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Izvod: Sve ucestalije i intenzivnije promene faktora spoljasnje sredine deluju na
biljke kao stres. Suofene sa ovim promenama biljke su razvile mehanizme
tolerancije i adaptacije, koji im omogucavaju opstanak. Ovi mehanizmi funkcioniSu
na morfoloskom, fizioloSkom, biohemijskom i molekularnom nivou, medusobno su
povezani, regulisani i uskladeni u integrisani sistem odgovora na promene u Zivotnoj
sredini. Mnogi kljucni regulatorni i funkcionalni molekuli koji ucestvuju u odgovoru
na abioticki stres su identifikovani i time je otvorena moguénost primene novih
strategija u upravljanju stresom. Tema ovog rada su molekularni i biohemijski
mehanizmi odgovora drvenastih vrsta biljaka na razlicite tipove abiotickog stresa, sa
posebnim osvrtom na topole.

Kljuéne reci: abioticki stres, antioksidativni sistemi, male RNK, topola,
transkripcioni faktori

MOLECULAR MECHANISMS OF WOODY PLANT SPECIES ABIOTIC STRESS
RESPONSE

Abstract: More frequent and more intense changes in environmental factors act as a stress on
the plants. Faced with these changes, plants have developed mechanisms of tolerance and
adaptation, which enable them to survive. These mechanisms operate on the morphological,
physiological, biochemical and molecular level, are interconnected, regulated and
coordinated in an integrated system response to changes in the environment. Many key
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regulatory and functional molecules involved in the response to abiotic stress are identified,
thus opening the possibility for implementation of new strategies in the stress management.
This paper outlines the molecular and biochemical mechanisms of response of woody plants
to different types of abiotic stress, with special emphasis on poplars.

Key words: abiotic stress, antioxidative systems, small RNA, poplar, transcription factors

UvVOD

Promene spoljasnje sredine, posebno u uslovima globalnih klimatskih
promena, mogu delovati na zivi svet kao stres. Najvazniji faktori spoljasnje sredine
koji mogu predstavljati abioticki stres za biljke su nedostatak vode (susa), toplota,
hladnoca, visak soli u zemljistu, teski metali(Galovi¢ et al., 2012a, 2012b), UV
zracenje, povecana koncentracija CO,, a za drvenaste biljke i vetar kao oblik
mehanickog stresa. Hipoksija je takode vazan abiotski stres koji moze da ima
znacCajne posledice, a posebno je bitan kod topola. Osim delovanja pojedinacnih
nepovoljnih faktora, biljke se suocavaju sa zdruzenim delovanjem vise faktora, kao
Sto su suSa i toplota, zaslanjenost zemljiSta i poveéanje temperature (multipli
stresovi). Abioti¢ki stresovi su znacajni uzroci gubitaka poljoprivredne proizvodnje i
prirodne vegetacije, jer uzrokuju mnogobrojne morfoloske, fizioloske, biohemijske i
molekularne promene koje uticu na rast biljaka i produktivnost. Poznavanje i
“upravljanje® abiotickim stresom je posebno vazno za dugorocni rast i opstanak
drvenastih vrsta biljaka. Prilagodavanje biljaka na stresove iz spoljasnje sredine
posredovana je i usaglaSena nizom vrlo slozenih signalnih puteva. Stres-osetljivi
mehanizmi reguli$u razli¢ite ¢elijske i molekularne dogadaje u biljkama i ekspresiju
razli¢itih stres-tolerantnih gena. Nedavno je napravljen veliki napredak u
proucavanju ove slozene kaskade molekula i gena u abioti¢kim i bioti¢kim stresnim
reakcijama (Osakabe et al., 2011).

VisegodiSnje drvenaste biljke su najkompleksnija i najkrupnija drvenasta
forma biljaka. Ovakve Zivotne forme ulazu najvecu koli¢inu produkovanih asimilata
u provodno i mehanicko tkivo i na taj nacin ostvaruju specificnu gradu nadzemnih
organa i omogucavaju adekvatan promet vode od podzemnih do nadzemnih
struktura i kroz njih. Stabla ovih biljaka su ¢esto veoma razgranata, visoka i debela,
ponekad izuzetnih i neobi¢nih dimenzija (Krsti¢ et al., 2011).

Glavna karakteristika drvenaste forme biljaka je viSe-manje ¢vrsto stablo,
omogucéeno stvaranjem sekundarnog celijskog zida izmedu biljnih celija. U
ovakvom ¢elijskom zidu nalaze se mnogobrojne paralelne niti celuloze, povezane
molekulima hemiceluloze i pektina. Dodatnu ¢vrstinu zidu daju polifenolne
supstance tipa lignina (gr¢. lignos-drvo). Sve biljke sa drvenastim stablom nisu
drveée (Krsti¢ et al., 2011).

Vrste roda Populus odabrane su kao model za istrazivanja drvenastih vrsta
u molekularnoj biologiji i biohemiji zbog svojih karakteristika kao Sto su brzi rast,
relativno mali genom, razvijeni eksperimentalni protokoli za transformaciju i
regeneraciju in vitro, postojanje fizickih i genetickih mapa (Trudi¢ et al., 2012).
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Navedene karakteristike omogucavaju primenu savremenih metoda molekularne
biologije za istrazivanja fundamentalnih procesa koji su klju¢ni za rast, razvice,
odgovor na stres i produktivnost drvenastih vrsta, ukljucujuci i primenu tehnologije
rekombinantne DNK (genetickog inzenjerstva).

