pretpostavlja da ova proteinska traka najverovatnije
pripada CuZnSOD. Usled velike zastupljenosti i aktivnosti ove izoforme, primenjene koncentracije
inhibitora verovatno nisu bile dovoljne za njenu potpunu inhibiciju. Traka broj 5 se slabije uo¢ava na
gelovima koji su tretirani KCN i H202 u odnosu na gel koji nije tretiran inhibitorima, na osnovu ¢ega
se moze pretpostaviti da ova traka verovatno pripada CuZnSOD izoformi.

Poredenjem rezultata analize aktivnosti SOD (Slika 35.) i ekspresije StSOD gena (Slika 34.),
moze se pretpostaviti da enzim koji pokazuje najvecu aktivnost u uslovima dugotrajnog toplotnog
stresa (proteinska traka 4) predstavlja visoko eksprimiranu citosolnu ili hloroplastnu izoformu
CuzZnSOD (StCuznSODL1 ili StCuzZnSOD?2).

4.2.3. Uticaj temperature i SA na ekspresiju StSOD gena i morfologiju biljaka odabranih
genotipova krompira gajenih in vitro

4.2.3.1. Uticaj temperature i SA na preZivljavanje eksplantata, rastenje i razvice biljaka
krompira

Ispitivanje uticaja dugotrajnih tretmana povisenom i visokom temperaturom (26 °C i 29 °C,
3 nedelje) 1 egzogene primene SA na prezivljavanje eksplantata i morfoloske karakteristike in vitro
kultura krompira uradeno je kod sledec¢ih sorti krompira: Agria, Désirée i Kennebec. Kontrolna grupa
biljaka je gajena na temperaturi od 21 °C (Slika 36.).

AG DE KE
I =
A Ak W W
21°C T ol i £ °. g X T
'(éd‘ "-5;‘ "\il' .; v
o A 203
AR” X , ‘
T A ﬁ’
o i v A %\
o - ‘vt ,.kt V’T} “JM e ﬁ\‘
29°C Y nEY . a)x; ,‘\' ; vi Y+ ;
1y {al1} sy I e \ :'. 1 A
’-’»‘.J) Y LN, P bakhid 1B
SA + SA + SA +

Slika 36. Uticaj temperature i SA na rastenje i prezivljavanje eksplantata biljaka krompira gajenih in
vitro. Koris¢eni su dugotrajni tretmani blago povisenom (26 °C, 3 nedelje) i visokom temperaturom
(29 °C, 3 nedelje). Kontrolna grupa biljaka gajena je na temperaturi 21 °C. Izdanci su se formirali iz
bocnih pupoljaka jednonodalnih odseCaka biljaka krompira, koji su postavljeni na osnovnu MS
podlogu bez dodatka (bocica levo) ili sa dodatkom 1 x 10°M SA (bogica desno). Preuzeto iz Rudié i
sar. (2022b).
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Ispitivani faktori (SA, temperatura i sorta) znacajno su uticali na prezivljavanje eksplantata.
Znacajne interakcije izmedu faktora sorta:temperatura [F(4, 36)=3,204, p<0,05] i temperatura:SA
[F(2, 36)=4,572, p<0,05] sugerisu na razli¢it efekat temperaturnih tretmana na prezivljavanje sorti
krompira, kao i na razli¢it efekat egzogene primene SA na prezivljavanje eksplantata u razli¢itim
temperaturnim uslovima. Visoka stopa prezivljavanja ustanovljena je kod sve tri ispitivane sorte
krompira na temperaturi od 21 °C i 26 °C, dok egzogena primena SA nije imala uticaja pri ovim
temperaturnim tretmanima (Slika 37.). Tretman visokom temperaturom (29 °C) znacajno je
redukovao stopu prezivljavanja eksplantata dve sorte, Agria i Kennebec, dok na prezivljavanje
eksplantata sorte Désirée nije imao uticaja. Egzogena primena SA pri temperaturi od 29 °C jedino je
imala pozitivan uticaj na stopu prezivljavanja kod sorte Agria. Nekroze eksplantata su retko uocene,
dok su eksplantati kod kojih je doslo do zastoja u razvicu ucestaliji, $to je imalo uticaja na broj biljaka
koje su se razvile u uslovima visoke temperature (29 °C).
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Slika 37. Uticaj temperature i SA na rastenje i prezivljavanje eksplantata biljaka krompira gajenih in
vitro. Procenat preZivelih eksplantata odreden je na osnovu broja eksplantata kod kojih su se razvili
izdanci>10mm. Procenat prezivelih eksplantata je prikazan kao srednja vrednost tri ponovljena
eksperimenta * standardna greSka. Vrednosti oznac¢ene razli¢itim slovima se statisticki razlikuju na
nivou znacajnosti p<0,05 §to je ustanovljeno post-hoc Njuman-Kelsovim (Newman-Keuls) testom.
AG, Agria; DE, Désirée; KE, Kennebec; SA +, tretman SA. Preuzeto i modifikovano prema Rudi¢ i
sar. (2022b).

Radi ispitivanja uticaja dugotrajnih temperaturnih tretmana i egzogene primene SA na
morfoloske karakteristike odabranih sorti krompira gajenih in vitro, mereni su slede¢i parametri: broj
listova i nodusa, visina izdanaka, sveza masa izdanaka, broj korenova, duzina korenova i sveZa masa
korenova. Na osnovu statisti¢ke analize ustanovljeno je da sva tri ispitivana faktora (SA, temperatura
1 sorta) imaju znaCajan uticaj na razvice listova. ZnaCajna interakcija izmedu sva tri faktora
sorta:temperatura:SA, ukazuje da se uticaj SA na razvice listova i nodusa [F(4, 36)=5,690, p<0,001],
visinu izdanaka [F(4, 36)=2,644, p<0,05] i svezu masu izdanaka [F(4, 36)=4,250, p<0,01], razlikuje
medu sortama, kao i u razli¢itim temperaturnim uslovima. Dugotrajni tretman na temperaturi od 26
°C znacajno je redukovao broj listova i nodusa kod sve tri ispitivane sorte krompira, dok je tretman
na temperaturi od 29 °C redukovao njihov broj samo kod sorti Agria i Kennebec, u odnosu na
kontrolne uslove (Slika 38. A). Egzogena primena SA nije imala znac¢ajnog efekta na broj listova kod
sorte Agria tokom primenjenih temperaturnih tretmana, dok je kod sorte Désirée stimulisala njihovo
formiranje na temperaturi od 21°C i 26 °C, kao i kod sorte Kennebec u uslovima blago povisene i
visoke temperature (26 °C i 29 °C).
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Slika 38. Uticaj temperature i SA na morfoloSke karakteristike biljaka krompira gajenih in vitro.
Mereni su slede¢i morfoloski parametri: (A) broj listova i nodusa, (B) visina izdanaka, (C) sveza
masa izdanaka, (D) broj korenova, (E) duzina korenova i (F) sveza masa korenova. Rezultati na
graficima predstavljaju srednje vrednosti tri ponovljena eksperimenta + standardna greska. Vrednosti
oznacene razli¢itim slovima se statisticki razlikuju na nivou znacajnosti p<0,05 §to je ustanovljeno
post-hoc Njuman-Kelsovim (Newman-Keuls) testom. AG, Agria; DE, Désirée; KE, Kennebec; SA +,
tretman SA. Preuzeto i modifikovano prema Rudi¢ i sar. (2022b).

Rezultati prikazani na Slici 38. B pokazuju da tretman SA nije imao efekta na visinu izdanaka
u kontrolnim uslovima (21 °C), dok je stimulisao rast izdanaka tokom dugotrajnog izlaganja blago
povisenoj temperaturi (26 °C) kod sve tri ispitivane sorte krompira. Primena SA tokom dugotrajnog
tretmana visokom temperaturom (29 °C) nije imala uticaja na visinu izdanaka sorte Désirée, dok je
kod druge dve sorte ispoljila pozitivan efekat. Uo¢eno je da oba dugotrajna temperaturna tretmana
nemaju uticaja na rast izdanaka sorte Désirée, ali redukuju visinu izdanaka kod sorti Agria i
Kennebec. Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 38. C, ustanovljeno je da u kontrolnoj grupi biljaka
egzogena primena SA nema efekta na svezu masu izdanaka ispitivanih sorti. Pozitivan efekat
tretmana SA na svezu masu izdanaka uocen je kod sorte Kennebec tokom dugotrajnih tretmana blago
povisenom i visokom temperaturom, kao i kod sorte Désirée u uslovima dugotrajnog tretmana blago
povisenom temperaturom. SveZa masa izdanaka biljaka krompira sorti Agria i Kennebec, koje su
gajene u uslovima dugotrajnih tretmana blago povisenom i visokom temperaturom, je manja u
poredenju sa izdancima iz kontrolne grupe. Sa druge strane, na svezu masu izdanaka biljaka sorte
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Désirée negativno se odrazio dugotrajni tretman blago poviSenom temperaturom, dok dugotrajni
tretman visokom temperaturom nije imao znacaja.

Rezultati predstavljeni na Slici 38. D pokazuju da sorta Kennebec formira najveéi broj
korenova pri svim temperaturnim tretmanima u odnosu na druge dve sorte, kod kojih je broj
formiranih korenova priblizno jednak. Znacajne interakcije izmedu faktora sorta:temperatura [F(4,
36)=6,743, p<0,001] sugeriSu na razli¢it efekat temperaturnih tretmana na broj korenova kod
ispitivanih sorti krompira. Pored toga, ustanovljeno je da egzogena primena SA nema uticaja na broj
korenova kod ispitivanih sorti pri primenjenim temperaturnim tretmanima. Dugotrajni tretmani blago
povisenom (26 °C) i visokom temperaturom (29 °C) ne ispoljavaju efekat na broj korenova kod sorti
Agria i Désiree, dok je kod sorte Kennebec uoceno da tretman visokom temperaturom redukuje
njihov broj u poredenju sa brojem korenova iz kontrolne grupe. Tretman SA se znacajno negativno
odrazio na izduzivanje korenova kod ispitivanih sorti [F(1, 36)=333,591, p<0,001] (Slika 38. E), dok
dugotrajni tretmani blago povisenom i visokom temperaturom nisu imali efekta na njihov rast, osim
kod sorte Agria gde je doslo do izduZzivanja korenova u odnosu na kontrolnu grupu (21 °C), na Sta
ukazuje i manji znacaj interakcije izmedu faktora sorta:temperatura [F(4, 36)=2,704, p<0,05]. Na
osnovu rezultata prikazanih na Slici 38. F, zapaza se da ispitivane sorte krompira razli¢ito reaguju na
tretman SA pri razli¢itim temperaturnim tretmanima, $to pokazuje i znacajna interakcija izmedu sva
tri ispitivana faktora sorta:tretman:SA [F(4, 36)=4,778, p<0,01]. SA nema uticaja na svezu masu
korenova jedino kod sorte Agria, dok kod sorte Désirée ispoljava negativan efekat tokom dugotrajnih
temperaturnih tretmana (26 °C i 29 °C), kao i u kontrolnim uslovima. Takode, negativan efekat SA
na svezu masu korenova utvrden je kod sorte Kennebec tokom dugotrajnog tretmana blago
povisenom temperaturom i u kontrolnim uslovima. Dugotrajni temperaturni tretmani nemaju uticaja
na svezu masu korenova sorte Agria, dok dugotrajni tretman blago povisenom temperaturom dovodi
do povecanja njihove mase kod sorti Désirée i Kennebec, u odnosu na kontrolu.

4.2.3.2. Ekspresija StHSP gena kao pokazatelja (markera) toplotnog stresa

Kako bi se ustanovilo da li dugotrajni tretmani povisenom ili visokom temperaturom
prouzrokuju toplotni stres kod tretiranih biljaka, uradena je i analiza ekspresije StHSP gena.
Ispitivanje je sprovedeno u listovima tri sorte krompira (Agria, Désirée i Kennebec), u kontrolnom
(21 °C, 3 nedelje) i dugotrajnim tretmanima blago poviSenom (26 °C, 3 nedelje) i visokom
temperaturom (29 °C, 3 nedelje).

Po 1izolaciji iz biljnog materijala, uradena je kvantifikacija 1 provera kvaliteta RNK
spektrofotometrijski i na osnovu dobijenih vrednosti odnosa apsorbanci Azeo/Azgo (~2), utvrdeno je
da su izolati RNK bili ,,Cisti“, bez znacajne kontaminacije. Kvalitet izolovane RNK potvrden je i
elektroforetskim razdvajanjem RNK na 1,5% agaroznom gelu (Slika 39.).

Agria Désirée Kennebec

21°C 26 °C 29°C 21°C 26°C 29°C 21°C 26 °C 29°C
SA + SA+ SA+ SA + SA + SA + SA + SA + SA +

28— L L C U TR T T~ T11 1 [ ]
18S——— L Lo Lot o

Slika 39. Provera kvaliteta izolovane RNK iz listova biljaka gajenih in vitro tokom razli¢itih
temperaturnih tretmana. SA +, tretman SA.
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Za analizu ekspresije StHSP gena su koris¢eni prajmeri dati u odeljku 3.6.5. (Tabela 6.).
Provera specifi¢nosti prajmera za amplifikaciju StHSP transkripata i odredivanje veli¢ine dobijenih
amplikona uradeni su elektroforetski na 2% agaroznom gelu uz upotrebu DNK markera (GeneRuler
50 bp). U slucajevima gde vise gena kodiraju isti StHSP protein, prajmeri su dizajnirani tako da budu
zajednicki za sve transkripte tih gena. Na osnovu dobijenih rezultata ustanovljeno je da su koriSéeni
prajmeri specifi¢ni i da su dali produkte ¢ija je veliina priblizna ocekivanoj (Slika 40. i Tabela 14.).
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Slika 40. Provera specifi¢nosti prajmera ispitivanih StHSP gena i odredivanje veli¢ine dobijenih
amplikona. M, DNK marker; bp, bazni parovi.

