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Tamara Vuk, mag. biol. mol. (SveuciliSte u Zagrebu,
Prirodoslovno-matematicki fakultet, Bioloski odsjek, Zagreb):
Metilacijski obrasci genskih regija uro¢njaka (Arabidopsis
thaliana L.) vezanih proteinima BPM1 i DMS3

Sandra Vitko, mag. biol. exp. (SveuciliSte u Zagrebu,
Prirodoslovno-matematicki fakultet, BioloSki odsjek, Zagreb):
Utjecaj poviSene temperature na biokemijske pokazatelje
oksidacijskog stresa u uro¢njaka s promijenjenom ekspresijom
gena bpml

Renata Biba, mag. educ. biol. et chem. (SveuciliSte u Zagrebu,
Prirodoslovno-matematicki fakultet, BioloSki odsjek, Zagreb):
Utjecaj nanocestica srebra stabiliziranih razlic¢itim omotacéima
na isklijavanje i pojavu oksidacijskog stresa u klijancima
duhana (Nicotiana tabacum L.)

Pauza

Dr. sc. Iva Pavlovi¢ (Institut Ruder Boskovi¢, Zagreb):
Interakcija indolnih glukozinolata i auksina u kupusnjacama
tijekom solnog stresa

Sanja Grubisié, mag. ing. agr. (SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Fakultet agrobiotehnic¢kih znanosti
Osijek):

Bioraspolozivost makroelemenata i mikroelemenata iz soka
pSenicéne trave (Triticum aestivum L.)

Jelena Ravlié¢, mag. biol. (Agrigenetics d.o.o. Osijek; Sveuciliste
Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Fakultet agrobiotehnickih
znanosti Osijek):
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+ Tamara Vuk, mag. biol. mol.

SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet, BioloSki odsjek,
Horvatovac 102a, Zagreb

Metilacijski obrasci genskih regija uroénjaka (Arabidopsis thaliana L.) vezanih
proteinima BPM1 i DMS3

Protein BPM1 uroénjaka pripada porodici proteina s domenama MATH (Meprin and
TRAF Homology) i BTB (Bric-A-Brac, Tramtrack, Broad Complex) s utvrdenom ulogom
u procesu proteasomske razgradnje ovisne o ubikvitinu. Dokazana je interakcija
proteina BPM1 s proteinima DMS3 i RDM1 koji kao komponente kompleksa DDR
reguliraju vezanje polimeraze V na ciljane sljedove DNA tijekom metilacije DNA de
novo posredovane malim molekulama RNA (RdDM). Mehanizam RdDM osigurava
uspostavu metilacije u sva tri poznata konteksta, kao i odrzavanje asimetricnog
konteksta metilacije CHH specificnog za biljke.

Metodom kromatinske imunoprecipitacije identificirane su zajednicke vezne regije
proteina BPM1 i DMS3 na genomu vrste Arabidopsis thaliana L. Analiza je provedena
s posebnim interesom za vezna mjesta prisutna u promotorskim regijama gena. Na
temelju dobivenih rezultata selektirani su geni za daljnje analize metilacije i
ekspresije. Metilacijski obrasci gena FWA i CML41 analizirani su bisulfitnom
konverzijom, postbisulfitnom PCR-reakcijom i sekvenciranjem, te obradeni
programom CyMATE. Dobiveni profili usporedeni su izmedu linija divljeg tipa,
transgeni¢nih linija uro¢njaka s pojacanom ekspresijom proteina BPM1, te linije s
nefunkcionalnim proteinom DMS3. Na temelju utvrdenih obrazaca identificirane su
varijabilne metilacijske regije koje ¢e se dalje analizirati metodom pirosekvenciranja
u razliCitim tipovima tkiva. Metilacijski podaci korelirati ¢e se s ekspresijskim
profilima utvrdenim metodom PCR-a u stvarnom vremenu.

R/

+ Sandra Vitko, mag. biol. exp.

SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet, BioloSki odsjek,
Horvatovac 102a, Zagreb

Utjecaj poviSene temperature na biokemijske pokazatelje oksidacijskog stresa
u uroc¢njaka s promijenjenom ekspresijom gena bpml

U uroc¢njaka (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.) prisutno je Sest gena BPM(1-6) koji
kodiraju proteine s domenama MATH (Meprin i TRAF homologija) i BTB/POZ (Bric-
a-Brac, Tramtrack, Broad Complex). Vec¢ina proteina iz obitelji MATH-BTB sudjeluje
u procesu ubikvitinacije prilikom koje E3 ligaze ovisne o kulinu 3 selektivno ciljaju
specificne proteine za razgradnju na proteasomu 26S. Poznato je da protein BPM1,
osim regulacije razvojnih procesa, ima vaznu ulogu u fenotipskoj i fiziolo§koj
prilagodljivosti te sposobnosti biljaka da prezive u promjenjivom okoliSu. Dosadasnja
istrazivanja pokazala su da se BPM1 akumulira i stabilizira na poviSenoj temperaturi
te da su neki od partnera BPM1 proteini koji sudjeluju u odgovoru biljke prilikom
djelovanja oksidacijskog stresa. Stoga je cilj ovog rada bio istraziti uc¢inak poviSene
temperature na biokemijske pokazatelje oksidacijskog stresa u uro¢njaku. Klijanci
urocnjaka s pojacanom (oeBPM1) i utiSanom (amiR-bpm) ekspresijom gena BPM1 su
zajedno s klijancima divljeg tipa bili izlozeni temperaturi od 37 °C tijekom Sest sati.
Biljni materijal prikupljen je u dvije vremenske tocke — odmah nakon isteka toplotnog
stresa od Sest sati te nakon 24-satnog oporavka na temperaturi uzgoja (24 °C). U



tkivu je izmjeren sadrzaj vodikovog peroksida (H20.) i prolina, stupanj lipidne
peroksidacije, kao i aktivnost antioksidacijskih enzima katalaze (CAT), superoksid
dismutaze (SOD) te askorbat (APX) i gvajakol (GPOD) peroksidaza. Nakon izlaganja
temperaturi od 37 °C, kod sve tri linije izmjeren je nizi sadrzaj prolina u odnosu na
kontrolne grupe. Klijanci linije oeBPM1 24 sata nakon izlaganja toplotnom stresu
pokazali su drugaciju dinamiku u sadrzaju H2O; te aktivnosti enzima APX u odnosu
na klijance divljeg tipa te linije amiR-bpm. Dobiveni rezultati ukazuju na mogucu
povezanost odredenih biokemijskih pokazatelja oksidacijskog stresa s proteinom
BPM1.

R/

+ Renata Biba, mag. educ. biol. et chem.

SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet, BioloSki odsjek,
Horvatovac 102a, Zagreb

Utjecaj nanocestica srebra stabiliziranih razlicitim omotacima na isklijavanje i
pojavu oksidacijskog stresa u klijancima duhana (Nicotiana tabacum L.)

Renata Biba, Petra Cvjetko, Karla Kospi¢, Mirta Tkalec, Petra Peharec Stefani¢, Daniel Mark
Lyons, Ana-Marija Domijan, Sandra Sikié¢, Biljana Balen

Jedinstvena fizikalno-kemijska svojstva nanocestica srebra (AgNP) koja im
omogucuju izvrsno antimikrobno djelovanje dovela su do njihove pojacane uporabe
u industriji, medicini i poljoprivredi te istovremeno izazvala zabrinutost zbog njihove
potencijalne toksi¢nosti. Otpustanjem AgNP u okolis zapocinje njihova transformacija
koja dovodi do promijene njihovih svojstava i uvelike otezava razjaSnjavanje
mehanizma njihova djelovanja. Kroz biljke, AgNP se mogu transportirati i akumulirati
u hranidbenim lancima te predstavljati opasnost za cijeli ekosustav. Cilj ovog rada
bio je ispitati u¢inke laboratorijski sintetiziranih AgNP stabiliziranih s dva razlicita
omotaca (polivinilpirolidon - PVP i cetiltrimetilamonijev bromid - CTAB),
primijenjenih u 25, 50 i 100 pM koncentracijama, na isklijavanje, rani rast i pojavu
oksidacijskog stresa u klijancima duhana (Nicotiana tabacum L.) i usporediti ih s
promjenama koje izaziva ionsko srebro primijenjeno u obliku srebrovog nitrata
(AgNO3) u istim koncentracijama. Kako bi se utvrdilo je 1li toksi¢nost AgNP posljedica
samih nanocestica ili iona Ag* koji se s njih otpustaju, primijenjeni su kombinirani
tretmani sa 125, 250 i 500 pM cisteinom, snaznim ligandom Ag*. Pojava
oksidacijskog stresa ispitala se fluorimetrijski mjerenjem razine ROS. OStecenje
biomolekula odredilo se mjerenjem lipidne peroksidacije, koncentracije proteinskih
karbonila i Comet testom. Aktivnost antioksidacijskih enzima superoksid dismutaze,
askorbat  peroksidaze, pirogalol peroksidaze i katalaze izmjerena je
spektrofotometrijski, dok je aktivnost pojedinih izoformi enzima detektirana
nativnom gel elektroforezom i obradom gelova specificnim supstratima. Promjene u
ekspresiji navedenih enzima analizirane su upotrebom specificnih antitijela nakon
prijenosa na membranu (Western blotting). Rezultati su pokazali da su AgNP
stabilizirane s oba tipa omotaca znacajno smanjile postotak isklijavanja i parametre
ranog rasta, iako je nakon tretmana s AgNP-CTAB to bilo jace izrazeno. Pri oba AgNP
tretmana je izmjeren porast koncentracije ROS. AgNP nisu uzrokovale znacajno
oStecenje lipida i proteina, ali je najveca primijenjena koncentracija AgNP-CTAB
rezultirala oStecenjem molekule DNA. Oba tipa AgNP uzrokovala su aktivaciju
antioksidacijskog sustava §to je vidljivo u promjenama u aktivnosti i ekspresiji
antioksidacijskih enzima. Primjena cisteina uspjela je djelomi¢no smanjiti negativan
utjecaj AgNP-PVP, no pri tretmanu s AgNP-CTAB takav je uc¢inak izostao; to ukazuje
na razlike u mehanizmu djelovanja razli¢ito stabiliziranih AgNP. Uz to, tretmani s