Prvi sekvencirani genom jedne drvenaste vrste je genom Populus
trichocarpa. Ova vrsta ima kompaktni genom od oko 500 Mbp organizovan u 19
hromozoma (Tuskan et al., 2006; Galovi¢ i Orlovi¢, 2007). Ovaj genom je
oko 50 puta manji od genoma bora, a oko 4 puta veéi od genoma Arabidopsis
thaliana, najznacajnijeg model organizma u molekularnoj biologiji biljaka. Iako
drvenaste vrste imaju svoje specificnosti, fundamentalni mehanizmi razvica i
odgovora na abioticke faktore zajednicki su za sve biljne vrste.

REGULATORI ODGOVORA DRVENASTIH VRSTA BILJAKA NA
ABIOTICKI STRES

U odgovor biljaka na stres ukljuceni su brojni molekularni putevi i sistemi,
izmedu kojih postoje interakcije i uzajamna delovanja. Ovi slozeni putevi Cine
kompleksnu mrezu regulatora od percepcije stresa, preko signalnih puteva, do
odgovora u vidu ekspresije odgovaraju¢ih gena, $to moze rezultovati pojavom
tolerancije i aklimatizacije. Iako su klju¢ni mehanizmi odgovora na stres zajednicki
za sve biljke, postoje specifinosti pojedinacnih biljaka koje uslovljavaju i
specificnosti u reakciji na stres.

Informacije o senzorima abiotickog stresa kod biljaka su veoma
ograni¢ene. Pokazano je kod arabidopsisa da AHKI/ATK1 membranska histidin
kinaza moze funkcionisati kao osmosenzor (Tran et al., 2007). Klju¢nu ulogu u
toleranciji na soli i odrzavanju niske koncentracije Na" i homeostaze jona u éeliji
ima SOS signalni put (Salt Overly Sensitive pathway), najpre okarakterisan kod
arabidopsisa. Ovaj signalni put ima tri osnovne komponente: SOS1 (Na'/H'
izmenjivac-antiport), SOS2 (protein kinaza)) i SOS3 (protein koji vezuje kalcijum).
Povecanje koncentracije Na™ u ¢eliji dovodi do povecanja koncentracije Ca®" koji se
vezuje za SOS3, a SOS3 se potom vezuje za SOS2 i aktivira ga, tako da kompleks
SOS3/S0OS2 fosforilise i aktivira SOS1 na membrani. Nedavno je pretpostavljeno da
SOSI1 moZe biti novi senzor za Na' (Fujii and Zhu, 2009). Komponente SOS
signalnog puta okarakterisane su i kod Populus trichocarpa (PtSOS1, PtSOS2 i
PtSOS3) i pokazano je da postoji funkcionalna konzerviranost ovog puta kod
zeljastih 1 drvenastih vrsta (Tang, 2010). Takode je pokazano da i MAP kinazna
kaskada ucestvuje u prenosu signala zaslanjenosti i hladnoce (Teige et al., 2004), a
SNF1 kinaze —sucrose non-fermentation 1- (SnRKI1, 2 i 3) u prenosu signala
osmotskog stresa i apscisinske kiseline (u daljem tekstu: ABA).

Signalni molekuli, kao §to su inozitol trifosfat (IP3), diacilglicerol, inozitol
heksafosfat i ROS-ovi (eng. Reactive Oxigen Species) mogu dovesti do poveéanja
koncentracije Ca®’, koji je veoma vazan sekundarni glasnik u éeliji. Abioticki i
bioticki stres dovode do produkcije ROS-ova, ¢ija povecana koncentracija takode
predstavlja oblik stresa (oksidativni stres). Jedan od najranijih signala mnogih
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abiotickih stresova upravo su reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) i reaktivne vrste
azota (RNS), koji mogu modifikovati aktivnost enzima i regulisati ekspresiju gena,
pa se smatraju veoma vaznim sekundarnim glasnicima u prenosu signala stresa
(Jammes et al., 2009). ROS-ovi kao signali stupaju u interakciju sa signalima
hormona (Mittler et al., 2011). Potvrdena je i uloga ROS-ova u prenosu signala
osmotskog stresa kod topole (Xiao et al., 2009). Mreza signalnih molekula i
prenosilaca signala treba da omogué¢i adekvatnu ekspresiju gena, kao uslov za
uspesan odgovor na stres.

Transkripcioni faktori i odgovor na stres

Nakon detekcije abiotiCkog stresa jedan od nacina reagovanja biljke na
njega je promena u ekspresiji odgovarajuc¢ih gena. Produkti aktivnosti ovih gena
mogu se podeliti na dve grupe (Shinozaki et al., 2003): prvu grupu cine
regulatori ekspresije gena 1 signalnih puteva (protein kinaze, fosfataze,
transkripcioni faktori, enzimi metabolizma fosfolipida), a drugu funkcionalni
molekuli koji su direktno ukljuceni u tolerantnost na stres kao Sto su razliciti
antioksidanti, Saperoni, osmoprotektanti itd.