Tabela 14. Veli¢ina dobijenih amplikona kori$¢enjem dizajniranih prajmera.

Naziv prajmera Ocekivana veli¢ina Dobijena veli¢ina
amplikona (bp) amplikona (bp)
StHSP17.6 138 145
StHSP21 205 203
StHSP23.9 137 141
StHSP70-2 200 203

Napomena: bp, bazni parovi.

Za svaku gRT-PCR reakciju uradena je na kraju analiza topljenja produkata amplifikacije,
¢ime je dodatno testirana efikasnost koris¢enih prajmera (Slika 41.). Na osnovu dobijenih rezultata
uoceno je da svi specifi¢ni produkti PCR reakcije imaju isti oblik i poziciju krive topljenja i ne
uocavaju se krive topljenja nespecifi¢nih produkata, Sto ukazuje na to da su koriS¢eni prajmeri bili
specifi¢ni za transkripte StHSP gena u gRT-PCR reakcijama.

SHSPILG Kriva toplienja StHSP21 Kriva toplienja
°c oC
StHSP23.9 ) - StHSP70-2 i -
Kriva toplienja Kriva toplienja
o °C

Slika 41. Zbirne krive topljenja produkata qRT-PCR amplifikacije.
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Rezultati ekspresije StHSP gena tokom razlicitih temperaturnih tretmana, dobijeni qRT-PCR
metodom, normalizovani su prema aritmeti¢koj sredini kontrolnih gena (60SL36 i CYC) i prerac¢unata
koriséenjem 224 metode.

Na osnovu rezultata ustanovljeno je da dugotrajni tretman visokom temperaturom (29 °C, 3
nedelje), indukuje ekspresiju svih ispitivanih StHSP gena, a posebno StHSP21 (Slika 42.). Toplotni
stres je indukovao 11 puta vecu ekspresiju StHSP21 kod sorte Agria, ¢ak 28 puta kod Désiree i 13
puta kod sorte Kennebec u odnosu na kontrolu.
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Slika 42. Uticaj temperature i SA na relativnu ekspresiju StHSP gena u listovima biljaka krompira
gajenih in vitro. Prikazana je relativna ekspresija StHSP gena, koja je preratunata kori§éenjem 244Ct
metode. Rezultati na graficima predstavljaju srednje vrednosti tri bioloska ponavljanja + standardna
greska. AG, Agria; DE, Désirée; KE, Kennebec; SA +, tretman SA. Preuzeto i modifikovano prema
Rudic¢ i sar. (2022b).

Dugotrajni tretman blago povisenom temperaturom (26 °C) indukovao je ekspresiju StHSP21
gena kod svih ispitivanih sorti, a najvise kod sorte Désirée (24,5 puta vise u odnosu na kontrolu).
Takode, pri ovom temperaturnom tretmanu doslo je do indukcije i StHSP17.6 gena kod sorte Désirée.

Egzogeno primenjena SA uglavnom nije imala uticaja na povecanje ekspresije ispitivanih
gena, sa izuzetkom StHSP70-2, gde je pri dugotrajnom tretmanu visokom temperaturom doslo do
blage indukcije kod sorte Désirée.

4.2.3.3. Uticaj razli¢itih temperaturnih tretmana i SA na ekspresiju StSOD gena u listovima
biljaka razli¢itih sorti krompira gajenih in vitro

Ispitivanja uticaja dugotrajnih temperaturnih tretmana (26 °C i 29 °C, 3 nedelje) i egzogene
primene SA na ekspresiju StSOD gena su uradena u listovima in vitro gajenih biljaka odabranih sorti
krompira (Agria, Désiree i Kennebec). In vitro kulture gajene su tri nedelje na tretmanima blago
povisenom (26 °C) i visokom temperaturom (29 °C), dok je kontrolna grupa biljaka gajena na
temperaturi od 21 °C.
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Nivoi ekspresije StSOD gena tokom razli¢itih temperaturnih tretmana odredeni su qRT-PCR
metodom, na osnovu dobijenih apsolutnih vrednosti broja transkripata, koje su normalizovane prema
kontrolnim genima (60SL36 i CYC). Metodom gRT-PCR utvrdeno je da kod ispitivanih sorti dolazi
do ekspresije svih StSOD, ali su uo¢ene znacajne razlike u nivou ekspresije pojedinih gena (Slika
43)).
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Slika 43. Apsolutni broj kopija transkripata visoko (A) i nisko (B) eksprimiranih StSOD gena u
listovima biljaka krompira gajenih in vitro, pri razli¢itim temperaturnim tretmanima uz primenu SA.
Ispitivane sorte su: Agria (AG), Désirée (DE) i Kennebec (KE). Apsolutne vrednosti broja
transkripata su normalizovane prema kontrolnim genima (60SL36 i CYC). Rezultati na graficima
predstavljaju srednje vrednosti tri bioloska ponavljanja + standardna greska. Preuzeto i modifikovano
prema Rudi¢ i sar. (2022a).

Sest gena (StCuZnSOD1, StCuZnSOD2, StCuZnSOD3, StMnSOD, StFeSOD?2 i StFeSOD3) je
pokazalo visok nivo ekspresije, od najmanje 200 kopija StCuzZnSOD?2 transkripata/ng RNK kod sorte
Kennebec, do najvise 65 x 10° kopija StFeSOD3 transkripata/ng RNK kod sorte Désirée (Slika 43.).
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Geni StFeSODL1 i StFeSOD4 su slabo eksprimirani, sa najvise 33,4 kopije StFeSOD1 transkripata/ng
RNK kod sorte Kennebec.

Na osnovu rezultata uoceno je da dugotrajni temperaturni tretmani blago povisenom (26 °C)
i visokom (29 °C) temperaturom indukuju ekspresiju StFeSOD2 i StFeSOD3 gena kod svih
ispitivanih sorti (Slika 43. A). Sa druge strane, ekspresija preostalih gena je genotip-specifi¢na. U
sluc¢aju StCuzZnSOD1 i StCuzZnSOD2 gena ustanovljeno je da visoka temperatura (29 °C) indukuje
ekspresiju ovih gena kod sorti Désirée i Kennebec, dok kod sorte Agria dolazi do pada u zastupljenosti
njihovih transkripata. U uslovima blago poviSene temperature doSlo je do male promene u
zastupljenosti transkripata ova dva gena. Dugotrajni tretman visokom temperaturom (29 °C)
indukovao je ekspresiju StCuzZnSOD3 i StMnSOD gena kod sorti Agria i Désirée, dok nije imao efekta
na ekspresiju ovih gena kod sorte Kennebec. Dugotrajni tretman temperaturom od 26 °C nije imao
znacajnijeg uticaja na ekspresiju ovih gena, izuzev blagog porasta nivoa ekspresije StCuZnSOD3 gena
kod sorte Agria.

Tretman visokom temperaturom (29 °C) indukovao je ekspresiju StFeSOD1 gena kod sorti
Agria i Kennebec, dok nije imao uticaja na ekspresiju ovog gena kod sorte Désirée (Slika 43. B).
Blago povisena temperatura (26 °C) indukovala je ekspresiju ovog gena samo kod sorte Kennebec,
dok nije imala uticaja kod ostalih ispitivanih sorti. Dugotrajni tretman visokom temperaturom (29 °C)
redukovao je ekspresiju StFeSOD4 gena kod sorti Désirée i Kennebec, dok nije imao efekta na
njegovu ekspresiju kod sorte Agria. Sa druge strane, temperatura od 26 °C indukovala je ekspresiju
datog gena samo kod sorte Kennebec, ali nije imala efekta kod druge dve sorte.

Na osnovu rezultata prikazanih na Slici 43, egzogena primena SA je u veéini slu¢ajeva imala
mali uticaj na ekspresiju ispitivanih gena. Efekat SA na ekspresiju StSOD u uslovima visoke
temperature (29 °C) zavisi od genotipa. Na primer, u slu¢aju StCuZnSOD1 zapaZeno je da egzogena
SA indukuje ekspresiju ovog gena kod sorti Agria i Kennebec, dok suprimira njegovu ekspresiju kod
sorte Désirée. Sa druge strane, u slu¢aju StFeSOD3, primena SA je indukovala ekspresiju ovog gena
kod sorti Désirée i Kennebec, a redukovala ekspresiju datog gena kod sorte Agria. Na temperaturi od
26 °C uoceno je da egzogena SA indukuje ekspresiju StCuzZnSOD1 i StFeSOD3 gena kod sve tri
ispitivane sorte, dok je ekspresija ostalih StSOD genotip-specifi¢na.

4.2.4. Ekspresija StSOD gena u razli¢itim organima biljaka krompira gajenih ex vitro

Ekspresija StSOD gena ispitivana je u razli¢itim organima biljaka krompira sorte Désirée, koje
su gajene ex vitro na temperaturi povoljnoj za rast i tuberizaciju biljaka krompira (20/17 °C, dan/no¢)
u trajanju od 15 nedelja. Ispitivanja su obuhvatila sledece organe biljaka krompira: fizioloski mlade
i starije listove, stolone, korenove i krtole.

Po izolaciji iz biljnog materijala, uradena je kvantifikacija i provera kvaliteta RNK
spektrofotometrijski i na osnovu dobijenih vrednosti odnosa apsorbanci Azso/Azso (~2), utvrdeno je
da su izolati RNK bili ,,Cisti“, bez znacajne kontaminacije. Kvalitet izolovane RNK potvrden je i
elektroforetskim razdvajanjem RNK na 1,5% agaroznom gelu (Slika 44.).
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Slika 44. Provera kvaliteta izolovane RNK iz razli¢itih biljnih organa sorte Désirée gajene ex vitro
na temperaturi povoljnoj za rast i tuberizaciju biljaka krompira (20/17 °C, dan/no¢).

Nivoi ekspresije StSOD gena u razli¢itim biljnim organima odredeni su qRT-PCR metodom,
na osnovu dobijenih apsolutnih vrednosti broja transkripata, koje su normalizovane prema kontrolnim
genima (60SL36 i CYC). Rezultati prikazani na Slici 45. pokazuju da u ispitivanim biljnim organima
sorte Désiree gajene ex vitro dolazi do ekspresije svih StSOD gena, ali usled izrazenih razlika u nivou
njihove ekspresije, dati geni su grupisani u kategorije visoko (Slika 45. A) i nisko eksprimiranih gena
(Slika 45. B).

Grupa visoko eksprimiranih gena obuhvata StCuzZnSOD1, StCuzZnSOD2, StCuzZnSOD3,
StMnSOD, StFeSOD?2 i StFeSOD3. U okviru ove grupe, ustanovljeno je da tri gena (StCuzZnSOD1,
StMnSOD i StFeSOD3) pokazuju visi nivo ekspresije u odnosu na sve ostale ispitivane StSOD gene
u svim ispitivanim biljnim organima. U povoljnim temperaturnim uslovima za rastenje i tuberizaciju
krompira (20/17 °C, dan/no¢), gen sa najviSim nivoom ekspresije je StCuZnSOD1, osim u slucaju
mladih listova, gde je pored njega i StFeSOD3 pokazao zavidan nivo ekspresije (60,5 x 10° kopija/ng
RNK). StMnSOD je svuda pokazao visok nivo ekspresije, a najvisi u stolonima (75,5 x 10° kopija/ng
RNK). StCuZnSOD?2 gen je najvise eksprimiran u mladim listovima (47,5 x 10%kopija/ng RNK), dok
se u drugim organima karakterisao nizim nivoom ekspresije. Geni StCuZnSOD3 i StFeSOD2 su se
karakterisali nizim nivoom ekspresije u odnosu na ostale gene (do 9 x 10° kopija transkripata/ng
RNK). Grupa nisko eksprimiranih gena obuhvata StFeSOD1 i StFeSOD4, kod kojih se broj
transkripata gena kreé¢e do 25 kopija/ng RNK. Nivoi ekspresije StFeSOD1 i StFeSOD4 su najvisi u
starijim listovima i iznose 3,2 x 107 kopija/ng RNK, odnosno 23,4 kopije/ng RNK. Na osnovu
dobijenih rezultata, ustanovljeno je da su StSOD geni najslabije eksprimirani u krtolama.
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Slika 45. Apsolutni broj kopija transkripata visoko (A) i nisko (B) eksprimiranih StSOD gena po 1
ng RNK u razli¢itim biljnim organima sorte Désirée gajene ex vitro na temperaturi povoljnoj za rast
i tuberizaciju biljaka krompira (20/17 °C, dan/no¢) u trajanju od 15 nedelja. Apsolutne vrednosti broja
transkripata su normalizovane prema kontrolnim genima (60SL36 i CYC). Rezultati na graficima

predstavljaju srednje vrednosti tri bioloSka ponavljanja + standardna greska.
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4.2.5. Uticaj dugotrajnog toplotnog stresa na ekspresiju StSOD gena u razli¢itim organima
biljaka krompira gajenih ex vitro

Ekspresija StSOD gena ispitivana je u razli¢itim biljnim organima sorte Désirée gajene ex
vitro u uslovima toplotnog stresa (30/20 °C). Ispitivanja su uradena u slede¢im biljnim organima:
fizioloski mladi i stariji listovi, stoloni, korenovi i krtole. Efekat temperature na biljke krompira
pracen je u Cetiri vremenske tacke: (0) dan pre toplotnog stresa, (1) nakon prvog dana, (7) posle
sedmog dana i (21) posle 21. dana dugotrajnog toplotnog stresa.

Po izolaciji iz biljnog materijala, uradena je kvantifikacija i provera kvaliteta RNK
spektrofotometrijski i na osnovu dobijenih vrednosti odnosa apsorbanci Azso/Azso (~2), utvrdeno je
da su izolati RNK bili ,,Cisti“, bez znacajne kontaminacije. Kvalitet izolovane RNK potvrden je i
elektroforetskim razdvajanjem RNK na 1,5% agaroznom gelu (Slika 46.).