AgNP i AgNOs pokazali su samo djelomicno slican fitotoksi¢ni ucinak, §to ukazuje da
je ucinak AgNP manjim dijelom posljedica otpustanja Ag* s AgNP, a vecim dijelom
djelovanja samih nanocestica.

R/

% Dr. sc. Iva Pavlovié¢
Institut Ruder Boskovi¢, Bijenicka cesta 54, Zagreb

Interakcija indolnih glukozinolata i auksina u kupusnjacama tijekom solnog
stresa

Glukozinolati su vrsta specijaliziranih biljnih metabolita prisutni u porodici
Brassicaceae. Glukozinolati su dugi niz godina izu¢avani s aspekta kemijske obrane
biljaka tijekom biotskog stresa, no oni ujedno reguliraju rast, razvoj i odgovor na
abiotski stres. Razina glukozinolata odredena je okoliSnim uvjetima i razvojnim
stadijem biljke te regulirana fitohormonima. Dijele se u tri skupine: alifatske,
aromatske i indolne. Biosintetizirani glukozinolati su inaktivni, a njihova bioloSka
aktivnost postize se razgradnjom do aktivni spojeva koji ukljucuju tiocijanate,
izotiocijanate, oksazolidin-tione, epinitrile i nitrile. Kako bi istrazili bioloSku ulogu
glukozinolata u odgovoru kupusnjac¢a na solni stres razvili smo preciznu UHPLC-
MS/MS za njihovu analizu. Sadrzaj i profil glukozinolata odreden je u dvije
kupusnjace koje se razlikuju u toleranciji na solni stres: Brassica rapa ssp.
pekinensis 1 Brassica oleracea var. capitata nakon izlaganja kratkotrajnom
intenzivnom salinitetu (200 mM NaCl u trajanju od 3, 6 i 24 sata). Indolni
glukozinolati pokazali su najdinamicniji odgovor u obje vrste: akumulaciju pri
kracem vremenu i smanjenje koncentracije porastom vremena izloZenosti stresu.
Indolni glukozinolati specificni su po tome §to dijele dio biosintetskog puta s
hormonom auksinom tj. indol-3-octenom kiselinom (IAA) pri ¢emu je indol-3-
aldoksim (IAOx) mjesto grananja ta dva puta. Takoder, produkt aktivacije indolnih
glukozinolata indol-3-acetonitril (IAN) moze se pretvoriti u IAA djelovanjem nitrilaza.
Kako bi pokazali postoji 1li interakcija izmedu ovih puteva i sluze li indolni
glukozinolati kao potencijalni izvor auksina u stresnim uvjetima izvrSeno je detaljno
profiliranje auksinskog metaboloma te analiza transkriptoma u obje kupusnjace.
Promjene u razini auksinskih prekursora, ukljuc¢ujuci akumulaciju IAN, odrazile su
se razinu aktivne slobodne IAA i procese konjugacije IAA u obje vrste sa svrhom
postizanja auksinske homeostaze u stresnim uvjetima. Navedeni mehanizmi, praceni
promjenama u razini ekspresije odgovarajucih gena, precizno su regulirani u
tolerantnijoj vrsti B. oleracea, posebno pri najduljem salinitetu, Sto upucuje na vaznu
ulogu auksina u toleranciji na solni stres i ujedno potencijalni doprinos indolnih
glukozinolata opazenom odgovoru.