Proucavanja transkripcione regulacije dehidratacije i zaslanjenosti dovela
su do otkrica tzv. ABA-zavisnog i ABA-nezavisnog puta (Yamaguchi-
Shinozaki i Shinozaki, 2006). Dehidratacija ¢elije u uslovima ograni¢enog
priliva vode, dovodi do povec¢anja endogenog sadrzaja ABA u ¢eliji, Sto uslovljava
ekspresiju ciljnih gena koji kodiraju transkripcione faktore, signalne komponente,
enzime i dr. (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2006). Geni koji odgovaraju
na ABA, uglavnom su regulisani transkripcionim faktorima tipa bZIP (AREB/ABF),
koji se vezuju za ABRE cis-elemente u promotorima (Fujita et al, 2005). Kod
ABA-nezavisnog puta ciljni geni imaju u promotorima cis-sekvencu DRECRT za
koju se vezuju transkripcioni faktori ERE/AP2 tipa, kao §to su familije DREB1/CBF
i DREB2. DREBI tip transkripcionih faktora je ukljuen u odgovor na niske
temperature, a DREB2 u odgovor na dehidrataciju i poviSenu temperaturu u
spoljasnjoj sredini (Maruyama et al., 2004; Sakuma et al., 2006). DREB
transkripcioni faktori izolovani su, osim kod arabidopsisa, i kod mnogih drugih
biljnih vrsta i okarakterisana je njihova ekspresija. Tako je kod graska pokazano da
ekspresiju gena DREB2A indukuju suSa, soli, ali i ABA nakon duZeg perioda
delovanja (Jovanovi¢ et al., 2011a), $to uz radove drugih autora na nekim
drugim biljnim vrstama ukazuje na mogucu interakciju ABA-zavisnog i ABA-
nezavisnog puta. Nedavno je izolovan tip DREB2 transkripcionog faktora, nazvan
PeDREB2, iz Populus euphratica (Chen et al., 2009). Ekspresija gena za ovaj
transkripcioni faktor PeDREB?2 u transgenom duvanu popravlja tolerantnost na soli.
Takode je pokazano da geni EguCBF iz Eucalyptus gunii popravljaju tolerantnost na
mraz kod transgenih linija (Navarro et al., 2011). Transkripcioni faktor DREBIC
ukljucen je u ekspresiju gena koji odgovaraju na stres suse, soli i niske temperature.
Ovaj gen, fuzionisan sa promotorom gena rd29A arabidopsisa (ovaj gen se indukuje
abiotickim stresovima i pod kontrolom je DREB transkripcionih faktora) ubacen je u
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genom Populus x euramericana cv. Nanlin895, ¢ime je dobijena transformisana
topola otporna na susu i soli, bez Stetnih posledica na rast biljke (Yang et al.,
2009). Ovim je pokazana mogucnost primene gena za transkripcione faktore DREB
familija za dobijanje transgenih topola otpornih na abioticke stresove.

Uz navedene transkripcione faktore i mnogi drugi su ukljuceni u regulaciju
gena koji se eksprimiraju pod uticajem abiotickog stresa. Kod Populus-a su
okarakterisani transkripcioni faktori DREB2A, DREB2B, MYB, koji se indukuju
osmotskim stresom, AREBI1/ABF2, koji se indukuju apscisinskom kiselinom i
NAC, koji se indukuje susom, solima i apscisinskom kiselinom. Pokazano je da
inducibilna ekspresija DREB2A i MYB transkripcionih faktora i konstitutivna
ekspresija AREB/ABF2 pozitivno uticu na toleranciju Populus deltoides prema susi,
bez $tetnih posledica na rast i prinos biomase (Campbell, 2010). Transkripcioni
faktori zapravo ¢ine mrezu ¢ija sinhronizovana i fino regulisana aktivnost formira
transkripcionu kaskadu koja dovodi do adekvatnog odgovora na promene spoljasnje
sredine. Tako je ekspresija gena DREBIA/CBF3 regulisana na transkripcionom
nivou transkripcionim faktorom tipa MYC (ICEl - INDUCER OF CBF
EXPRESSION 1), a ekspresija DREBIC/CBF2 regulisana je transkripcionim
faktorom CAMTA (calmodulin binding transcription activator), ¢ime se uspostavlja
veza sa signalnim putevima kalcijuma. ZAT12 transkripcioni faktor (pripada grupi
proteina sa ,,cinkanim prstima“ — zinc finger protein) takode je uklju¢en u regulaciju
ekspresije DREB/CBF gena (Hirayama i Shinozaki, 2010). Osmotski stres
dovodi do de novo sinteze transkripcionih faktora MYB i MYC, koji zajedno
indukuju ekspresiju gena ¢iji su produkti direktno ukljuceni u odgovor na stres.

Neki od transkripcionih faktora koji su ukljuéeni u odgovor na stres
regulisani su na posttranslacionom nivou putem posttranslacionih modifikacija 1
obi¢no su ukljueni u brze i rane odgovore na stres. Od posttranslacionih
modifikacija najzastupljenije su fosforilacija, ubikvitinacija i sumoilacija.
Transkripcioni faktori ABIS i AREB/ABF koji odgovaraju na prisustvo ABA,
regulisani su fosforilacijom serina i treonina pomoc¢u odgovarajucéih protein kinaza
(Kobayashi et al., 2005). DREB2 transkripcioni faktori regulisani su
ubikvitinacijom pomo¢u DRIP1 i DRIP2 E3 ligaza, Sto dovodi do proteoliticke
razgradnje ovih transkripcionih faktora pomocu 26S proteazoma (Qin et al.,
2008). Osim transkripcionih faktora, abioticki stres, kao $to je zaslanjenost, dovodi
do povecanja ubikvitinacije i drugih proteina, kao i do povecéanja ekspresije samog
ubikvitina (Jovanovi¢ et al., 2011b). Nasuprot ubikvitinaciji, sumoilacija dovodi
do aktiviranja transkripcionih faktora: pokazano je da sumoilacija transkripcionog
faktora ICE1 pomoéu SUMO E3 ligaze, dovodi do aktiviranja DREB1A/CBF3
transkripcionog faktora (Miura et al., 2007).

