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HLADNOCA | SMRZAVANJE

STRES UZROKOVAN HLADNOCOM (chilling stress)

-fizioloske i/ili strukturne promjene uzrokovane

temperaturama nizim od optimalnih koje ne uzrokuju
smrzavanje (za vecinu biljaka 0-12 °C)

STRES UZROKOVAN SMRZAVANJEM (freezing stress)

-fizioloSke i/ili strukturne promjene uzrokovane stvaranjem
kristala leda u tkivima | organima




1. UCINCI HLADNOCE | SMRZAVANJA NA BILJKE

Promjena funkcije membrana

-utjeca] fluidnosti biomembrana na njihovu strukturu i funkciju

-toplina - ubrzava kretanje molekula,

Eiling siress medumolekularne sile su slabije,
¥ Coli mumirunae membrane su fluidnije
iquid-Crystalline Solid gel (S emifluidno stanj e)
Survival REUE: e
t 1 1 \ -hladnoc¢a - biomembrane su
Return to n.ormal . _ o ,,krute” (SemikriSta"niénO Stanje)
metabolism Cessation of protoplasmic Increased activation of Enhanced . ..
1 streaming energy-bound enzymes permeability - pot re b n O Vlse e n e rg IJ e Za
s A i u / 1 / v aktivaciju biokemijskih procesa
to20C Reduced ATP Imbalance in Solute leakage and ) o ) .
supply metabolism disrupted ion balance RN pro mjena lelkaI NI h SVOJ Stava
lipidnog dvosloja te svojstava i
Aokl o aktivnosti membranskih proteina
OXIC me ies v
g » [ Sent Temperatura tranzicije — temp. pri

kojoj semifluidno stanje prelazi u
semikristalinicno (promjena faze)

Theocharis, A., Clément, C., & Barka, E. A. (2012). Physiological and molecular
changes in plants grown at low temperatures. Planta 235(6), 1091-1105.



Formiranje kristala leda — poremec¢aj vodne ravnoteze
-ostecenje stanica dehidracijom

-kemijski potencijal vode u ¢vrstom (smrznutom) stanju je nizi u
odnosu na kemijski potencijal vode u teku¢em stanju

Dehidracija stanica i mehani¢ko oste¢enje membrane

1. formiranje kristala u medustanic¢nim prostorima i ksilemskim
provodnim elementima (zbog nize koncentracije otopljenih tvari u
tim prostorima u odnosu na citosol)

2. gibanje vode iz protoplasta u medustaniCne prostore (stanica

gubi vodu —>deh|dracua) o o
\ 3. daljnje povecanje posto-

jecinh kristala u medustani-
// ¢nom prostoru i mehanicka
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4. Dodatna oStecCenja zbog postojanja veze izmedu membrane i stijenke

-djelovanje niskih temperatura na dehidrirana tkiva (npr. siemenke i spore) ne
uzrokuje ostecCenja



Oksidacijski stres

-glavni izvor ROS su kloroplasti
-hladnocCa ima manji uCinak na apsorpciju svjetlosne energije, ali
djeluje na prijenos elektrona — smanjena stopa fiksacije CO, u
Calvinovu ciklusu je uzrok nastajanja ROS (osobito izrazeno u
uvjetima visokog intenziteta svjetlosti)

-porast staniCcnog H,O, i ostalih ROS dovodi do oStecenja membrana

(lipidne peroksidacije) — oStecenje plazmatske membrane kao |
membrana organela

ROS kao signalne molekule

-pokretanje prijenosa signala - akumulacija ROS (“oxidative burst” — oksidacijski
prasak) unutar nekoliko sati nakon izlaganja hladnoci (dio procesa aklimatizacije)

-regulacija brojnih gena koji se aktiviraju u uvjetima hladnocCe i smrzavanja
(cold-responsive genes) je povezana s prijenosom signala u kojem
sudjeluju ROS



Ostale promjene

-zakiseljavanje citosola zbog narusavanja prijenosa H*-iona preko
plazmatske membrane i tonoplasta — ucinak na metaboliCke reakcije