Mladi Stariji

2 - 2 4 Stoloni Korenovi Krtole
listovi listovi
017 2201721 017 2101721017 21
PISREEE o o o 50 G0 0 60 00 U5 O S0 G0 0 G W 0 e -
_-.---o--.u-“““....‘..,,.
8 8 S R ’ :

Slika 46. Provera kvaliteta izolovane RNK iz razli¢itih biljnih organa sorte Désirée gajene ex vitro
tokom dugotrajnog toplotnog stresa (30/20 °C) u razli¢itim vremenskim tackama. Efekat temperature
pracen je u Cetiri vremenske tacke: (0) dan pre izlaganja toplotnom stresu, (1) prvi dan, (7) sedmi dan
i (21) 21. dan toplotnog stresa.

Nivoi ekspresije StSOD gena u razli¢itim biljnim organima i razli¢itim vremenskim tackama
odredeni su qRT-PCR metodom, na osnovu dobijenih apsolutnih vrednosti broja transkripata, koje su
normalizovane prema kontrolnim genima (60SL36 i CYC). Na osnovu dobijenih rezultata, uocene su
razlike u nivoima ekspresije StSOD gena (Slika 47.) i ustanovljeno je da su StFeSOD1 i StFeSOD4
geni najslabije eksprimirani, sto je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim analizom ekspresije StSOD
u listovima in vitro gajenih biljaka.

StCuzZnSOD1 i StCuzZnSOD3 transkripti su najzastupljeniiji u stolonima, a njihov broj se
znacajno povecao sedmog dana toplotnog stresa. Ustanovljeno je da sedmog i 21. dana tretmana
dolazi do 3, odnosno 2,7 puta vece ekspresije StCuZnSOD3 gena u stolonima, u odnosu na dan pre
izlaganja toplotnom stresu. Najvisi nivo ekspresije StCuZnSOD2 gena detektovan je kod mladih
listova sedmog dana tretmana, nakon Cega sledi nagli pad broja transkripata. Kod stolona je
detektovan najvisi nivo ekspresije StMnSOD gena, koji je dostigao maksimum sedmog dana tretmana,
zatim je poceo da opada, a slican trend je uocen i kod listova. Toplotni stres prouzrokovao je
povecanje ekspresije StFeSOD2 i StFeSOD3 gena u listovima i stolonima. Kod mladih listova doslo
jedo 4,91 4,2 puta vecée ekspresije StFeSOD2 gena sedmog i 21. dana tretmana, u odnosu na dan pre
izlaganja toplotnom stresu. U starijim listovima povecana ekspresija ovog gena je uoCena prvog,
sedmog i 21. dana tretmana i iznosi 7, 14 i 17,5 puta vise u odnosu na dan pre izlaganja toplotnom
stresu. U stolonima je nakon sedmog i 21. dana tretmana zabelezena dva puta veca ekspresija
StFeSOD2 u odnosu na dan pre izlaganja toplotnom stresu. Povecan nivo ekspresije StFeSOD3 gena
utvrden je u mladim listovima i stolonima nakon sedmog i 21. dana tretmana, dok je u starijim
listovima ustanovljeno kontinuirano povecanje ekspresije.
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Slika 47. Apsolutni broj kopija transkripata visoko (A) i nisko (B) eksprimiranih StSOD gena u
razli¢itim organima sorte Désirée gajene ex vitro tokom dugotrajnog tretmana visokom temperaturom
(30720 °C, dan/no¢). Efekat temperature pracen je u Cetiri vremenske tacke: (0) dan pre tretmana
visokom temperaturom, (1) prvi dan, (7) sedmi dan i (21) 21. dan tretmana visokom temperaturom.
Apsolutne vrednosti broja transkripata su normalizovane prema kontrolnim genima (60SL36 i CYC).
Rezultati na graficima predstavljaju srednje vrednosti tri tehni¢ka ponavljanja + standardna greska.

StFeSOD1 transkripti su najzastupljeniji u listovima, ali je pokazano da njihov broj opada u
uslovima toplotnog stresa. Povecan nivo ekspresije StFeSOD4 gena utvrden je nakon 21. dana
tretmana u mladim (6,8 puta vise u odnosu na dan pre izlaganja toplotnom stresu) i fizioloski starijim

listovima.
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5. DISKUSIJA
5.1. In silico analiza SOD familije gena i SOD proteina krompira
5.1.1. Identifikacija i karakterizacija StSOD gena

lako su ispitivanja SOD familije gena do sada sprovedena na preko dvadeset biljnih vrsta
(Tabela 1.), nijedno istrazivanje nije uradeno na vaznoj kulturnoj vrsti S. tuberosum L. Stoga je prvi
cilj ovog rada detaljna in silico analiza SOD familije gena krompira, odnosno identifikacija i
karakterizacija StSOD gena. U Spud DB bazi podataka genoma krompira pronadeno je jedanaest
sekvenci gena koje su bile oznacene kao SOD. Ustanovljeno je da dve sekvence gena
(Soltu.DM.10G011570 i Soltu.DM.06G013120) kodiraju kratke (~100 ak), nefunkcionalne StSOD,
usled ¢ega su iskljucene iz daljih analiza. Ove sekvence bi se mogle smatrati pseudogenima. Zhou i
sar. (2017) su ustanovili postojanje jednog takvog SOD pseudogena kod C. sativus. Naime, autori su
utvrdili da se CsFSD3 gen, iako kodira polipeptid duzine 377 ak, ne eksprimira ni u jednom biljnom
organu, ni u razli¢itim uslovima abiotickog stresa. U Spud DB bazi podataka genoma krompira
pronadena je i jedna sekvenca gena za bakar-saperon (Soltu.DM.08G026370), koja kodira protein sa
karakteristicnim Bakar/Cink SOD domenom (PF00080), ali bez aminokiselinskih ostataka u
aktivnom mestu koji su znacajni za obavljanje CuZnSOD funkcije. Usled nedostatka krucijalnih
aminokiselina, ovaj protein nije okarakterisan kao CuZnSOD, niti je nukleotidna sekvenca koja ga
kodira dalje analizirana. Sveobuhvatnom in silico studijom identifikovano je osam nukleotidnih
sekvenci oznaenih kao: StCuzZnSOD1, StCuzZnSOD2, StCuzZnSOD3, StMnSOD, StFeSOD1,
StFeSOD2, StFeSOD3 i StFeSOD4, za koje je ustanovljeno da kodiraju potpune polipeptide. Na
osnovu dosadasnjih literaturnih podataka (Tabela 1.), broj SOD gena prisutnih u genomu pojedinih
biljnih vrsta krece se od najmanje Cetiri (H. annus) do najvise 31 (B. napus). Kod vecine ispitivanih
biljnih vrsta najmanje su zastupljeni geni koji kodiraju MnSOD (1 ili 2 gena u najve¢em broju
slucajeva), a najbrojniji su CuZnSOD geni, ¢iji broj varira od dva (H. annus) do 17 (T. aestivum).
Osam SOD gena, i to tri CuZnSOD (SISOD1-3), jedan MnSOD (SISOD9) i ¢etiri FeSOD (SISOD5-
8), identifikovani su i u genomu krompiru srodne vrste S. lycopersicum (Feng i sar., 2016). Medutim,
autori su u CuZnSOD gene uvrstili i gen za bakar-saperon (SISOD4).

StSOD geni se nalaze na pet od 12 hromozoma, sa dva gena na hromozomu 3 i tri gena na
hromozomu 6 (Slika 48.). Geni StFeSOD1 i StFeSOD4 se nalaze na istom hromozomu (hr.06), na
medusobnoj udaljenosti od samo 1566 bp i imaju visok procenat identi¢nosti (89,52%) na nivou
proteina (Slika 24. B), sto prema definiciji predstavlja tandemski ponovljene gene (Cannon i sar.,
2004). Takode, visok procenat identi¢nosti na nivou aminokiselinskih sekvenci (76,80%) utvrden je
izmedu StFeSOD1 i StFeSOD2 gena (Slika 24. B), ali s obzirom da se ovi geni nalaze na razli¢itim
hromozomima (hr.06 i 03), mogu se smatrati segmentalnim duplikacijama gena.

hr.01 hr.02 hr.03 hr.06 hr.11
0Mb ) )

StFeSOD3
16 Mb

32Mb stcuznsops | |
—— StMnSOD StFesODS
tFeSOD2 gy oo e
S$tCuZnSOD2

48 Mb

saMp  StCuznsopt | |

| 80 Mb

Slika 48. Pozicija StSOD gena na hromozomima. Za prikazivanje pozicije gena koriscen je veb-alat
MG2C v2.1 (Chao i sar., 2021).
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Prema podacima iz literature, utvrdeno je da su kod biljnih SOD pretezno zastupljene
segmentalne duplikacije gena, poput OsCSD2 i OsCSD3 gena kod O. sativa (Yadav i sar., 2019),
ShSOD2 i SbSODS5 kod S. bicolor (Filiz i sar., 2015), GrMSD1 i GrMSD2 kod G. raimondii, AtMSD1
i AtMSD2, AtFSD1 i AtFSD2 kod A. thaliana (Wang i sar., 2016a), SISOD5 i SISOD6 kod S.
lycopersicum (Feng i sar., 2016), ZmCSD2, ZmCSD5 i ZmCSD6, ZmFSD2 i ZmFSD3 kod Z. mays
(Liu i sar., 2021), SiCSD1 i SiCSD3, SiFSD1 i SiFSD3 kod S. italica (Wang i sar., 2018), VVMSD1 i
VVMSD?2 kod V. vinifera (Hu i sar., 2019). lako su segmentalne duplikacije gena ucestalije, kod nekih
biljnih vrsta ustanovljeni su tandemski ponovljeni geni, kao $to su SISOD5 i SISOD8 geni kod S.
lycopersicum (Feng i sar., 2016) ili VvCSD4 i VvCSD5 geni kod V. vinifera (Hu i sar., 2019). Na
osnovu podataka iz literature i rezultata prikazanih u ovom radu, ustanovljeno je da se kod krompira
I paradajza, filogenetski srodnih biljnih vrsta (Slika 29. A), tandemski ponovljeni FeSOD geni nalaze
na hromozomu 6 (StFeSOD1 i StFeSOD4; SISOD5 i SISOD8), a segmentalno duplicirani FeSOD geni
na hromozomima 3 i 6 (StFeSODL1 i StFeSOD2; SISOD5 i SISOD6). Buduc¢i da je procenat sli¢nosti
na nivou proteinskih sekvenci visi izmedu tandemski ponovljenih gena u odnosu na segmentalno
duplicirane gene kod obe biljne vrste, kao i da geni na hromozomu 3 nemaju tandemski ponovak
(Feng i sar., 2016), moze se zakljuciti da je dogadaj segmentalne duplikacije verovatno prethodio
tandemskoj duplikaciji gena. Ukoliko je pretpostavljeni sled dogadaja ispravan, to znaci da Su
StFeSOD1 krompira i SISOD5 paradajza predacki geni, koji su se prvo duplicirali na susednom
hromozomu (hr.03), a potom u okviru istog hromozoma (hr.06). U svakom slu¢aju, tandemska
duplikacija StFeSOD gena je evolutivno skorasnji dogadaj karakteristi¢an bilo za rod Solanum ili
familiju Solanaceae.

Broj introna u StSOD transkriptima se krec¢e od Cetiri do devet, sli¢no kao i kod drugih biljnih
vrsta. Na primer, kod A. thaliana broj introna iznosi 5-8 (Yadav i sar., 2019), a kod S. lycopersicum
4-8 (Feng i sar., 2016). Egzon-intron struktura se veoma razlikuje medu transkriptima razlicitih
StSOD gena, ¢ak i kod tandemski ponovljenih gena StFeSOD1 i StFeSODA4. Transkripti razli¢itih
StSOD gena se razlikuju u broju i veli¢ini egzona i introna, kao i u duzini UTR regiona. Razlike u
egzon-intron strukturi transkripata mogu nastati mehanizmima alternativnog splajsovanja:
preskakanjem kompletnog egzona (eng. exon skipping), medusobnim isklju¢ivanjem egzona (eng.
mutually exclusive exons), zadrzavanjem kompletnog introna (eng. intron retention) i produzavanjem
egzona (eng. exon extension) koris¢enjem alternativnih 5 i 3" mesta splajsovanja u intronima (Shang
i sar. 2017). Alternativno splajsovanje, kao najceSce koriS¢eni mehanizam alternativne obrade pre-
iRNK, ukljucen je u regulaciju ekspresije SOD gena (Srivastava i sar., 2009), §to je i eksperimentalno
potvrdeno kod O. sativa (Feng i sar., 2006). S obzirom da se transkripti StFeSOD2 i StFeSOD3 gena
razlikuju samo u broju i veli¢ini egzona i introna, moze se zakljuciti da su oni rezultat alternativnog
splajsovanja pre-iRNK. Interesantno, transkripti StFeSOD1 i StFeSOD4 gena se razlikuju u broju i
veliini egzona 1 introna, kao 1 u duzini 3’-UTR regiona, $to moze biti rezultat alternativnog
splajsovanja i alternativne poliadenilacije. Transkripti StCuZnSOD2 gena imaju identi¢ne otvorene
okvire Citanja, ali se razlikuju u duzini 3’-UTR, §to moze biti rezultat alternativne poliadenilacije