AtTZF1 pripada Arabidopsis Tandem CCCH Zinc Finger familiji gena sa
slede¢im motivom- Cx7-8Cx5Cx3H-x16-Cx5Cx4Cx3H i ovaj transkripcioni faktor
moze da se veze za DNK i RNK u in vitro uslovima i da se kre¢e izmedu jedra i
odredenih regiona u citoplazmi. Smatra se da je njegova uloga krucijalna u
mehanizmima otpornosti razli¢itih biljnih vrsta prema susi i drugim abiotskim
stresovima. Da bi se uopSte utvrdilo da li AtTZF1 uti¢e na ekspresiju gena na
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razli¢itim nivoima, naucnici su prvo ispitali da li AtTZF1 pokazuje ikakvu aktivnost
transkripcionog faktora, vezivajuci se za neki DNK region u protoplastnom sistemu
kvasca i kukuruza. AtTZF1 fuzioni proteini nisu mogli da pokazu ocekivanu
transkripcionu aktivnost u tranzijentnom ekspresionom sistemu protoplasta
kukuruza. Ovakav rezultat bi mogao jednostavno da se bazira na slabom prisustvu
AtTZF1 fuzionih proteina u jedru tokom sprovodenja samog eseja (Wang et al.,
2008).

Rezultati dobijeni iz delecione analize AtTZF1 gena su otkrili postojanje
viSestrukih signala za izlaz iz jedra (eng. Nuclear Exit Signals (NESs)),
predstavljajuci izazov u daljoj mutacionoj manipulaciji ovih mesta bez veéih rizika
po (mogucoj) funkciju AtTZF1 u jedru. U cilju lokalizovanja i targetovanja vece
koli¢ine AtTZF1 u jedru, farmakoloski pristup tretiranja protoplasta sa inhibitorom
jedarnog eksporta-leptomycin-a B (LepB) je uveden u dalje analize. Posle primene
LepB, ve¢ina GFP-GAL4-AtTZF1 proteina je postalo “zarobljeno” u jedru i time
dalo osnovu za dalja istrazivanja njegove tacne funkcije u ¢eliji tj.jedru (Lin et al.,
2011).

Razli¢iti nivoi ekspresije nekoliko klastera ko-eksprimiranih gena za
metabolizam ABA (abscisinske kiseline) i GA (giberelinske kiseline) su isto tako
identifikovani u AtTZF1 over-ekspresionim sistemima (OE). Ovo sugeriSe da bi
AtTZF1 mogao uticati na ABA i GA akumulaciju u izvesnim biljnim organima u
krucijalnim stadijumima biljnog Zzivota. Merenja koncentracije hormona nisu
pokazali znacajne razlike u nivoima ABA i GA izmedu divljeg tipa i biljaka koje su
pokazale overekspresiju AtTZF1 i ovo bi moglo da ukaze da AtTZF1 u stvari ima
direktan efekat na fizioloski odgovor ova dva hormona u biljci (Wang et al.,
2008).

Uloga malih RNK u odgovoru na stres

Male nekodiraju¢e RNK predstavljaju veoma vaznu klasu regulatora
ekspresije gena eukariota i ucestvuju u procesima kao §to su posttranskripciono
utiSavanje gena (PTGS - posttranscriptional gene silencing) i transkripciono
utiSavanje gena (TGS - transcriptional gene silencing). Fundamentalni procesi
sinteze 1 funkcije malih nekodiraju¢ih RNK zajednicki su za sve eukariote, ali
postoje 1 mnogi mehanizmi specificni za vrstu organizma. Na osnovu biogeneze,
male RNK su podeljene na dve glavne klase: siRNK (short interfiring RNA) i
miRNK (micro RNA) (Mallory i Vaucheret, 2006). Prva klasa nastaje obradom
dugacke dvolancane RNK, dok miRNK nastaje obradom jednolan¢anog primarnog
transkripta gena za miRNK, nakon ¢ega dobija karakteristi¢nu sekundarnu strukturu
,,drska-petlja“ (double-stranded stem-loop). Kod biljaka, ove RNK, veli¢ine 21 do
24 nt, ukljucene su u sve aspekte zivota, kao Sto su regulacija rasta, razvica,
metabolizma, odgovor na abioticke i bioticke stresove. Male RNK negativno
reguliSu ekspresiju ciljnih gena, tako §to iniciraju degradaciju iRNK sa kojom imaju
komplementarne sekvence. Degradacija specifiéne iRNK je dominantan mehanizam
inhibicije eksperesije kod biljaka. Osim degradacije iRNK, inhibitorno dejstvo male
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RNK ostvaruju i inhibicijom translacije, a ovaj mehanizam je kod biljaka zastupljen
u manjoj meri. Najvazniji ciljni geni, ¢iju ekspresiju regulisu male RNK su geni za
transkripcione faktore, komponente signalnih puteva i F-boks proteine.