-promjene metabolizma ugljikohidrata

— smanjena stopa rasta listova,
venuce, kloroza, nekroza




2. AKLIMATIZACIJA 1 OTPORNOST

-maksimalni stupanj tolerancije smrzavanja nije ,konstitutivno”
svojstvo vec se inducira tijekom aklimatizacije, kao odgovor na
temperature koje ne uzrokuju smrzavanje (temp. nize oko 10 °C od optimalne)

-glavni okolisni uvjeti koji potiCu aklimatizaciju: niska temperatura te fotoperiod
-promjene kvalitete i intenziteta svjetlosti - putem fotoreceptora fitokroma
-Arabidopsis thaliana — fitokrom B (PhyB) osim u percepciji svjetlosti sudjeluje
| u odgovoru na temperaturne promjene (reverzija aktivnog Py, u inaktivni

P, kontrolirana je i promjenom temp.)

AKLIMATIZACIJA NA HLADNOCU, tj. povec¢avanije tolerancije
smrzavanja uslijed prethodnog izlaganja niskim temperaturama koje
ne uzrokuju smrzavanje ukljuCuje sljedece mehanizme:

-stabilizaciju membrana

-akumulaciju kompatibilnih osmolita

-aktivaciju antioksidacijskog sustava

-biosintezu proteina koji imaju krioprotektivhu ulogu
-promjenu ekspresije gena (cold-responsive genes)



Stabilizacija membrana

-promjena sastava membranskih lipida — odrzavanje fluidnosti membrana |
pri nizim temperaturama

-ubrzan proces desaturacije (uvodenje dvostrukih veza u masne kiseline
glicerolipida uz enzime desaturaze — povecanje udjela nezasu:emh masnlh
kiselina) — promjena faze (prelazak u semikristalini¢no
stanje) pri niZoj temperaturi

-selekcija masne kiseline za sintezu fosfati- % %
dne kiseline (PA) i njezinih derivata (uz acil- §§
transferaze koje prenose aktivirane masne kiseline ‘

na hidroksilne skupine glicerol-3-fosfata) | o~ Vi g

Glikoliza
¥

Unutradnja mem

-povecanje udjela fosfolipida i pad
udjela sfingolipida glukocerebrozida
-promjena udjela membranskih sterola

14
Dihidroksiacelofi -fosfal (DHAP)

endoplazmatski
retikulum

Promjene koliCine i aktivnosti

membranskih proteina; npr. imaju ulogu
,senzora” hladnoce i unosa kalcija, interakcije
s citoskeletom, zaStite od oStecenja
(dehidrini) i popravka membrane crosoL

18:0 -ACP

Gt \r\@

BP Kompleks masne
U Gl acll sintetaze

PA — fosfatidna kiselina (diacilglicerol-fosfat)



Akumulacija secera i drugih kompatibilnih osmolita
(krioprotektivna uloga)

-Seceri i drugi osmoliti (npr. prolin, poliamini, glicin-betain, saharoza,
glukoza, fruktoza, rafinoza, stahioza, Secerni alkoholi)
-krioprotektivna uloga - akumuliraju se u citosolu

-ublazavanje ucCinka dehidracije, a neki imaju i ulogu zastite
membrana

-krioprotektivna uloga nekih proteina — stabiliziraju proteine i
membrane za vrijeme dehidracije uzrokovane niskim temperaturama




Aktivacija antioksidacijskog sustava

-tjekom aklimatizacije na hladnocu dokazana je poviSsena aktivnost
antioksidacijskih enzima APX, GR, MDAR, DHAR i poviSena
ekspresija gena za te enzime

-genski modificirane biljke koje pokazuju povec¢anu ekspresiju

Cu/Zn SOD, APX vezane uz tilakoide te GPX | GR su tolerantnije na

stres uzrokovan hladnoc¢om i poviSenim intenzitetom svjetlosti u
odnosu na biljke divljeg tipa