5.1.1.1. Promotorski regioni StSOD gena

Analiza promotorskih regiona uradena je kako bi se stekao uvid u regulaciju transkripcije
StSOD gena. Veb-alatom PlantCARE identifikovani su razli¢iti CRE u promotorskim regionima, dok
su PlantRegMap alatom identifikovani TF iz razli¢itih familija sa potencijalnim mestima vezivanja u
promotorima StSOD gena. CRE koji u¢estvuju u odgovoru biljaka na razli¢ite faktore stresa i biljne
hormone identifikovani su kod svih ispitivanih StSOD, §to sugeriSe da ovi geni imaju vaznu ulogu u
procesu rastenja i razvica biljaka krompira i mogu biti ukljuceni u odgovor na razli¢ite stimuluse. U
promotorima cak Sest StSOD gena identifikovani su CRE za koje se mogu vezati TF iz MYB familije,
a poznato je na osnovu literaturnih podataka, da neki TF iz ove familije, poput AtMYB68, OsMY B55
i TaMYB80, imaju ulogu u termotoleranciji biljaka (El-kereamy i sar., 2012; Zhao i sar., 2017).
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TF koji se potencijalno vezuju za promotore StSOD gena identifikovani su pomocéu veb-
platforme PlantRegMap, a na osnovu TF liste S. tuberosum, preuzete iz PlantTFDB v5.0 (Slika 21.).
Identifikovani TF potom su dodatno anotirani na osnovu GO, preuzete iz PlantTFDB v5.0, ¢ime je
za svaki TF dat opis bioloSkih procesa u kojima ucestvuje (Slika 22.). Promotorski region
StCuZnSOD1 gena karakteriSe se velikim brojem potencijalnih mesta za vezivanje TF, od kojih se
neka i preklapaju poput mesta za vezivanje TF iz ERF, Dof i LBD familije. StCuzZnSOD1 gen je jedini
StSOD u ¢ijem promotoru je identifikovan motiv za vezivanje TF iz HSF familije, HSE (eng. Heat
Stress Elements) (Slika 21.). HSF familiji pripadaju TF koji igraju glavnu ulogu u odgovoru biljnih
¢elija na toplotni stres. Pored znacaja u odgovoru na visoke temperature, navedeni TF su vazni i u
odgovoru na druge faktore abiotickog stresa (Guo i sar., 2016). U promotoru ovog gena identifikovani
su motivi za vezivanje TF iz ERF familije, koji imaju ulogu u aklimaciji na uslove visoke temperature,
kao i motivi za vezivanje TF iz Dof, GRAS i MYB familije, koji imaju ulogu u odgovoru na SA
(Rudi¢ i sar., 2022a). Na osnovu identifikacije TF (Slika 21.) i GO anotacija TF (Slika 22.),
ustanovljeno je da TF, koji se vezuju za motive unutar promotorskog regiona StCuzZnSOD1 gena,
imaju ulogu u odgovoru biljaka krompira na razlicite faktore stresa (toplotni stres, niska temperatura,
gljiviéne infekcije) i biljne hormone, a takode imaju funkciju u transportu proteina u jedro i u
regulaciji procesa razvic¢a. Sve navedeno sugerise da citosolna StCuZnSOD1 ima ulogu u razli¢itim
signalnim putevima, najverovatnije preko kontrole nivoa H20-, koji je dobro poznat signalni molekul.

U promotorskim regionima StCuZnSOD?2 i StFeSOD2 gena je identifikovano samo po jedno
potencijalno mesto vezivanja TF, dok su u promotorima ostalih StSOD gena identifikovana dva do
Cetiri mesta. U promotorima StCuZnSOD2 i StFeSOD4 gena identifikovana su mesta za vezivanje TF
iz MYB familije (Slika 21.), koja predstavlja jednu od najvecih familija TF kod biljaka. Kako je
ranije pomenuto, pojedini TF iz MYB familije pored uloge u regulaciji razli¢itih procesa u éeliji, a
koji se tiCu rastenja i razvi¢a, mogu biti ukljuceni i u odgovor biljaka na toplotni stres. El-kereamy i
sar. (2012) utvrdili su da je OsMYBS5S5 znacajan u termotoleranciji biljaka pirinca, Sto je kasnije
potvrdeno i kod biljaka kukuruza koje su transformisane OSMYB55 genom (Casaretto i sar., 2016).
Takode, u promotorima pojedinih StCuzZnSOD gena (StCuzZnSOD1, StCuzZnSOD3, StMnSOD,
StFeSOD1 i StFeSOD?2) identifikovana su potencijalna mesta za vezivanje TF iz familija M-type
MADS, bZIP, Dof, ERF, koji takode mogu imati ulogu u odgovoru biljaka na toplotni stres (Zhang i
sar., 2013; Islam i sar., 2020; Waqas i sar., 2020). Charfeddine i sar. (2015) utvrdili su da vise TF iz
ERF familije, kao §to su StERF147, StERF169, StERF120 i StERF110, imaju ulogu u odgovoru
biljaka krompira na toplotni stres. Budu¢i da su TF grupisani u familije samo na osnovu njihovih
karakteristicnih DNK-vezuju¢ih domena, time se ne moze ste¢i potpuni uvid o bioloskim procesima
u kojima oni uéestvuju. Zbog toga je uradena GO anotacija kako bi se ustanovilo u kojim bioloskim
procesima ucestvuju TF. Rezultati su pokazali da nijedan od in silico identifikovanih TF ne ucestvuje
u odgovoru biljaka krompira na visoku temperaturu. Na osnovu ovih rezultata moze se reci da je
specifi¢cnu ulogu TF u ekspresiji StSOD u uslovima visoke temperature, neophodno ustanoviti
eksperimentalnim putem.

Kako bi se stekao $to bolji uvid u regulaciju transkripcije StSOD gena, za analizu
promotorskih regiona koriscen je i veb-alat PlantCARE i utvrdeno je da postoje velika odstupanja u
dobijenim rezultatima. Na primer, pomoc¢u PlantRegMap platforme identifikovana su potencijalna
mesta vezivanja TF iz MYB familije u promotorima tri gena (StCuzZnSOD1-2 i StFeSOD4) (Slika
21.), dok veb-alat PlantCARE procenjuje da CRE za vezivanje TF iz MYB familije postoje u
promotorima ¢ak 6 gena (Slika 20.). PlantCARE je dve decenije stariji alat, koji prepoznaje veliki
broj CRE u promotorima StSOD na osnovu baze u kojoj su deponovani CRE prisutni u genima
razli¢itih biljnih vrsta, dok PlantRegMap preciznije detektuje mesta za koja se mogu vezati TF koji
se odnose samo na S. tuberosum. Budu¢i da PlantRegMap vrsi identifikaciju mesta vezivanja na
osnovu liste TF deponovane u bazi podataka (PlantTFDB v5.0), postoji verovatno¢a da TF lista nije
potpuna, Sto sugeriSe da PlantRegMap, iako je savremenija platforma moZda ne identifikuje sve TF
koji se mogu vezati za promotore StSOD gena, ve¢ samo one deponovane U bazi za S. tuberosum. Na
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osnovu svega navedenog, moze se konstatovati da je za kompletan uvid u regulaciju transkripcije
StSOD gena potrebno vise eksperimentalno potvrdenih rezultata 0 njihovim promotorima i CRE.

5.1.2. Karakterizacija SOD proteina krompira
5.1.2.1. StCuzZnSOD

Na osnovu poredenja primarne strukture, pozicije klju¢nih aminokiselinskih ostataka,
organizacije proteinskin domena, tercijarne i kvaternarne strukture eukariotskih CuzZnSOD,
ustanovljeno je da su ovi proteini konzervativni i da su se malo menjali tokom evolucije (Perry i sar.,
2010). StCuzZnSOD proteini imaju sve karakteristike eukariotskih CuZnSOD, medu kojima su
Bakar/Cink SOD domen (PF00080.22) (Slika 25.) i konzervativni aminokiselinski ostaci, koji su
ukljuceni u formiranje E-dimera i mesta za vezivanje metalnog jona (Slika 26. A). Osim toga,
StCuzZnSOD formiraju motiv grckog kljuca, koji je takode karakteristi¢an za eukariotske CuZnSOD
proteine (Slika 26. B).

Prethodno je, na osnovu NATIVE-PAGE eseja aktivnosti enzima i imunoblot analize,
detektovano najmanje Sest CuZnSOD izoformi kod krompira (Mom¢ilovi¢ i sar., 2014). U ovom radu
su in silico analizom identifikovane tri izoforme StCuZnSOD proteina, koje se na osnovu predikcije
subcelijske lokalizacije nalaze u razli¢itim celijskim odeljcima: citosolu, hloroplastima i mozda
peroksizomima. Budu¢i da su, izuzev sorte Agria, u pomenutom radu ispitivane druge sorte krompira,
detekcija veceg broja CuZnSOD mogla bi se pripisati posttranslacionim modifikacijama StCuZnSOD
(YYamakura i Kawasaki, 2010) ili alelnim polimorfizmima StCuzZnSOD.

Pre ispitivanja ekspresije i aktivnosti SOD proteina u uslovima visokih temperatura,
procenjena je njihova termostabilnost na osnovu vrednosti alifaticnog indeksa (Tabela 1.).
Ustanovljeno je da bi StCuzZnSOD proteinske subjedinice trebalo da pokazu stabilnost tokom
izlaganja visokim temperaturama. Prose¢na vrednost alifatiénog indeksa za StCuZnSOD je 85,59, §to
je vise od vrednosti indeksa za StFeSOD (76,35), ali je nize od vrednosti indeksa za StMnSOD
(91,14). Alifati¢ni indeks predstavlja faktor termostabilnosti globularnih proteina (Ikai, 1980). Pored
toga, CuZnSOD proteinske subjedinice, za razliku od ostalih SOD, formiraju stabilnu strukturu
grékog kljuca, koja podrzava aktivno mesto enzima 1 formiranje dimera, a dodatno je ojacana
disulfidnim mostom (Slika 26. A i B) (Perry i sar., 2010).

Biljne CuzZnSOD su lokalizovane u razlic¢itim ¢elijskim odeljcima, poput citosola, plastida,
peroksizoma, a postoji mogucnost da se nalaze i u vancelijskom prostoru (Alscher i sar., 2002). Na
osnovu veb-alata koji su koris¢eni, procenjeno je da se StCuZnSOD1 proteini najverovatnije nalaze
u citosolu, a StCuzZnSOD2 u hloroplastima (Tabela 12, Slike 25. i 49.). Kada je u pitanju
StCuzZnSOD3, tu postoje nedoumice. DeepLoc veb-alat procenjuje da se StCuZnSOD3 nalazi u
peroksizomima (verovatnoc¢a 0,495), kao i u citosolu (verovatno¢a 0,396). Veb-alat LA takode
procenjuje da se StCuzZnSOD3 nalazi u peroksizomima, ali veb-alatom PTS1 Predictor nije
identifikovana karakteristi¢na peroksizomalna target sekvenca (Tabela 12.). Sa druge strane, CELLO
sugeriSe da su StCuZnSOD3 proteini najverovatnije lokalizovani u citosolu. S obzirom da vecina
peroksizomalnih proteina sadrzi karakteristi¢an target signal (PTS1), koji predstavlja tripeptid na C-
terminalnom kraju (Reumann i sar., 2018), uporedeni su C-terminalni tripeptidi StCuZnSOD3
proteina sa PTS1 signalima proteina za koje se zna da su lokalizovani u peroksizomima. Rezultati su
pokazali da C-terminalni tripeptid StCuZnSOD3 proteina ne pripada biljnim PTS1 tripeptidima
[SA][RK][LMI], tj. peroksizomalnim tranzitnim peptidima. Pored PTS1 motiva, kod biljaka je
prisutan i alternativni N-terminalni motiv ([RK][LVIQ]x2[LVIHQ][LSGAK]x[HQ][LAF])
(Reumann i sar., 2018), koji je vazan za transport u peroksizome, ali ni ovaj motiv nije identifikovan
kod StCuzZnSOD3 proteina. Medutim, rezultati filogenetske analize su pokazali da je StCuZnSOD3

82



proteinska sekvenca grupisana u potkladu sa peroksizomalnim CuZnSOD proteinskim sekvencama
iz razlicitih biljnih vrsta (Slika 29. B).
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Slika 49. Procenjena lokalizacija StSOD u ¢eliji. Preuzeto i modifikovano prema Rudic i sar. (2022a).

Na osnovu poredenja aminokiselinskih sekvenci ustanovljeno je da se CuZnSOD proteini
znacajno razlikuju od Mn-FeSOD proteina i da imaju vrlo malo zajednickih osobina, $to moZze znaciti
da je evolucija CuZnSOD najverovatnije tekla nezavisno (Sheng i sar., 2014). Usled znac¢ajnih razlika
u proteinskim sekvencama izmedu SOD proteina, filogenetski odnosi su prikazani kao dva nezavisna
filogenetska stabla (Slika 29.). lako medu CuZnSOD proteinima postoji visok stepen homologije, a
pogotovo medu biljnim CuZnSOD (Slika 26. A), ipak postoje karakteristike po kojima se razlikuju
hloroplastne od citosolnih izoformi proteina, sto ih razdvaja u dve klade (Filiz i sar., 2015; Feng i
sar., 2016). Citosolna StCuzZnSODL1 je zajedno sa peroksizomalnom StCuzZnSOD3 i homolognim
sekvencama iz razli¢itih biljnih vrsta grupisana u kladu A, dok su hloroplastna StCuzZnSOD?2 i
homologne CuzZnSOD sekvence drugih biljnih vrsta grupisane u kladu B (Slika 29. B). Na osnovu
filogenetske analize je ustanovljeno da su citosolne i peroksizomalne StSOD proteinske sekvence
filogenetski bliZze u odnosu na hloroplastne.