Izolovan je veliki broj familija miRNK iz arabidopsisa, pirin¢a i drugih
biljnih vrsta. Pored velikog broja zajednickih, konzervisanih miRNK, postoje i
familije specificne za vrstu. Ove specificne familije uglavnom su uklju¢ene u
specificne procese razvica. Barakat et al., (2007) izolovali su male RNK iz
listova i pupoljaka topole i tom prilikom, uz ve¢ poznate biljne miRNK,
identifikovali i 48 novih miRNK koje su specifi¢ne za Populus. Potencijalni ciljni
geni ovih Populus-specificnih miRNK ukljuceni su u razviée i otpornost na stres.
Lu et al., (2005, 2008a, 2008b) izolovali su miRNK iz P. trichocarpa, Cija je
ekspresija promenjena pod uticajem niskih temperatura, toplote, soli, dehidratacije i
mehaniCkog stresa. Identifikovane su i miRNK topole koje se specificno
eksprimiraju u odgovoru na UV-B zracenje (Jia et al., 2009a). Ove miRNK su
konzervisane i zastupljene kod mnogih drugih biljnih vrsta, ne samo drvenastih, a
takode su ukljucene i u druge oblike stresa kod razli¢itih biljnih vrsta. Ciljni geni
ovih UV-B-specifi¢nih miRNK ukljuceni su u regulaciju energetskog metabolizma i
produkciju ROS-ova. Jedna od najpoznatijih miRNK ukljucenih u odgovor na
abioti¢ki stres je miR398. Ova miRNK je konzervisana i zastupljena je kod
arabidopsisa, pirinc¢a, topole. Oksidativni stres kod arabidopsisa dovodi do
smanjenja ekspresije i zastupljenosti miR398, §to rezultuje povecanom ekspresijom
ciljnih gena, kao $to je gen za superoksid dismutazu, i pove¢anom otpornoséu na
stres. Interesantno je da ABA i soli indukuju ekspresiju miR398 kod topole (Jia et
al., 2009b), Sto ukazuje na postojanje razlicitih signalnih mehanizama odgovora na
stres kod zeljastih i drvenastih biljaka. Kod Populus trichocarpa u odgovoru na
bakar identifikovane su konzervisane miR397, miR398 i miR408, ali i Populus-
specifiéna miR1444, Sto govori o konzervisanosti i diverzitetu miRNK ukljucenih u
odgovor na povecane koncentracije bakra (Lu et al., 2011).

Kao §to je vec reCeno, druga klasa malih RNK, siRNK, ne nastaje
transkripcijom odgovaraju¢ih gena kao miRNK, ve¢ predstavlja proizvod
specificnog procesa degradacije dvolancanih RNK. Abioticki stresovi dovode do
akumulacije novih antisens-preklapaju¢ih transkripata, kao i transkripata sa
transpozona i pseudogena, kao izvora siRNK, Sto govori o ulozi ovih molekula u
odgovoru na stres. Jedan od najilustrativnijih primera uloge nat-siRNK prikazan je u
radu Borsani et al., (2005). Ova siRNK nastaje iz preklapaju¢ih iRNK za Al-
pirolin-5-karboksilat dehidrogenazu (PSCDH) i SROS5 (SIMILAR TO RCD ONE 5)
i reguliSe ekspresiju gena PSCDH i SROS. Stres soli indukuje ekspresiju SROS i
produkciju siRNK, koja utiSava ekspresiju gena PSCDH i dovodi do akumulacije
osmoprotektanta prolina. Prema do sada dostupnim podacima, izgleda da regulatorni
sistem PSCDH-SROS5 funkcioniSe samo kod arabidopsisa, a ne i kod drugih biljnih
vrsta.
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Fitohormoni i odgovor na stres

U nepovoljnim uslovima spoljasnje sredine (kao $to su nedostatak vode,
niske ili visoke temperature, visoke koncentracije soli i dr.), nivo apscisinske
kiseline u biljkama se poveéava. Smatra se da pad vodnog potencijala izaziva znatno
povecanje propustljivosti membrana hloroplasta za ABA. Sintetisana i nagomilana
ABA difunduje iz hloroplasta u citoplazmu mezofilnih ¢elija i kre¢e se dalje kroz
plazmodezme do éelija zatvaracica, gde indukuje zatvaranje stoma (Krsti¢ et al.,
2011).

Do sada je u ve¢em broju slucajeva utvrdena pozitivna korelacija izmedu
otpornosti biljaka prema susi i njihove sposobnosti za nakupljanje apscisinske
kiseline. U novije vreme se ovom fitohormonu pridaje znac¢ajna paznja pri selekciji
biljaka na povecanu otpornost prema susi. ABA takode ima znacajnu ulogu u
povecanju otpornosti prema niskim temperaturama kod biljaka, u zoni sa izraZzenim
godisnjim dobima. Pozitivni efekti ABA na povecanje otpornosti prema izmrzavanju
opisani su kod jabuke (Pirus malus) i javora (Acer negundo) (Krsti¢ et al., 2011).

Receptori za ABA i komponente prenosa signala nedavno su identifikovani
(Ma et al., 2009; Park et al., 2009). Osim ABA i drugi biljni hormoni imaju
znacajnu ulogu u koordinisanju odgovora na stresne faktore. To su pre svega
hormoni etilen, jasmonska kiselina (JA) i salicilna kiselina (SA), za koje je
pokazano da stupaju u interakciju sa signalnim putevima ABA. Etilen je ukljucen u
odgovor na susu, ozon, hipoksiju, toplotu, hladnoéu, UV-B zrafenje i povredu
(Cramer et al., 2011). Poznata je interakcija izmedu ABA i etilena u odgovoru na
suSu (Yoo et al., 2009). Transkripcioni faktor MYC2 je tacka u kojoj se susre¢u
signalni putevi ABA i JA, a ERF1 je tacka konvergencije puteva etilena i JA
(Lorenzo i Solano, 2005). Aktuelna su istraZivanja povezanosti i ukljucenosti i
drugih hormona u integrisan odgovor biljke na abioti¢ke stresove, kao i povezanosti
signalnih puteva hormona i malih RNK i povezanosti odgovora na abioticke i
bioticke stresove. Tako je pretpostavljena uloga MYB96 kao molekularne sprege
izmedu signala auksina i ABA, koja povezuje odgovor na susu i formiranje bo¢nih
korenova kod arabidopsisa, kao vid adaptivne strategije (Seo, 2009).