Akumulacija antocijana

-vidljiva reakcija na hladnocCu (i neke druge stresne uvjete)
-aktivacija fenil-propanoidnog i drugih putova biosinteze sekundarnih
metabolita

-sinteza regulirana enzimima fenilalanin amonijska lijaza (PAL) |
halkon sintaza

-uloga nije u potpunosti objasnjena, ali postoje naznake o povecanoj
zastiti od visokih intenziteta svjetlosti i ROS



Pojava “antifreeze” proteina

-ograniCavaju rast kristala leda na podrucje apoplasta (vezu se
na povrsinu kristala leda, ograniCavaju daljnji rast | spreCavaju
Sirenje leda u unutrasnjost stanice)

-npr. apoplastni PR (pathogenesis related) proteini
-endohitinaze, (1—>3)R-endoglukanaze i osmotin su antifreeze

proteini u ozime razi

An antifreeze protein adsorbed on
ice surface inhibits ice crystal growth
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Antifreeze protein

-za vrijeme aklimatizacije ozimih zitarica akumuliraju se topivi Seceri
u podrucju staniCnih stijenki i ograniCavaju rast kristala leda



b. C. lce surface

Water molecules coordinated  Adsorption model illustrating
on the adsorption site of adsorption between an
the protein antifreeze protein and ice crystal

e

Tis antifreeze g} Foo
protein 2a 8

Tis antifreeze protein can adsorb
onto multiple ice crystal surfaces

!

Higher antifreeze capacity

Tis antifreeze
protein

Tis antifreeze
protein

Tis antifreeze £
protein

http://www.spring8.or.jp/en/news_publications/press_release/2012/120529/



Prijenos signala

-primarno mjesto percepcije hladnoce je vjerojatno vezano uz

promjenu fluidnosti membrane (specifiCni receptor joS nije poznat)
-tretman agensima koji mijenjaju fluidnost membrana dovodi do promjene
tolerancije smrzavanja i aktivacije gena induciraninh hladno¢om

-uloga kalcija u prijenosu signala —
brza promjena koncentracije
citosolnog kalcija (uglavnom uslijed
ulaska Ca iz izvanstaniCnhog prostora)
-promjena organizacije citoskeleta
-reakcija Ca s proteinima koji vezu Ca
(Ca-binding proteins) i interakcija s
ostalim sastavnicama signalnog puta
— kaskada fosforilacija proteina —
transkripcijski faktori i geni (cold
responsive genes)

-ostale sastavnice prijenosa signala:
ROS, proteinske kinaze, proteinske
fosfataze, lipidne molekule (npr.
fosfatidna kiselina), ABA, etilen,
salicilna kiselina

-uloga prolina u ekspresiji gena

koji imaju proline-responsive element
u promotoru

Stress signal receptor ( ) NSCCs \
| ‘\

Mitochondria
S~ car

~mM

%depolarizati o
L~

Cytosol
pr— 2+
6 Ca Ca2¢_nM

ACASs

Transcription
factor

| Vacuole
\ Caz* ~mM

Altered gene

expression like g
CBF/DREB1 - Cold stress

k\ DRE/CRT cis-element tolerance

4

DREB - Dehydration-responsive element-binding transcription factor

Lindberg, S., Kader, M.A. and Yemelyanov, V., 2012. Calcium
signalling in plant cells under environmental stress. In: Environmental
adaptations and stress tolerance of plants in the era of climate change
(pp. 325-360). Springer, New York, NY.



Primjer:

Uloga membranskog proteina sinaptotagmina u toleranciji
smrzavanja

-sinaptotagmini djeluju kao senzori za kalcij

-u A. thaliana protein SYT1 naglo poraste tijekom aklimatizacije na
hladnocu

A
‘. * 7 .

< | punctured T resealing
O PM .