5.1.2.2. Mn-FeSOD

Geni koji kodiraju za MnSOD 1 FeSOD proteine najverovatnije vode poreklo od zajednickog,
predackog gena (Perry i sar., 2010). U literaturi se Cesto koristi termin Mn-FeSOD usled postojanja
velike slicnosti izmedu aminokiselinskih sekvenci, sekundarne i tercijarne strukture MnSOD i
FeSOD. Na osnovu rezultata ustanovljeno je da StMnSOD i StFeSOD u svojoj strukturi poseduju
karakteristi¢ne konzervativne SOD domene: PF00081.24 i PF02777.20 (Slika 25.). Proteinski domen
PF00081.24 se nalazi na N-terminusu i sacinjen od dva antiparalelna a-heliksa koji formiraju
ukosnicu, dok je PF02777.20 C-terminalni domen, koji Cine tri antiparalelne B-ploce sa Cetiri a-
heliksa.

5.1.2.2.1. StMnSOD

Rezultati ovog rada ukazuju na prisustvo jednog MnSOD kod krompira. Rezultati in silico
analize, koja je obuhvatila predikciju subcelijske lokalizacije, predikciju prisustva N-terminalnog
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tranzitnog peptida i utvrdivanje filogenetskih odnosa izmedu StSOD i SOD drugih biljnih vrsta
(Tabela 12, Slike 25. i 29.), sugerisu da sekvenca transkripta Soltu.DM.06G011380.1 najverovatnije
kodira StMnSOD. Prisustvo jedne MnSOD kod krompira je u skladu sa prethodnim rezultatima
Momcilovi¢ i sar. (2014). Kako je ranije pomenuto, biljni MnSOD proteini se primarno nalaze u
mitohondrijama kod visih biljaka, pa se ¢esto oznac¢avaju i kao mitohondrijalna SOD.

Iako su StMnSOD i StFeSOD veoma sli¢ni, ipak su uocene odredene razlike u strukturi, do
kojih se doslo poredenjem StMnSOD i StFeSOD1-4 aminokiselinskih sekvenci sa MnSOD i FeSOD
proteinskim sekvencama drugih vrsta (Slika 27.). Poravnanjem aminokiselinskih sekvenci
ustanovljeno je da se aminokiselinski ostatak glutamina (Q), koji ima ulogu u stabilizaciji molekula
vode u okviru mesta vezivanja metalnog jona, nalazi na konsenzus poziciji 223 u sekvenci MnSOD
S. tuberosum, H. sapiens (PDB: 2ADQ) i Xanthomonas citri (PDB: 6BEJ). Sa druge strane, ostaci
aminokiseline Q se nalaze na konsenzus poziciji 132 u okviru FeSOD aminokiselinskih sekvenci
prikazanih na Slici 27. Vazno je napomenuti da ovaj Q ostatak, iako se nalazi na udaljenim mestima
u polipeptidnim lancima StMnSOD i StFeSOD, ima sli¢nu poziciju u okviru aktivnog centra oba
proteina kada oni zauzmu svoju funkcionalnu konformaciju (petlja koja koja povezuje B2- i f3-lanac
u StMnSOD na Slici 28. B, ili a3-heliks u StFeSOD na Slici 28. C). Medutim, ta mala razlika u
poziciji Q ostatka u aktivnom centru StMnSOD i StFeSOD ima uticaja na fino podesavanje redoks
potencijala (eng. redox potential tuning) metalnog jona i odreduje da li ¢e se Fe ili Mn vezati za
enzim.

Pored toga, ustanovljeno je da se StMnSOD i StFeSOD razlikuju i u strukturi N-terminalnih
domena. Kod StMnSOD proteina ovaj domen se sastoji od dva duza a-heliksa koji formiraju ukosnicu
i dosta je sli¢an sa domenom MnSOD H. sapiens (Quint i sar., 2006). Postoje indicije da tetramere
formiraju MnSOD proteini koji na N-terminusu imaju a-ukosnica domen sacinjen od dva heliksa.
Ova pretpostavka se zasniva na interakciji a-ukosnica domena iz dijagonalno postavljenih monomera,
¢iji heliksi okruzuju tetramer i poput Stipaljke drze dimere povezanim (Sheng i sar., 2013).

lako razlike u aminokiselinskoj sekvenci izmedu MnSOD i FeSOD proteina nisu velike, na
filogenetskom stablu su ovi tipovi SOD proteina jasno razdvojeni (Slika 29. A). Proteinska sekvenca
StMnSOD grupisana je u kladu B sa ostalim MnSOD, dok su proteinske sekvence StFeSOD1-4
grupisane u kladu A. Na osnovu filogenetskog stabla, zapaza se da je proteinska sekvenca StMnSOD
filogenetski najbliza sekvencama MnSOD S. lycopersicum, C. annuum i N.attenuata, $to je potpuno
ocekivano, s obzirom da krompir i navedene biljne vrste pripadaju istoj familiji Solanaceae.

5.1.2.2.2. StFeSOD

Na osnovu analize aminokiselinske sekvence, kod svih StFeSOD identifikovani su
karakteristi¢ni konzervativni Gvozde/Mangan SOD domeni: N-terminalni PFO0081 i C-terminalni
PF02777. Analizom transkripata Cetiri StFeSOD gena, ustanovljeno je da, u sluc¢aju StFeSOD2 i
StFeSOD4 gena, postoje transkripti koji imaju izmenjene odredene regione. Transkript
Soltu.DM.03G013800.4 kodira StFeSOD2 izoformu, koja sadrzi neuobicajenu sekvencu od 24
aminokiselinska ostatka na N-terminalnom kraju (Slika 27.). Transkript Soltu.DM.06G012170.4
kodira StFeSOD4 izoformu sa izmenjenim C-terminalnim krajem, odnosno u pitanju je region od 63
aminokiselinska ostatka kojem nedostaju ostaci aminokiselina H i D, neophodni za vezivanje
metalnog jona (Slika 27.). Na osnovu pretpostavke iznesene u odeljku 5.1.1, prema kojoj su
StFeSOD2 i StFeSOD4 geni najverovatnije rezultat duplikacije StFeSOD1 gena, nije iznenadujuce
Sto su izmenjeni regioni identifikovani upravo u ovim proteinima. Zapravo, ovi rezultati ukazuju da
duplikacije dovode do fleksibilnije alternativne obrade transkripata, $to je u slucaju ova dva gena
rezultovalo pojavom neuobicajenih regiona kod pojedinih izoformi. lako sadrzi izmenjeni N-
terminalni region, protein kodiran Soltu.DM.03G013800.4 transkriptom, moze biti potpuno
funkcionalan. Sa druge strane, protein kodiran Soltu.DM.06G012170.4 transkriptom ne sadrzi
klju¢ne aminokiselinske ostatke u aktivnom mestu i verovatno nije funkcionalan. Buduéi da
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StFeSOD4 ima jos pet transkripata koji ne poseduju izmenjene regione, ovaj gen verovatno kodira i
funkcionalne polipeptide.

Kao §to je prikazano na Slikama 25. i 27, struktura StFeSOD2 aminokiselinskih sekvenci se
razlikuje od ostalih StFeSOD po duzem C-terminalnom regionu, sa¢injenom od 36 aminokiselinskih
ostataka, medu kojima su najviSe zastupljeni ostaci aminokiseline E/D. Sli¢an region identifikovan je
na C-terminalnom kraju FeSOD proteina A. thaliana: FSD2/PAP9 (PDB:7BJK) (Slika 27.), za koji
su Favier i sar. (2021) ustanovili da ulazi u sastav PEP kompleksa. RNK-polimeraze kodirane od
strane plastida (eng. Plastid-Encoded RNA Polymerase, PEP) su enzimi neophodni za pravilnu
ekspresiju plastidnih gena tokom biogeneze hloroplasta. PEP kompleks se sastoji od subjedinica, od
kojih su neke kodirane plastidnim genomom (PEP), a neke (eng. PEP-Associated Protein, PAP)
kodiraju jedarni geni. U sastav PEP kompleksa kod A. thaliana ulaze dva FeSOD proteina: PAP9 i
PAP4. Ustanovljeno je da ovi proteini najverovatnije imaju ulogu u oksidativnoj zastiti hloroplasta
koji jo§ uvek nisu potpuno diferencirani i funkcionalno zreli (Favier i sar., 2021). Nakon S$to se
hloroplast formira i postane potpuno fotosinteticki aktivan, aktivnost PEP kompleksa se zna¢ajno
smanjuje. Takode, autori sugeri$u da je C-terminalno prosirenje karakteristika FSD2/PAP9 proteina
i da moze predstavljati PEP tranzitni peptid. Na osnovu svega navedenog moze se pretpostaviti da,
poput PAP9 proteina, StFeSOD?2 protein ima vaznu ulogu u oksidativnoj zastiti hloroplasta na samom
pocetku fotosintetske aktivnosti. Za razliku od PAP9, u kojem je C-terminalni region neureden, u
ovom radu je ustanovljeno da C-terminalni region StFeSOD2 (Soltu.DM.03G013800.1) proteina
zauzima o-heliks konformaciju (Slika 28.). Filogenetska bliskost PEP-SOD (AT5G51100.1 A.
thaliana) i SOD koje ne ulaze u sastav PEP kompleksa, ukazuje da su, osim karakteristicnog
prosirenja C-terminalnog kraja, druge karakteristike sekvenci ocuvane u PEP-SOD proteinima (Slika
29. A).

Biljni FeSOD proteini se prevashodno nalaze u hloroplastima, mada su prisutni i u drugim
delovima ¢elije, poput citosola i peroksizoma (Momcilovi¢ i Panteli¢, 2018; Corpas i sar., 2020). Na
osnovu veb-alata koriS¢enih za predikciju subcelijske lokalizacije i predikciju prisustva N-
terminalnog tranzitnog peptida, ustanovljeno je da se StFeSOD1 i StFeSOD?2 najverovatnije nalaze u
hloroplastima (Tabela 12, Slike 25. i 49.). Pozicija StFeSOD3 u biljnim c¢elijama nije jasno
definisana in silico analizom i u zavisnosti od kori§¢enog veb-alata, procenjuje se da ovaj protein
moze biti prisutan u hloroplastima (DeepLoc i CELLO) ili u mitohondrijama (TargetP2 i LA) (Tabela
12)).

Na osnovu filogenetske analize, uoc¢eno je da proteinska sekvenca StFeSOD3 S. tuberosum
formira sestrinsku kladu sa sekvencom SISOD7 S. lycopersicum u potkladi A2. Veb-alatom LA je
predvideno da se proteinske sekvence u potkladi A2 nalaze u hloroplastima medutim, za proteinske
sekvence StFeSOD3 i SISOD7 se predvida da se nalaze u mitohondrijama. Veb-alatom TargetP2 je
takode predvideno da se StFeSOD nalazi u mitohondrijama. Sa druge strane, veb-alatom
ProtComp9.0 za predikciju subcelijske lokalizacije SISOD proteina paradajza, utvrdeno je da se
SISOD?7 proteinska sekvenca najverovatnije nalazi u hloroplastima (Feng i sar., 2016). Budu¢i da
samo primitivne eukariote u mitohondrijama sadrze FeSOD (Sienkiewicz i sar., 2004), moze se
pretpostaviti da se StFeSOD3 proteini ipak nalaze u hloroplastima. NajviSe razlicitih predikcija
subcelijske lokalizacije na osnovu kori$¢enih veb-alata je ustanovljeno za StFeSOD4. U zavisnosti
od kori¢enog veb-alata, ovaj protein bi se mogao naci u citosolu, hloroplastima, mitohondrijama i/ili
jedru (Tabela 12.). Na Slici 25. mozZe se uociti da je N-terminalni region ispred a-ukosnica domena
veoma kratak, otuda ukoliko bi i postojao tranzitni peptid, morao bi da se preklopi sa a-ukosnica
domenom, S§to nije verovatno. Na osnovu toga, moglo bi se re¢i da se StFeSOD4 protein
najverovatnije nalazi u citosolu. Ova konstatacija se moze dodatno potkrepiti polaze¢i od tvrdnje da
StFeSOD4 gen najverovatnije predstavlja tandemski ponovak StFeSOD1 gena. Buduéi da StFeSOD1
kodira protein sa hloroplastnim N-tranzitnim peptidom, postoji moguénost da se sekvenca za tranzitni
peptid zadrzala u segmentno dupliranom genu (StFeSOD2), a izgubila u tandemski ponovljenom genu
(StFeSOD4).
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Zanimljivo je da nijednim od kori$¢enih veb-alata nije predvideno prisustvo StSOD u
apoplastu. Literaturni podaci ukazuju da, ukoliko su u apoplastu prisutne SOD, onda su to obi¢no
CuzZnSOD izoforme (Alscher i sar., 2002). Sa druge strane, identifikovana je MnSOD (MSD2) u
apoplastu A. thaliana (Chen i sar., 2022). Na osnovu predikcije subéelijske lokalizacije ustanovljeno
je da se u apoplastu nekih biljnih vrsta, poput C. sativus, mogu na¢i FeSOD (Zhou i sar., 2017). Poput
krompira, prisustvo apoplastnih SOD nije potvrdeno in silico analizom ili eksperimentalnim putem u
velikom broju drugih biljnih vrsta.