Antioksidativni sistemi zastite kod biljaka

Oksidativna oStec¢enja kod biljaka nastaju kada kapacitet antioksidativne
zaStite 1 detoksifikacioni mehanizmi postanu slabiji u odnosu na prooksidativne
procese. Kod biljaka u odbrani od oksidativnog stresa su veoma bitni neenzimatski
nisko-molekulski antioksidanti, poput askorbinske kiseline (Asc), glutationa (GSH),
tiola, a-tokoferola i protektivni pigmenti kao §to su karotenoidi (Rama et al.,
1998; Inze et al., 1995; Tausz et al., 2003). Neenzimatski ‘“skevinzeri”
(hvataci) su esencijalni u celijskoj zastiti od ROS-a, ali oni ne mogu da se u
potpunosti izbore sa redukovanim oblicima kiseonika kao $to su superoksid-radikal
ili hidroperoksidi (Chaudiere i Ferrari-Iliou, 1999).
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U toku evolucije kod zivih organizama razvili su se mnogobrojni
mehanizmi enzimske antioksidativne zastite. Oni se mogu podeliti na:

* Primarne — reaguju direktno sa prooksidativnim vrstama (katalaza i superoksid
dismutaza),

» Sekundarne — regeneriSu molekule antioksidanata malih molekulskih masa
(askorbat dehidrogenaza i glutation reduktaza).

Najvazniji antioksidativni enzimi su: superoksid-dizmutaza (SOD: EC
1.15.1.1), katalaza (CAT: EC. 1.11.1.6), askorbat peroksidaza (APx: EC 1.11.1.11),
monodehidroaskorbat reduktaza (MDAR: EC. 1.1.5.4), dehidroaskorbat reduktaza
(DHAR: EC 1.8.5.1) i glutation-reduktaza (GR: EC 1.6.4.2).

Mehanizmi otpornosti drvenastih biljaka prema susi kao jednom od najveéih
klimatskih faktora

Poikilohidricne biljke mogu podneti period suse tokom vegetacije
smanjujuéi intenzitet rasta i svih fizioloskih procesa na minimum, S§to je
karakteristika mirovanja kod biljaka. Druge biljke, kao $to su sukulente, temelje svoj
nacin prezivljavanja na sposobnosti tkiva da akumulira vlagu, pri ¢emu veliku ulogu
ima vododrzeca sposobnost tkiva, morfoloske promene nadzemnih delova u smislu
smanjivanja gubitaka transpiracijom i razvoj korena u dubinu, prema slojevima tla s
viSe vode. Fizioloski mehanizmi odbrane od isuSivanja temelje se na povecanju
koncentracije osmotski aktivnih jona i molekula, tzv. osmoprotektanata, koji
sprecavaju dehidrataciju i1 denaturaciju proteina, odnosno odrzavaju koloidnu
strukturu protoplazme. Kompatibilni osmoliti, dakle, odrzavaju ravnotezu vodnog
potencijala unutar ¢elije. Poznati molekuli koji pokazuju takvo delovanje su prolin,
sorbitol, ektoin i glicin-betain, te tzv. LEA proteini, od kojih su najpoznatiji
dehidrini (DHN). Dehidrini predstavljaju grupu II (D-11 familija) LEA proteina,
koji se indukuju vodnim deficitom i karakteriSu se prisustvom jednog ili viSe motiva
bogatih lizinom. Dehidrini su najpre okarakterisani kod zeljastih bijaka (Close,
1997), a potom i kod drvenastih. Liu i saradnici (2012) sistematski su okarakterisali
sve dehidrine i odgovarajuce gene kod Populus trichocarpa. Dokazana je sinteza
navedenih molekula i pri drugacijim oblicima abiotickog stresa, kao Sto je povecani
salinitet u zemljiStu. U novije vreme sve viSe dokaza upucuje na zastitnu ulogu
prolina u detoksifikaciji slobodnih kiseoni¢nih radikala koji se javljaju kod
oksidativnog stresa. Zastitna uloga Secera i kalijuma, koji povecavaju osmotsku
vrednost protoplazme i time povecavaju sadrzaj vezane vode, znacajna je i u
otpornosti biljaka prema promrzavanju.

Biohemijski aspekti otpornosti topola prema abiotickom stresu

Topole (rod Populus) mogu akumulirati visoke koncentracije jona teSkih
metala poput kadmijuma, nikla, cinka, bakra i olova u nadzemnim tkivima.
Akumulacija jona kadmijuma u topolama je 30 puta veéa u odnosu na druge
drvenaste vrste, u ¢emu se ogleda njihova prednost u poSumljavanju izuzetno
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zagadenih regiona (Katani¢ et al., 2006). Ove biljke poseduju efikasne
mehanizme za premestanje teSkih metala u nadzemna tkiva. Medutim, tacna
lokalizacija teskih metala, narocito cinka i kadmijuma u biljnim ¢elijama jos uvek je
nepoznata u ovim vrstama (Migeon et al., 2010).

Bolu i Polle (2004) su analizirali hibride topole (P. nigra x Alba, INRA
clon 717-1B4), dobijene mikropropagacijom, na oksidativni stres indukovan
razli¢itim koncentracijama NaCl. Dosli su do zakljucka da se, u uslovima visokog
saliniteta, koncentracija MDA (malonil dialdehid, pokazatelj lipidne peroksidacije)
pocela povecavati u korenju nakon 7 dana izloZenosti natrijum hloridu i bila je oko
dva puta veéa nego u kontrolama nakon tri nedelje. U niskim koncentracijama NaCl,
u ispitivanim biljkama, aktivnost superoksid dismutaze (u daljem tekstu: SOD) se
pocela povecavati pred kraj eksperimenta. U visokim nivoima saliniteta, aktivnost
SOD je odmah poveéana, te povisen nivo bio stalan oko dve nedelje i pokazao rast
nakon toga, Sto odgovara pojavi povecanja koncentracije malonildialdehida,
degradaciji proteina i pojavi gubitka biomase. Medutim, vremenska zavisnost,
tokom aktivnosti SOD u ovom istrazivanju, pokazuje dve zasebne faze: prva faza je
nagli porast SOD aktivnosti, kada oksidativna oStec¢enja nisu primetna, a druga faza
je kada dolazi do povecéanja MDA. Ti podaci pokazuju da, iako su korenovi u
primarnom kontaktu sa NaCl, bolje se nose sa oksidativnim stresom nego izbojci.