: S

CQN 0

O | syT1 =
\. o \\ J \ J

PM damage Ca?*-influx %ﬂb?:géafﬂg%ﬁo Membrane resealing

A — mehanicko oStecenje plazmatske membrane kristalom leda

B — ulazak kalcija u stanicu na mjestu ostecenja

C — nakon vezanja Ca na SYT, fuzioniraju se endomembrane na ostecenom mjestu
D — “popravak” membrane na mjestu ostecenja

Tomokazu Yamazaki et al. (2008). Calcium-dependent freezing tolerance in Arabidopsis involves membrane
resealing via synaptotagmin SYT1. The Plant Cell 20: 3389-3404.



Promjena ekspresije gena

-tjekom aklimatizacije na hladno¢u dogada se promjena ekspresije gena
(tzv. cold-inducible genes i cold-responsive genes)

-neki geni koji se induciraju pod utjecajem niske temp. takoder se induciraju
u uvjetima manjka vode ili pod utjecajem ABA

Primjert:
-gen koji kodira desaturazu masnih kiselina (gen za FADS8 u vrste Arabidopsis)
FAD — fatty acid desaturase

-geni koji kodiraju molekularne Saperone - HSP70 i HSP90 (ublazavanje
denaturacije izazvane hladno¢om), enzime za biosintezu osmolita,
detoksifikacijske enzime...

-geni koji kodiraju regulatorne proteine i proteine koji sudjeluju u prijenosu
signala (npr. kinaze i proteine srodne kalmodulinu)

-proteini koji se sintetiziraju pod utjecajem hladnocCe su homologni proteinima
iz sljedecih proteinskih familija:

RAB (responsive to ABA)

LEA (late embryo abundant) — sinteti-

ziraju se i kao odgovor na osmotski stres

DHN (dehydrin) — ubrajaju se u LEA



Prijenos signala u odgovoru na osmotski i toplinski stres te hladnocu
-neki transkripcijski faktori mogu sudjelovati u viSe signalnih puteva

Osmotic Heat Cold
stress stress stress
NCED
A A

2)

transkripcijski
faktori

AREBIABF DREB2 ) ( DREB1/CBF

Ny

Nakashima, K. et al. (2018).

ABRE | DRE/CRT | Application of biotechnology to
¢ wlr wlr generate drought-tolerant soybean
plants in Brazil: development of
Expression of target stress-inducible genes genetic engineering technology of

crops with stress tolerance against
degradation of global environment.
In: Crop Production under

Enzymes for synthesis of osmoprotectants (sugars, proline, etc.) including GolS

LEA proteins Water channel proteins Proteinases Chaperons etc.

Stressful Conditions (pp. 111-130).

Stress response and tolerance Springer, Singapore.

Osmotski, toplinski i stres uzrokovan hladno¢om induciraju
biosintezu ili aktivaciju transkripcijskih faktora koji reguliraju
ekspresiju gena. Proteini koje ti geni kodiraju omogucuju

toleranciju stresa. GolS - galactinol synthase
-enzim u biosintezi rafinoze



Povecanje ostecenja hladno¢om uzrokovano bakterijama

-bakterije Pseudomonas syringae i Erwinia herbicola — na povrsini listova u
prirodnim uvjetima

-pri temp. -3 do -5 °C utjeCu na formiranje kristala leda na povrsini listova (mraz, inje)
-neki njihovi proteini djeluju kao nukleatori (vezu molekule vode duz repetitivnih

aminokiselinskih domena u proteinu)
-povrsinski led se brzo Siri u medustaniCne prostore lista — dehidracija stanica

Lindow, S. E., Arny, D. C., Upper, C. D. (1982). Bacterial ice nucleation: a factor in
frost injury to plants. Plant. Physiol. 70, 1084-1089.

Daljnja istrazivanja: u P. syringae — proteni-nukleatori od oko 150 kDa;
-potvrdena je ekspresija modificiranih proteina koji nemaju svojstvo nukleatora,

ali za sada nisu strukturno opisani

Juurakko, C. L., Walker, V. K. (2021). Cold acclimation and prospects for
cold-resilient crops. Plant Stress, 2, 100028.
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