5.2. Uticaj razli¢itih temperaturnih tretmana na ekspresiju StSOD gena i aktivnost StSOD
proteina u listovima biljaka sorte Désirée gajenih in vitro

Na rastenje i razvice biljaka krompira utice veliki broj faktora spoljasnje sredine medu kojima
se, kao jedan od najznacajnijih, izdvaja temperatura (Levy i Veilleux, 2007). Na osnovu dosadasnjih
literaturnih podataka ustanovljeno je da optimalna temperatura za rastenje i razvi¢e nadzemnog dela
biljaka krompira iznosi 20-25 °C, dok se obrazovanje krtola odvija na nizim temperaturama, ¢iji je
opseg 15-20 °C (Van Dam i sar., 1996; Struik 2007). S obzirom da potice iz hladnih predela, krompir
je veoma osetljiv na visoke temperature medutim, nivo osetljivosti varira medu razli¢itim
genotipovima (Ahn i sar., 2004; Singh i sar., 2016). Pocetna ispitivanja analize ekspresije StSOD gena
sprovedena su u uslovima in vitro, na biljkama sorte Désirée, koja je u literaturi okarakterisana kao
umereno termotolerantna (Demirel i sar., 2020). U ispitivanjima su biljke izlozene optimalnoj
temperaturi za gajenje krompira (21 °C, 3 nedelje), dugotrajnim tretmanima blago povisenom (26 °C,
3 nedelje) i visokom temperaturom (29 °C, 3 nedelje) i toplothom Soku (38 °C, 4 h). Na osnovu
rezultata relativne ekspresije (Slika 34.), utvrdeno je da su svih osam gena, koji su obuhvaceni in
silico analizom, eksprimirani u listovima sorte Désirée, a time je potvrdeno da su identifikovani geni
funkcionalni. Ustanovljeno je da dugotrajni toplotni stres (29 °C) dovodi do zna¢ajnog poveéanja
nivoa ekspresije vise StSOD gena (StCuzZnSOD1, StCuZnSOD?2 i StFeSOD?2), dok je toplotni $ok (38
°C) indukovao ekspresiju samo StFeSOD1 gena. Na osnovu dobijenih rezultata, ustanovljeno je da
kratkotrajni intenzivni tretman visokom temperaturom (38 °C, 4 h) nema velikog uticaja na indukciju
ekspresije ispitivanih gena, §to sugerise da SOD nisu deo ranog (brzog) odgovora biljaka krompira
na toplotni stres poput HSP.

Nakon $to je utvrdeno da je svih osam StSOD gena funkcionalno, ispitana je aktivnost StSOD
enzima. Na osnovu eseja enzimske aktivnosti, identifikovano je Sest aktivnih StSOD izoformi u
listovima biljaka sorte Désirée gajenih in vitro (Slika 35. A), sto je u saglasnosti sa postojanjem Sest
visoko eksprimiranih StSOD, ustanovljenih analizom ekspresije gena (odeljak 4.2.3.3.). Od ukupnog
broja izoformi, samo su dve pokazale visok nivo zastupljenosti i aktivnosti (proteinske trake 1 i 4).
Ostale su bile slabije aktivnosti i tesko ih je bilo detektovati na gelu, te se moze pretpostaviti da
produkte nisko eksprimiranih StFeSOD1 i StFeSODA4 nije ni bilo moguée detektovati koris¢enim
esejom. Interesantno je da pri dugotrajnom toplotnom stresu (29 °C) dolazi do znacajnog povecanja
aktivnosti SOD izoforme u okviru proteinske trake 4, dok toplotni ok i blago poviSena temperatura
nisu imali uticaja na aktivnost ove izoforme. Na osnovu selektivne inhibicije sa KCN i H.O>
pretpostavljeno je da data proteinska traka predstavlja StCuZnSOD, iako potpuna inhibicija nije bila
moguca usled velike zastupljenosti i aktivnosti SOD enzima u okviru trake. S obzirom da je
ustanovljeno da se pri dugotrajnom toplotnom stresu (29 °C) StCuZnSOD1 i StCuZnSOD2 karakterisu
daleko visom ekspresijom u odnosu na ostale StSOD (odeljak 4.2.1.), moze se pretpostaviti da
proteinska traka 4 verovatno predstavlja citosolnu (StCuzZnSOD1) ili hloroplastnu (StCuZnSOD2)
izoformu CuzZnSOD. S obzirom da se proteinske trake 3 i 5 izuzetno slabo uocavaju na gelovima
tretiranim inhibitorima, pretpostavlja se da i ove trake takode predstavljaju StCuZnSOD izoforme.
Na osnovu selektivne inhibicije sa KCN i H20- identifikovana je jedna StMnSOD (proteinska traka
1), ali nije bilo moguce identifikovati StFeSOD izoforme. Na osnovu rezultata prethodnih studija,
broj identifikovanih SOD izoformi krompira iznosio je 3-11 (Santos i sar., 1999; Rojas-Beltran i sar.,
2000; Martinez i sar., 2001; Fidalgo i sar., 2004; Rahnama i Ebrahimzadeh, 2006; Queirds i sar.,
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2011). Variranja u broju detektovanih SOD izoformi su verovatno rezultat razlicitih faktora poput
sorte/genotipa koji je predmet istrazivanja, uslova u kojima se gaje biljke krompira, kao i protokola
za ispitivanje aktivnosti SOD.

5.3. Uticaj temperature i SA na morfologiju biljaka i ekspresiju StSOD gena odabranih
genotipova krompira gajenih in vitro

5.3.1. Uticaj temperature i SA na morfolo§ke parametre biljaka krompira gajenih in vitro

Na osnovu rezultata dobijenih analizom ekspresije StSOD gena u listovima biljaka sorte
Désirée gajenih in vitro, ustanovljena je pojacana ekspresija vise gena pri dugotrajnom tretmanu na
temperaturi od 29 °C, stoga je ovaj tretman odabran za dalja ispitivanja. Kako bi se ustanovila gornja
granica optimalnih temperaturnih uslova za rastenje i razvice biljaka krompira in vitro, odabran je i
dugotrajni tretman na temperaturi od 26 °C.

Ustanovljeno je da se dugotrajni tretman visokom temperaturom (29 °C) negativno odrazio
na rastenje i razvic¢e izdanaka in vitro gajenih biljaka sorti Agria i Kennebec, dok nije imao
znacajnijeg uticaja na sortu Désirée (Slike 36, 37. i 38. A-C). S obzirom da je Désirée okarakterisana
kao umereno termotolerantna (Demirel i sar., 2020), a Agria i Kennebec kao sorte osetljive na
poviSene temperature (Tang i sar., 2018; Demirel i sar., 2020), rezultati dobijeni u ovom radu
koris¢enjem in vitro sistema su to potvrdili. Interesantno, dugotrajni tretman blago poviSenom
temperaturom (26 °C) je takode smanjio broj listova, visinu i svezu masu izdanaka kod biljaka sorti
Agria i Kennebec, $to sugeriSe da je temperatura 26 °C iznad optimalnog opsega za rastenje i razvice
izdanaka pomenutih sorti. Ustanovljeno je da dugotra_]m tretmani blago poviSenom 1 visokom
temperaturom nisu imali uticaja na broj korenova, osim u slu¢aju sorte Kennebec gde je toplotni stres
redukovao njihovu brojnost u odnosu na kontrolu (Slika 38. D). Navedeni temperaturni tretmani nisu
imali uticaja na duzinu korenova kod sorti Désirée i Kennebec, ali su stimulisali njihovo izduzivanje
kod sorte Agria (Slika 38. E). Uoceno je da toplotni stres nije uticao na sveZu masu korenova
ispitivanih sorti, dok je dugotrajni tretman blago poviSenom temperaturom prouzrokovao povecanje
njihove mase kod sorti Désirée i Kennebec u odnosu na kontrolu (Slika 38. F). Na osnovu dobijenih
rezultata, ustanovljeno je da se optimalne temperature za rastenje i razvice izdanaka i korenova biljaka
krompira razlikuju, kao i da zavise od sorte/genotipa krompira.

Na oshovu podataka iz literature, ustanovljen je pozitivan efekat egzogene primene SA na
biljke krompira u uslovima abiotickog stresa (Elwan i sar., 2018; Lépez-Delgado i sar., 2018; Mostafa
i sar., 2019). Elwan i sar. (2018) su pokazali da SA pospesuje rastenje biljaka krompira sorte Proventa
i linije 97-980, kao i proces tuberizacije tokom stresa solima u uslovima in vitro. Kod biljaka krompira
sorte Granate, gajenih u plasteniku, primenom egzogene SA postignuta je bolja tolerancija na
hladnocu (L6pez-Delgado i sar., 2018), dok je kod biljaka sorte Spunta, gajenih u polju, primena SA
pokazala pozitivan efekat na prinos u uslovima deficita vode (Mostafa i sar., 2019). U ovom radu je
pokazano da egzogena primena SA tokom dugotrajnih tretmana blago poviSenom i visokom
temperaturom u uslovima in vitro, nije imala znacajnog uticaja na prezivljavanje eksplantata, osim u
slucaju sorte Agria, gde je u uslovima dugotrajnog toplotnog stresa indukovala 30% vise prezivelih
eksplantata, nego $to je zabelezeno na istom temperaturnom tretmanu bez SA. S obzirom da na
temperaturi od 26 °C eksplantati ispitivanih sorti imaju visoku stopu prezivljavanja (Slika 37.), u
takvim okolnostima SA nije mogla da ispolji svoj potencijalno zastitni uticaj. Ustanovljeno je da
egzogena SA pospesuje rastenje izdanaka u uslovima blago povisene temperature (26 °C) kod sve tri
ispitivane sorte, dok je njen efekat u uslovima toplotnog stresa (29 °C) zavisan od genotipa. Na
primer, SA je indukovala rastenje izdanaka sorti Agria i Kennebec, dok nije imala uticaja na izdanke
sorte Désirée. Zastitni efekat egzogene SA na rastenje i razvice izdanaka u uslovima visoke
temperature (26 °C 129 °C) zapaza se samo kod sorte Kennebec. Sa druge strane, egzogena primena
SA nije uticala na broj korenova, dok je redukovala njihovu duzinu kod svih ispitivanih sorti, tokom
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odabranih temperaturenih tretmana. Dobijeni rezultati ukazuju da SA ispoljava razli¢it uticaj na
izdanke i korenove biljaka krompira. Koncentacija 1 x 10° M SA, koja je primenjena u ovom radu,
odabrana je na osnovu podataka iz literature (Lépez-Delgado i sar., 2004), u kojima je pokazano da
1 x 10° M SA pospesuje preZivljavanje eksplantata krompira u uslovima visokih temperatura.
Medutim, rezultati prikazani u ovom radu sugeri$u da ova koncentracija SA (1 x 10° M) nije
optimalna za ispitivane sorte i da je mozda zbog toga imala inhibitorni efekat na rastenje korenova
biljaka krompira. Na osnovu podataka iz literature, ustanovljeno je da niske koncentracije (<5 x 10
M) egzogene SA pospeSuju razvice adventivnih korenova kod biljaka A. thaliana, dok vise
koncentracije (>5 x 10° M) deluju inhibitorno na rastenje i razvié¢e korenova (Pasternak i sar., 2019).
SA uti¢e na proces rastenja i razvica korenova verovatno putem modulacije biosinteze i transporta
AUX. Naime, ustanovljeno je da pri visokim koncentracijama SA dolazi do redukcije pula AUX, dok
niske koncentracije SA povecavaju sadrzaj AUX u vr$nim delovima korena A. thaliana (Pasternak i
sar., 2019). Na osnovu svega navedenog, postoji mogucnost da je koncentracija SA koris¢ena u ovom
radu (1 x 10-5 M) verovatno bila suviSe visoka, te je zbog toga imala negativan uticaj na rastenje i
razvice korenova biljaka krompira.

5.3.2. Ekspresija HSP gena kao potencijalnih pokazatelja (markera) toplotnog stresa

Kako bi se dodatno proverilo da li odabrani temperaturni tretmani (26 °C i 29 °C, 3 nedelje),
predstavljaju toplotni stres za izabrane genotipove krompira, ispitana je ekspresija HSP gena. HSP
predstavljaju dobre pokazatelje toplotnog stresa i do indukcije njihove sinteze dolazi 20-30 minuta
po izlaganju biljaka visokim temperaturama (Cooper i Ho, 1983; Lin i sar., 1984). HSP imaju funkciju
molekularnih Saperona, koji u uslovima toplotnog stresa interaguju sa toplotno denaturisanim
proteinima i time sprecavaju njihovu agregaciju, omogucavaju ponovno uspostavljanje funkcionalne
konformacije denaturisanih proteina ili su ukljuc¢eni u razgradnju proteinskih agregata (Richter i sar.,
2010). Klasa HSP malih molekulskih masa-sHSP (12-40 kDa) predstavlja prvu liniju odbrane ¢éelije
kada, usled toplotnog stresa, zapo¢ne toplotna denaturacija proteina (Hilton i sar., 2013). sHSP
karakteriSe visok afinitet prema proteinima ¢ija je konformacija naruSena, ali budu¢i da nemaju
kapacitet za samostalnu reparaciju denaturisanih proteina, neophodno je da se ukljuée ATP zavisni
HSP, poput HSP70 kako bi se izvrSila renaturacija proteina. Prema literaturnim podacima, tokom
toplotnog stresa dolazi do uzajamnog delovanja sHSP i drugih HSP, tako $to se prvo sHSP veZzu za
denaturisane proteine, stabilizuju ih i spre¢avaju formiranje agregata, a potom se ukljucuju ostali HSP
koji uspostavljaju pravilnu konformaciju denaturisanih proteina (Wang i sar., 2004). U biljnim
¢elijama sHSP imaju vaznu ulogu u termotoleranciji i predstavljaju najzastupljeniju klasu
molekularnih Saperona. U ovom radu ispitivana je ekspresija StHSP17.6, StHSP21, StHSP23.9 i
StHSP70-2 u uslovima dugotrajnih tretmana blago povisenom (26 °C, 3 nedelje) 1 visokom (29 °C, 3
nedelje) temperaturom.

Utvrdeno je da dugotrajni tretman visokom temperaturom (29 °C) indukuje ekspresiju svih
ispitivanih sHSP gena, a najvise StHSP21. Indukcija ovih gena pri dugotrajnom tretmanu visokom
temperaturom jasno ukazuje da temperatura od 29 °C predstavlja toplotni stres za biljke krompira.
Interesantno, neki od markera, StHSP21 i StHSP17.6 kod sorte Désirée, su indukovani i pri
dugotrajnom tretmanu povisenom temperaturom, $to ukazuje da i temperatura od 26 °C izaziva eng.
Heat-Shock Response (HSR) biljaka krompira i da taj odgovor zavisi od ispitivane sorte/genotipa.