Visoko i trajno antioksidativno delovanje tokom celog ispitivanog perioda
zabelezeno je i u jedinkama vrste Populus alba L. U ovoj biljci dolazi do procesa
intenziviranja lipidne peroksidacije i akumulacije slobodnog prolina, kako bi se
zastitilo liS¢e od oksidativnog osteCenja u suSnom periodu, narocito tokom jula
meseca. P. alba je pokazao najvisi antioksidativni kapacitet u julu mesecu, kada se
pokazalo da je akumulacija antioksidativnih molekula indukovana stresogenim
faktorom - suSom, najvisi. Ovo je pokazatelj centralne uloge prolina u odgovoru na
oksidativni stres u biljci bele topole (Stajner et al., 2011).

Uticaj taloZenja jona teSkih metala u tlu, poreklom od bakrenih peéi za
topljenje, analiziran je kroz lipidnu peroksidaciju i aktivnost antioksidativnih enzima
u korenju dve vrste topole (Populus nigra L. 1 Populus deltoides Bartr. ex Marsch).
Uzorkovana su zrela stabla, koja su rasla i razvijala se u stvarnom okruzenju, veoma
blizu bakrenih pec¢i. U obe analizirane vrste, teSki metali su stimulisali
hiperprodukciju slobodnih radikala u korenju (sto je dovelo i do akumulacije MDA,
koji je meren), Sto je direktno uticalo na ubrzavnje starenja jedinki. U mladom,
sitnom korenju, teski metali su smanjili aktivnost gvajakol-peroksidaze i poremetili
proces lignifikacije. Nasuprot tome, aktivnosti askorbat peroksidaze i glutation
reduktaze su ostale nepromenjene pod uticajem teskih metala. U slucaju superoksid
dismutaze, jasan porast aktivnosti enzima zabeleZena je samo u P. nigra L. u
uslovima suse, dok je aktivnost smanjena ili nepromenjena u uslovima zagadenja
teskim metalima (Stobraw i Lorenc-Plucinska, 2007, 2008).

Kebert et al., (2011) su takode vrsili ispitivanje uticaja razli¢itih vrsta i
koncentracija kontaminanata na oksidativni stres nekoliko klonova topola. Oni su
analizirali antioksidativni kapacitet klonova topola PE 19/66, B229 (Populus
deltoides) 1 klon Pannonia (Populus x euramericana) u lis¢u, nakon tretmana teskim
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metalima, herbicidima, dizel gorivima, kao i kombinacijom teSkih metala i dizel
goriva u eksperimentalnom polju. Meren je ukupni antioksidativni kapacitet pomocu
FRAP metode. Prema rezultatima, sva tri klona su pokazala povecani ukupni
antioksidativni kapacitet u uslovima povecane koli¢ine zagadivaca, u odnosu na
kontrole.

U svojim eksperimentima, Nikoli¢ et al., (2008) su utvrdili da je doslo
do promene u antioksidativnoj odbrani i u korenju i liS¢u hibridne topole (Populus
nigra X maximowiczii x P.nigra var. Italica), koja je testirana na dve koncentracije
kadmijuma. Ucinak na katalazu i SOD u listu bile su sliéne: na nizim
koncentracijama kadmijuma njihove aktivnosti su poveCane, a na veéim
koncentracijama su smanjene. Aktivnost SOD je smanjena u korenju i povecana u
lis¢u tretiranih biljaka.

Rezultati istrazivacda iz Kine su pokazali da i drugi geografski faktori imaju
uticaj na efikasnost odbrane vrsta Populus na oksidativni stres izazvan suSom. Oni
su eksperimente vrsili na vrstama Populus kangdingensis C. Wang et Tung i Populus
cathayana Rehderu, poreklom iz razlicitih delova isto¢nih Himalaja, tj. ispitivani su
tokom jednog vegetacionog perioda u stakleniku, kako bi se utvrdio uticaj
progresivne stresne suse. Rezultati su pokazali da su adaptivni odgovori na ovu vrstu
stresa razli¢iti u ove dve vrste, poreklom sa razli¢itih nadmorskih visina. Znacajne
promene u visinama stabla, razvoja listova, relativnom udelu vode (Relative Water
Content - RWC), malonildialdehida i vodonik peroksida su se pojavile ranije u P.
cathayana nego u P. kangdingensis, dok su se promene u rastvorljivim proteinima i
ugljenim hidratima, prolinu i antioksidativnim enzimima pojavile ranije u P.
kangdingensis. P. kangdingensis je posedovao veée povecanje u sadrzaju
rastvorljivih proteina i SeCera, ali znatno manje u sadrzaju MDA i vodonik
peroksida, u odnosu na P. cathayana, kada su im reznice bile izloZene progresivnom
susnom stresu. Njihovi rezultati pokazuju da je P. kangdingensis poreklom sa vise
nadmorske visine otporniji na suSu nego §to P. cathayana poreklom sa nizih
nadmorskih visina (Yang i Miao, 2010).