+ Sanja GrubisSi¢, mag. ing. agr.

Sveuciliste Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Fakultet agrobiotehnickih znanosti
Osijek, Vladimira Preloga 1, Osijek

Bioraspolozivost makroelemenata i mikroelemenata iz soka pSeni¢ne trave
(Triticum aestivum L.)

Grubisi¢, Sanja, Rebekic¢, Andrijana

Mladi izdanci pSenice (Triticum aestivum L.) koji se zbog svoje nutritivne
vrijednosti koriste kao prirodni dodatak prehrani u obliku svjezeg soka, praha ili



tableta nazivaju se pSeni¢na trava. Zbog visokog sadrzaja klorofila, bogatog
mineralnog sastava (K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mo, B) te sadrzaja raznih vitamina (A, C,
E i B — kompleks) pSeni¢na trava se u brojnim istrazivanjima pokazala kao
izvrstan dodatak terapiji pacijenata oboljelih od raznih bolesti. Bioraspolozivost
predstavlja koli¢inu hranjive tvari koja je dostupna za apsorpciju u organizmu, te
se moze ispitivati in vitro i in vivo modelima simulacije probave. Cilj istrazivanja
je ispitati ukupne i bioraspolozive koncentracije elemenata u soku pSeni¢ne trave
uzgojene iz konvencionalog i biofortificiranog zrna pS$enice. Takoder, ispitati ¢e se
utjecaj starosti klijanaca pSenic¢ne trave na ukupne i bioraspolozive koncentracije
elemenata. Preliminarnim istrazivanjem na uzorku od 100 genotipova i 5 divljih
srodnika pSenice utvrdile su se ukupne i bioraspolozive koncentracije
makroemenata i mikroelemenata u soku pSenic¢ne trave. Na temelju tih rezultata
izabrano je 9 genotipova i jedan divlji srodnik koji su posijani u poljski pokus.
Tijekom rasta i razvoja pSenice (u fazi cvatnje i mlijeCne zriobe) provedena je
folijarna aplikacija Zn i Se u tri razliCita tretmana. Iz biofortificiranog zrna
pSeni¢na trava c¢e se uzgajati 6, 8 i 10 dana. U ovom dijelu istrazivanja,
bioraspolozivost ¢e se ispitati putem dvije metode simulacije probave in vitro,
metodom po Kiersu i sur. (2001.) i metodom po Minekusu i sur. (2014.). Ovo
istrazivanje znacajno ce pridonijeti boljem poznavanju nutritivne vrijednosti
pSeni¢ne trave. Dobiveni podaci posluzit ¢e za preporuku genotipa pSenice za uzgoj
pSenicne trave kao prirodnog dodatka prehrani.

% Jelena Ravlié¢, mag. biol.

Agrigenetics d.o.o. Osijek, Sveucili§te Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku, Fakultet
agrobiotehnickih znanosti Osijek, Vladimira Preloga 1, Osijek

Oplemenjivanje pSenice

Oplemenjivanje bilja znanstvena je disciplina ¢iji cilj je uzgoj poljoprivrednog bilja
takvih odlika koje ¢e udovoljiti potrebama napredne poljoprivredne prakse i zeljama
potroSaca. Proces oplemenjivanja vrlo je slozen, ovisi o nasljednim osobinama
pojedinih biljnih vrsta i abiotskim i biotskim faktorima. PSenica (Triticum aestivum
L.) se koristi u ljudskoj prehrani oko 10000 godina i jedna je od najznacajnijih
poljoprivrednih kultura. Stvaranje visokorodnih i kvalitetnih krus$nih sorti ozime
pSenice osnovni je cilj tvrtke Agrigenetics. Posebna paznja pridaje se i otpornosti na
razlicite abiotske i biotske stresove. Osnovna metoda oplemenjivanja je hibridizacija
(krizanje) uz selekciju nakon hibridizacije, a tehnicko izvodenje hibridizacije sastoji
se od ru¢ne emaskulacije i opraSivanja. Nakon kriZzanja, kontinuiranom selekcijom
stvaraju se fenotipski ujednacene linije. Rodnost odredenog genotipa utvrduje se u
preliminarnim i sortnim pokusima tijekom nekoliko godina, a analiza kvalitete
ukljucuje masu 1000 zrna, hektolitarsku masu, sadrzaj proteina i lijepka,
sedimentacijsku vrijednost brasna, gluten indeks, farinografske i ekstenzografske
analize. Stvaranje jedne sorte dugotrajan je proces koji traje deset do dvanaest
godina.