Ustanovljeno je da SA (1 x 10° M) u veéini slu¢ajeva nije indukovala ekspresiju StHSP gena
kod ispitivanih sorti. Tretman SA tokom dugotrajnog tretmana visokom temperaturom indukovao je
blago povecanje nivoa ekspresije StHSP70-2 gena kod sorte Désirée i StHSP23.9 gena kod sorte
Kennebec. Dobijeni rezultati sugeriSu da egzogena SA, u koncentraciji koja je koris¢ena u ovom
eksperimentu, nema znacajnijeg uticaja na ekspresiju StHSP.
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5.3.3. Uticaj temperature i SA na ekspresiju StSOD gena odabranih genotipova krompira
gajenih in vitro

Ispitivanjem uticaja visoke temperature i SA na ekspresiju StSOD gena kod odabranih sorti
krompira (Agria, Désirée i Kennebec), ustanovljeno je da su dati geni eksprimirani kod sve tri sorte,
ali su uocene znacajne razlike u nivou ekspresije pojedinih gena. Na osnovu toga, izvr$ena je podela
na visoko 1 nisko eksprimirane. Grupa visoko eksprimiranih gena obuhvata: StCuzZnSOD1,
StCuzZnSOD2, StCuZnSOD3, StMnSOD, StFeSOD2 i StFeSOD3, kod kojih se broj transkripata kretao
od nekoliko hiljada do 80.000 kopija/ng RNK. Nasuprot, grupa nisko eksprimiranih gena obuhvatila
je StFeSOD1 i StFeSOD4, sa znac¢ajno manjim brojem transkripata, od jedne do 33,4 kopije/ng RNK
(Slika 43. B).

Na osnovu rezultata ustanovljeno je da su u uslovima visoke temperature svi StCuZnSOD geni
visoko eksprimirani kod ispitivanih sorti krompira. Dugotrajni toplotni stres indukovao je poveéanu
ekspresiju StCuZnSOD1 gena kod sorte Désirée (9,4 puta vise u odnosu na kontrolu) i sorte Kennebec
(2 puta vise u odnosu na kontrolu), dok je kod toplotno-osetljive sorte Agria redukovao njegovu
ekspresiju. Sli¢an obrazac se uo¢ava u slucaju delovanja toplotnog stresa na ekspresiju StCuZnSOD2
gena, gde je kod sorti Désirée i Kennebec doslo do znacajnog povecéanja nivoa ekspresije (20,8 i 33,3
puta viSe transkripata/ng RNK u odnosu na kontrolu), dok je kod sorte Agria zabelezen pad.
StCuzZnSOD3 gen je najslabije eksprimiran kod ispitivanih sorti u odnosu na druge StCuzZnSQOD, ali
je utvrdeno da dugotrajni temperaturni tretman visokom temperaturom (29 °C) indukuje njegovu
ekspresiju kod sorti Agria i Désirée, dok temperatura od 26 °C dovodi do blagog porasta nivoa
ekspresije datog gena samo kod sorte Agria. Budu¢i da je prethodno ustanovljeno da StCuZnSOD1
kodira citosolnu, StCuzZnSOD2 hloroplastnu, a StCuZnSOD3 najverovatnije peroksizomalnu StSOD,
moze se re¢i da ovi visoko eksprimirani geni igraju vaznu ulogu u antioksidativnoj zastiti ¢elija listova
krompira.

Ekspresija StMnSOD gena kod ispitivanih sorti krompira je konstitutivna i stabilna tokom
primenjenih temperaturnih tretmana, izuzev blago povecane indukcije ekspresije u uslovima
toplotnog stresa kod sorti Agria i Désirée. Jedan od faktora koji uti¢u na osetljivost biljaka krompira
na toplotu je mozda relativno slaba ekspresija StMnSOD gena u uslovima visoke temperature, $to
vodi nedovoljnoj antioksidativnoj zastiti mitohondrija, a time i biljnih Celija. Waterer i sar. (2010) su
pokazali da geneticki transformisane biljke krompira, kod kojih dolazi do prekomerne ekspresije
MnSOD proteina iz pSenice, pokazuju bolju toleranciju na toplotni stres (44 °C) u odnosu na one koje
nisu transformisane.

Ustanovljeno je da dugotrajni temperaturni tretmani indukuju povecanu ekspresiju StFeSOD2
i StFeSOD3 gena kod sve tri ispitivane sorte krompira. Na osnovu predikcije subéelijske lokalizacije,
dati proteini se nalaze u hloroplastima, $to ukazuje na znacajnu ulogu ovih proteina u zastiti
fotosintetickog aparata u uslovima visokih temperatura. Uoceno je da nisko eksprimirani geni
(StFeSOD1 i StFeSOD4), imaju nesto vecu ekspresiju kod sorte Kennebec u odnosu na ostale sorte,
a posebno tokom dugotrajnog tretmana na temperaturi od 26 °C, §to moze ukazati na zastitnu ulogu
ovih gena u uslovima blago povisenih temperatura.

Na osnovu prikazanih rezultata, ustanovljeno je da se toplotno-osetljiva sorta Agria i relativno
termotolerantna sorta Désirée najvise razlikuju u nivou ekspresije StCuZnSOD1 i StCuZnSOD?2 gena,
koji su u uslovima dugotrajnog toplotnog stresa 9,4 i 20,8 puta viSe eksprimirani kod sorte Désirée.
Takode, zapazeno je da se sorta Kennebec razlikuje od druge dve sorte u vecoj zastupljenosti
transkripata StFeSOD1 i StFeSOD4 gena, dok je ekspresija ostalih StSOD gena na nes$to nizem nivou.

Ustanovljeno je da egzogena primena SA uglavnom ima blagi uticaj na ekspresiju StSOD gena
kod ispitivanih sorti. Pozitivan efekat SA na ekspresiju svih StSOD gena uocen je samo kod
termotolerantne sorte Désirée, tokom dugotrajnog tretmana blago povisenom temperaturom. Kod
sorte Agria egzogena primena SA izazvala je znacajan pad nivoa ekspresije StCuZnSOD2 gena u
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kontrolnim uslovima. lako literaturni podaci ukazuju na pozitivan efekat SA na ekspresiju SOD gena,
u ovoj studiji to nije potvrdeno. Feng i sar. (2015) indukovali su ekspresiju ve¢ine SOD gena kod M.
acuminata cv. Tianbaojiao egzogenom primenom 1 x 10#M SA. Li i sar. (2019) postigli su poveéanu
aktivnost i ekspresiju StSOD gena kod biljaka krompira sorte Zaodabai, folijarnom aplikacijom 6 x
10* M SA. Na osnovu rezultata prikazanih u ovom radu, postoji moguénost da je primenjena
koncentracija SA (1 x 10° M) bila suvise niska da stimuli$e ekspresiju osam StSOD gena kod
ispitivanih sorti/genotipova krompira pri razli¢itim temperaturnim tretmanima.

5.4. Uticaj temperature na ekspresiju StSOD gena u razli¢itim organima biljaka sorte Désirée
gajenih ex vitro

Za ispitivanje uticaja temperature na ekspresiju StSOD gena u razli¢itim vegetativnim
organima krompira (fizioloSki mladi i stariji listovi, stoloni, korenovi i krtole) koris¢enjem ex vitro
model sistema, odabrane su biljke sorte Désirée, koja je Cesta model sorta i najrasprostranjenija
kultivisana sorta u Srbiji. Ustanovljeno je da pri optimalnom temperaturom rezimu za rastenje
izdanaka i tuberizaciju krompira (20/17 °C, dan/no¢), dolazi do ekspresije svih StSOD gena u svakom
od ispitivanih organa. Ustanovljeno je da postoji velika razlika u nivou ekspresije pojedinih StSOD
gena, te je izvrSena podela na visoko (StCuZnSOD1, StCuzZnSOD2, StCuzZnSOD3, StMnSOD,
StFeSOD2 i StFeSOD3) i nisko (StFeSOD1 i StFeSOD4) eksprimirane gene, koja je u potpunosti
odgovarala podeli ustanovljenoj koris¢enjem in vitro sistema (Slika 45.). StCuzZnSODL je gen sa
najvisim nivoom ekspresije, koji iznosi ¢ak 97,5 x 10° kopija/ng RNK u stolonima. Pored
StCuzZnSOD1, ustanovljeno je da su StMnSOD i StFeSOD3 takode visoko eksprimirani U ispitivanim
biljnim organima. StMnSOD je jedina mitohondrijalna SOD i krucijalna je u eliminaciji ROS u ovim
organelama, te je sasvim razumljivo zbog ¢ega je ekspresija StMnSOD gena na tako visokom nivou
(posebno u organima cije ¢elije ne sadrze funkcionalne hloroplaste). StFeSOD3 je najvise eksprimiran
u poredenju sa ostalim StFeSOD, a njegova ekspresija je znacajno indukovana u mladim listovima,
Sto je ocekivano budu¢i da je StFeSOD3 hloroplastna SOD. Osim navedenih, u mladim listovima je
visoko eksprimiran StCuZnSOD?2, dok je u drugim organima njegova ekspresija bila na nizem nivou.
StCuzZnSOD3 i StFeSOD2 geni su se karakterisali nizim nivoom ekspresije u ispitivanim organima,
u odnosu na ostale gene. Zapazeno je da su geni koji kodiraju hloroplastne StSOD (StCuzZnSOD2,
StFeSOD?2 i StFeSOD3) vise eksprimirani u mladim nego u starijim listovima pri optimalnom
temperaturnom rezimu za rastenje izdanaka i tuberizaciju krompira. To moze biti posledica povecane
produkcije Oz u mladim listovima usled poveé¢ane metabolicke aktivnosti, sto dalje vodi visem nivou
SOD (Rabinowitch i Fridowich, 1983), dok tokom senescencije listova dolazi do zna¢ajnog pada u
zastupljenosti SOD (Dhindsa i sar., 1981). Buduc¢i da senescenciju listova karakteriSe degradacija
hloroplasta, verovatno usled toga dolazi do utiSavanja gena koji kodiraju hloroplastne StSOD.

Efekat toplotnog stresa (30/20 °C, dan/no¢) pracen je u razliitim organima i razli¢itim
vremenskim tackama: dan pre izlaganja toplotnom stresu, prvog, sedmog i 21. dana dugotrajnog
toplotnog stresa (Slika 47.). Od osam ispitivanih gena, najvise su eksprimirani: StCuZnSOD1,
StCuzZnSOD2, StMnSOD i StFeSOD3 geni. Moze se primetiti da nakon prvog dana toplotnog stresa
kod vecine ispitivanih gena ne dolazi do indukcije ekspresije. U nekim organima ¢ak dolazi do pada
u nivou ekspresije, kao na primer StCuZnSOD1, StCuZnSOD3, StFeSOD4, u starijim listovima.
Medutim, interesantno je da u mnogim organima dolazi do povecane ekspresije StSOD posle sedmog
dana toplotnog stresa. U stolonima, na primer, indukovana je ekspresija ¢ak pet gena (StCuzZnSOD1,
StCuzZnSOD3, StMnSOD, StFeSOD2 i StFeSOD3). U najmladim listovima nakon sedmog dana
tretmana indukovana je ekspresija tri gena (StCuzZnSOD2, StFeSOD3 i StFeSOD2), dok je u
najstarijim listovima indukovana ekspresija StFeSOD3 i StFeSOD2 gena. Na osnovu navedenih
rezultata, pretpostavljeno je da indukcija StSOD gena najverovatnije nije deo ranog (brzog) odgovora
biljaka krompira na delovanje visokih temperatura.
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Uoceno je da toplotni stres uglavnom indukuje ekspresiju hloroplastnih StSOD
(StCuznSOD2, StFeSOD2 i StFeSOD3) u listovima, citosolne StCuZnSOD1 i mitohondrijalne
StMnSOD u stolonima, dok na ekspresiju StSOD gena u ostalim ispitivanim organima nije imao
znaCajnijeg uticaja. Dati rezultati ukazuju da StCuzZnSOD1, StCuzZnSOD2, StMnSOD, StFeSOD2 i
StFeSOD3 geni imaju vaznu ulogu u antioksidativnoj zastiti ¢elija listova i stolona krompira u
uslovima visokih temperatura.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije, mogu se izvesti sledeci zakljucci:

e In silico analizom je identifikovano osam StSOD gena (StCuzZnSOD1-3, StMnSOD i
StFeSOD1-4), a analizom ekspresije gRT-PCR metodom je ustanovljeno da su dati geni
funkcionalni u ispitivanim sortama krompira.

e StCuzZnSOD1-3, StMnSOD, StFeSOD2 i StFeSOD3 su visoko eksprimirani geni, dok se
StFeSOD1 i StFeSOD4 karakteri$u niskim nivoom ekspresije kod ispitivanih sorti krompira.

e Na osnovu pozicije na hromozomima i procenta identi¢nosti izvedenih aminokiselinskih
sekvenci, utvrdeno je da StFeSOD1 i StFeSOD4 predstavljaju tandemski ponovljene gene, a
StFeSOD1 i StFeSOD2 segmentalno ponovljene gene.

e StCuzZnSOD imaju sve karakteristike eukariotskih CuzZnSOD sa pretpostavljenom
lokalizacijom u citosolu (StCuzZnSODZ1), hloroplastima (StCuzZnSOD2) i peroksizomima
(StCuznSOD3).

e StMnSOD i StFeSOD u svojoj strukturi poseduju karakteristicne konzervativne Mn-FeSOD
domene na N-terminusu (PF00081.24) i C-terminusu (PF02777.20), ali se razlikuju u poziciji
Q ostatka u aktivnom mestu Sto odreduje specifi¢nost enzima za vezivanje Mn ili Fe jona.

e StFeSOD2 pokazuje visok nivo sli¢nosti sa FSD2/PAP9 proteinom A. thaliana u strukturi C-
terminalnog regiona, zbog ¢ega se pretpostavlja da ovaj protein moze imati sli¢nu funkciju
kao FSD2/PAP9, a to je oksidativna zastita nezrelih hloroplasta.

e Na osnovu in silico predikcije subcelijske lokalizacije, kao i sveobuhvatnih razmatranja o
strukturi StFeSOD proteina 1 nastanku pojedinih formi putem duplikacije gena, mozZe se
zakljuciti da je StFeSOD4 najverovatnije citosolni protein, dok su StFeSOD1, StFeSOD2 1
StFeSOD3 hloroplastni proteini.

e Tretman blago poviSenom temperaturom (26 °C) ima negativan uticaj na rastenje i razvice
izdanaka biljaka sorti Agria i Kennebec, dok tretman visokom temperaturom (29 °C) nema
efekta na rast izdanaka sorte Désirée, $to je u skladu sa prethodnim nalazima u kojima je
Désirée okarakterisan kao relativno toplotno-tolerantan genotip. Budu¢i da odabrani
temperaturni tretmani uglavnom nisu imali uticaja na broj, duzinu i svezu masu korenova,
moze se zakljuciti da optimalni uslovi za rastenje 1 razvi¢e izdanaka i1 korenova biljke ne
moraju biti u istom temperaturnom opsegu, kao i da zavise od sorte/genotipa krompira.

e Egzogena primena SA u koncentraciji od 1 x 10° M pri dugotrajnom tretmanu blago
povisenom temperaturom (26 °C) uglavnom ispoljava pozitivan efekat na rastenje izdanaka,
dok u uslovima visoke temperature (29 °C), efekat SA zavisi od genotipa krompira. Sa druge
strane, tokom datih temperaturnih tretmana, SA nema uticaja na broj korenova, ali suprimira
njihovo izduZivanje, Sto ukazuje da SA ima razlicit efekat na nadzemni i podzemni deo biljaka
krompira.
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Sorta/genotip Désirée karakterisala se najvisim nivoom ekspresije ¢ak pet od Sest visoko
eksprimiranih StSOD gena u uslovima dugotrajnog toplotnog stresa (29 °C) in vitro, §to
ukazuje da se bolja toplotna tolerancija ove sorte u odnosu na sorte Agria i Kennebec moze
delom objasniti efikasnijom antioksidativnom zaStitom.

Analizom ekspresije StFeSOD gena je utvrdeno da dugotrajni temperaturni tretmani
povisenom (26 °C) i visokom temperaturom (29 °C) indukuju ekspresiju StFeSOD?2 i
StFeSOD3 gena kod sve tri ispitivane sorte krompira u uslovima in vitro. Buduéi da je
pretpostavljeno da se StFeSOD2 i StFeSOD3 proteini nalaze se u hloroplastima, moze se
zakljuciti da produkti navedenih StFeSOD imaju vaznu ulogu u zastiti fotosintetiCkog aparata
u uslovima oksidativnog stresa prouzrokovanog visokom temperaturom.

Egzogena primena SA u koncentraciji od 1 x 10° M uglavnom nije imala velikog uticaja na
ekspresiju StSOD gena, sa izuzetkom sorte Désirée u dugotrajnom tretmanu blago povisenom

temperaturom (26 °C) gde je ustanovljen snazan stimulatorni efekat SA na ekspresiju svih
StSOD.

StCuzZnSOD1, StMnSOD i StFeSOD3 su najvise eksprimirani geni u razli¢itim vegetativnim
organima biljaka sorte Désirée gajenih ex vitro u optimalnim temperaturnim uslovima, te se
moze re¢i da produkti datih gena predstavljaju 1 najznacajnije SOD komponente
antioksidativnog sistema u ¢elijama ove sorte krompira.

Geni koji kodiraju hloroplastne StSOD su visoko eksprimirani u mladim (StCuZnSOD?2 i
StFeSOD3) i starijim listovima (StFeSOD3), dok su geni koji kodiraju citosolne i
mitohondrijalne StSOD (StCuzZnSOD1 i StMnSOD) visoko eksprimirani u stolonima i
korenovima biljaka sorte Désirée gajenih ex vitro u optimalnim temperaturnim uslovima.

Dugotrajni toplotni stres (30/20 °C, dan/no¢) je indukovao ekspresiju gena za hloroplastne
StSOD (StCuzZnSOD2, StFeSOD2 i StFeSOD3) u listovima, a citosolne (StCuzZnSOD1) i
mitohondrijalne (StMnSOD) StSOD u stolonima kod ex vitro gajenih biljaka sorte Désirée,
Sto ukazuje da StSOD imaju vaznu ulogu u antioksidativnoj zastiti ¢elija listova 1 stolona
krompira u uslovima visokih temperatura.
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naucno-tehnoloske saradnje izmedu R. Srbije i R. Slovenije: ,,Screening of potato breeding clones
suitable for cultivation in Slovenia and Serbia for resistance to pathogens, drought and heat stress*.

U toku svog naucno-istrazivatkog rada, Jelena Rudi¢ je koautor viSe nau¢nih radova u
domacim 1 medunarodnim ¢asopisima, ukljucujuci i Sest radova u casopisima sa SCI liste, od kojih
su dva proistekla iz doktorske disertacije. Takode, koautor je jednog poglavlja u knjizi. Jelena Rudi¢
je ¢lan Drustva za fiziologiju biljaka Srbije (DFBS) i Federacije evropskih drustava za biologiju
biljaka (FESPB).
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H3jaBa 0 ayTOpCTBY

MMe u npesuMe ayTopa: JesneHa J. Pyauh

Bpoj uapekca: 63019/2013

H3sjaB/byjem
Jla je IOKTOpCKa JiucepTalyja no/i HacJ0BOM:

Cynepokcuj-aucmyrtaze Kpomnupa (Solanum tuberosum L.): Kkapakrepusapuja
u30¢popMH U eKcrIpecHja y ycJI0BHMa BUCOKHX TeMIlepaTypa

® pe3yJTaT CONCTBEHOT UCTPAKUBAYKOT Pasia;

e Jla lucepTalivja y 1[eJIMHU HU y JleJJOBUMA HUje 6uia mpejiokeHa 3a CTUIambe Apyre
JMILJIOMe IIpeMa CTYJHMjCKUM [IporpaMyuMa JJpyrux BUCOKOLKOJICKUX YCTAHOBA;

® Jia Cy pe3yJiITaTH KOPEKTHO HaBeJJEHHU U

® /la HMCAM KpIlIKJa ayTOPCKa NpaBa MU KOPUCTH/Ia UHTEEKTYaHY CBOjUHY APYTHUX
JMLa.

MoTniuc ayTopa

Y Beorpangy,
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U3jaBa 0 MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOr
paja

HmMe v npe3uMe ayTopa: JeaeHa J. Pyauh
Bbpoj unpexkca: 3019/2013
Ctynujcku nporpam: buosoruja

HacnoB papa: Cynepokcua-aucmyrtasze Kpomnupa (Selanum  tuberosum L.):
KapakTepH3anyja u30¢popMH H eKCnpecHja y ycJI0BMMa BUCOKHX TeMIlepaTypa

MenTopu: Ap UBana MoMuynioBuh, HayYHHM CaBETHUK
Ap Aymuna Janomesuh, Baupeguu npodecop

HzjaBmyjeM ga je wWTamnaHa Bep3Wja MOr JIOKTOPCKOr pajla MCTOBETHA eJIEKTPOHCKO]
BEpP3HjU KOjy caM [pejaJja pajd NoxpawkbHBawka y JUrMTaJIHOM pPeno3uTopujymy
Yuupepsureray Beorpapay.

Jlo3Bo/baBaM /fia ce o6jaBe MOjH JIMUHH oAl Be3aHH 3a J00Hjambe aKaJIeMCKOT Ha3HBa
JIOKTOpA HayKa, Kao IITO CY UMe U [Ipe3uMe, rojIiHa U MecTOo pohewa U J1IaTyM oJ0paHe paja.

OBH JIMUHH N0/IAIA MOTY Ce 06jaBUTH HAa MPEXKHHUM CTPAHHIAMa JUTUTA/HE GUOJIMOTEKE, ¥
eJIeKTPOHCKOM KaTaJIory M y nybrMKanujaMa YHUBep3uTeTa y beorpany.

IloTnuc ayTopa

Y Beorpangy,
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U3jaBa o kopumhemwy

Opsawthyjem YuuBepsutTeTcky O6ubauoreky ,CBero3ap Mapkosuh” pga y /JlururanHu
penosuTopujym YHuBepsuTera y beorpasy yHece MOjy AOKTOPCKY AWCEpTaLMjy MNOA
HaCJIOBOM:

Cynepokcua-aucmyTase Kpomnupa (Solanum tuberosum L.): Kapakrepu3aunuja
M30pOpPMH U eKcnpecHja y ycJIOBUMa BUCOKHX TeMInepartypa
KoOja je Moje ayTOpPCKO J1eJ10.

JlucepTaiujy ca CBUM NpHJI03MMa Npejaa caM y eJIeKTPOHCKOM ¢popMaTy noroAHoM 3a
TPajHO apXHUBHUpakbe.

Mojy AOKTOPCKY AucCepTalUjy noxpaweHy y JAMrutajHoM peno3uTopujymy YHUBep3uTeTa y
Beorpasy ¥ 0CTYNHY y OTBOPEHOM MPUCTYNY MOI'Y la KOPUCTE CBU KOjH MOLITYjy ojpeade
caapxaHe y ojabpaHoM Tuny sauueHue KpeatuBHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a
KOjy caM ce oJJly4yuJia.

1. Ayropctso (CC BY)
2. AytopctBo - HekomepuujasHo (CC BY-NC)
@Ay’ropcrao - HeKoMepuujasHo - 6e3 npepaza (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLMjaJIHO - 1eJIMTH oA ucTum ycanosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo - 6e3 npepaza (CC BY-ND)
6. AyTOpCTBO - J1eIUTH noj UcTuM ycesaosuma (CC BY-SA)

(MosiMMO 2@ 3a0KPYKUTE CaMo jeIHY O/ leCT NoHyheHUX JIMLeHLH.
KpaTak onuc JMLEHLH je caCTaBHHU J1e0 OBe U3jaBe).

ITornuc ayTopa

Y Beorpaay,
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1. AytopcTBoO. /l03BO/baBaTe YMHOXKaBame, JHUCTPUOYIIMjY M jaBHO caolliTaBame Jesa, U
npepaje, ako ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HadydH ofpeheH of cTpaHe ayTopa MM JaBaola
JIMLEHIE, YaK U Y KoMepLHjaiHe cBpxe. OBO je Hajc/10601HHja 0/, CBUX JIMLIEHIIH.

2. AytopcTBO - HeKoMepuujaaHo. /[o3Bo/baBaTe YMHOMKaBaibe, AUCTPUOYLHjY U jaBHO
caomiuiTaBame Jiesia, U Tpepajie, ako ce HaBeje HMe ayTopa Ha HauHH ofpeheH oJ cTpaHe
ayTopa WJH iaBaolia JulleHile. OBa JTUIEHIA He 103B0/haBa KOMePIUjaJHy YyIoTpeOy Jesa.

3. AyTopcTBO - HeKoOMepUHUjaJIHO - 06e3 mnpepaja. /[lo3Bo/baBaTe YMHOMaBakbe,
JUCTPUOYLHjY M jaBHO caoIlUTaBame JAesa, 6e3 MpoMeHa, NpeobJHKoBakbha WIH ynoTpebe
Jlesia y CBOM [JeJly, aKo ce HaBeJie MMe ayTopa Ha HadyWH ojpeheH oj CcTpaHe ayTopa HJIH
JlaBaoua Jgurnenne. OBa JUIleHIIA He 103B0/baBa KOMepIHjaJHy yrnoTpeby Aena. Y oHOCY Ha
CBe 0CTaJie JIUIIEHIIE, OBOM JIMI|EHIIOM Ce OTpaHHU4YaBa Hajeehn o6uM npara kopumhemwa fena.

4., AyTOpPCTBO - HEKOMEPIHjaJIHO - JAEJMTH HOJ HCTHM YycJ0BHMA. [o3Bo/baBaTe
YMHOXaBambe, JUCTPUOYIHjY U jaBHO caolllTaBarbe Jesa, U IpepaZie, ako ce HaBeJe HMe
ayTopa Ha Ha4YuH oJipeheH oJ cTpaHe ayTopa WJIM JjaBaola JHIleHIle U aKo ce Mpepajia
aucTpubydpa Moj HWCTOM WAW CAUMYHOM JikdieHnoMm. OBa JMIEHIla He /03B0JbaBa
KOMepIHjaJHy YIOTpPeby AeJia U mpepaja.

5. AytopctBo - 6Ge3 mpepaga. /lo3Bo/baBaTe YMHOKaBakbe, JUCTPUOYIU)Y U jaBHO
caollITaBame Jiesa, be3 mpoMeHa, NpeobAUMKOBaba WK ynoTpebe Jesia Y CBOM Jiesy, aKko ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha HauyMH ojpeheH oJ] cTpaHe ayTopa WM JAaBaouna JuleHue. Opa
JIMLIeHIIA 103B0/baBa KOMepLMjaHy YIIoTpe6y Jea.

6. AyTOpPCTBO - AEJHUTH NOJA UCTHUM yCJA0BUMA. /[03B0/baBaTe YMHOXKaBakhe, AUCTPUOYIIHjY
M jaBHO caolllliTaRame Jlesa, U Mpepajie, ako ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HayHH ojapelheH ox
CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIUIEHIlE U aKo ce Mpepaja JUCTPUOYUpaA MOJ HCTOM WJIH
CAMYHOM JuleHuoM. OBa JiMIEHIIA J103BOJbaBa KOMepLHjalHY ynoTpeby Jena U npepaja.
CnuyHa je copTBEPCKUM JHLEHLAaMa, OAHOCHO JIUIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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