Hea et al., (2011) su ispitivali uticaj velike kolig¢ine Cd*" koji se
akumulira u korenu. Akumulacija Cd*" je dovela do smanjenja asimilacije
fotosintetskog ugljen-dioksida. Pove¢an nivo ROS je bio prisutan u svim tkivima,
osim u kori. Za borbu protiv Cd*"-indukovanog superoksid-radikala i vodonik
peroksida, pokazalo se da se jedinke P. canescens oslanjaju uglavnom na formiranje
fenolnih jedinjenja, koji se najvise nakupljaju u kori, a najmanje u srzi stabla. Ostali
potencijalni “hvataci” slobodnih radikala, kao $to su prolin, fenoli, vitamini i
antioksidativni enzimi su pokazali tkivnu i vremensku specificnost odgovora na
Cd*". Ovi rezultati pokazuju da su razliiti delovi biljke razli¢ito sposobni da se bore
protiv oksidativnog stresa indukovanog Cd**, verovatno zbog razli¢itog kapaciteta
biljnih tkiva kod topola u proizvodnji zastitnih fenolnih sekundarnih biomolekula.

Istrazivanja koja su doprinela blizem razumevanju hemijskog diverziteta
unutar roda Populus 1 dali doprinos karakterizaciji jedinjenja koja mogu direktno
ucestvovati u smanjenju oksidativnog stresa u biljci, sproveli su Dudonne et al.,
(2010). Oni su ispitali antioksidativna svojstva sekundarnih biomolekula u vodenim
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ekstraktima pupoljka crne topole (Populus nigra). Analize su pokazale visok sadrzaj
fenolnih jedinjenja i jaka antioksidativna svojstva, $to je odredeno ORAC testom.

Geneticko inZenjerstvo i strategije upravljanja abioti¢kim stresom

Sveobuhvatna analiza transkriptoma Arabidopsis-a i Populus-a olaksava
da se identifikuje povezanost odgovora metabolickog sistema i uloga razlicitih gena
medu homolognim vrstama (Regier et al., 2009). Stavise, analize transkriptoma
mogu da doprinesu da se identifikuju geni koji su ukljuceni u regeneraciju i
otpornost vrsta Populus i Eucaliptus i time uspostave strategije za modifikaciju
kljucnih gena koji ¢e ubrzati razvoj molekularne karakterizacije funkcije kodirajuceg
dela genoma kod drugih drvenastih vrsta. Ove studije ¢e takode obezbediti mere za
proizvodnju tzv. “super-drvenaste biljke®, koja moze posedovati vise korisnih
osobina, kao Sto je npr. otpornost na razliCite stresove iz neposredne okoline
(Osakabe et al., 2011).

Biljni specifi¢cni GRAS/SCL transkripcioni faktori imaju razlicite uloge u
razvoju odgovora biljke na stres (Galovi¢ et al., 2012a). SCL (ScareCrow-Like)
gen PeSCL7 iz topola je funkcionalno okarakterisan u Arabidopsis thaliana,
narocito u pogledu njegove uloge u uslovima abioti¢kih stresova. Analiza ovog
gena u topolama otkrila je da postoji izrazita ekspresija PeSCL7 gena u slucajevima
suse 1 povecanog saliniteta, ali je isto tako potisnuta od strane giberelinske kiseline
tokom regeneracije listova. Transgene Arabidopsis biljke koje imaju naglasenu
ekspresiju PeSCL7 su pokazale povecéanu toleranciju na susu i tretmane solima. Ovi
rezultati ukazuju na to da PeSCL7 kodira Clanove stres-odgovornih GRAS/SCL
transkripcionih faktora koji mogu biti potencijalno korisni za geneticko inzenjerstvo
drveéa tolerantnih na susu i salinitet (Ma et al., 2010)

Topola transformisana genom za citosolni izozim glutamin sintetazu iz
bora (GS1; pogledati NCBI: P52783) je pokazala veéi stepen tolerantnosti na stres
suse nego divlji tip topole. Na svim nivoima dostupnosti vode, transgeno drvece je
imalo veci stepen fotonsinteze i funkcionalnost stoma nego odgovarajuce kontrole.
Sve linije koje sadrze GS1 su isto tako pokazale ireverzibilnu smanjenu efikasnost e
transfera na nivou antena u fotosistemu II, posle suse i tokom oporavka, ali povecani
kapacitet za fotoasimilaciju transgenih topola je omogucio vise uvida u foto-zastitne
mehanizme (FAO, UN, 2010).

Mlado drvece topola (Populus deltoides, Dvina i Populus X canadensis, 1-
214) je bilo uzgajano pod uslovima smanjene dostupnosti vode u zemljistu.
Intenzitet stresa je pracen preko slede¢ih parametara: sadrzaj vode u zemljistu, vodni
potencijal u mladim listovima, relativni sadrzaj vode u listovima, rast lisc¢a,
provodljivost lis¢a, maksimalna fotosinteza i maksimalno dnevno smanjenje
izbojaka u visini. Posle 16 dana nakon potpunog povlacenja vode, region kambijuma
je bio uzorkovan pomocu tehnike ljustenja. Analiza transkripata je bila sprovedena
na izolovanoj RNK iz regiona kambija liofiliziranih izbojaka pomocu kvantitativnog
RT-qPCR koristec¢i gene ¢ija je ekspresija pokazana tokom aktiviranja dve signalne
mreze usled stresa vodnog deficita (Giovannelli et al., 2010). Rezultati su
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pokazali da su pod ovim uslovima topole redukovale funkcije stoma, kako bi
smanjile gubitak vode zatvaranjem stoma, §to je povezano sa premesStanjem vodnih
rezervi biljke iz izbojaka do lis¢a i primarnih meristema. Posle 16 dana odlozenog
navodnjavanja zemljiSta, znacajne promene su zabelezene izmedu tretmana
genotipova u smislu relativnog sadrzaja vode u lis¢u, ukupni broj lis¢a, ukupna lisna
povrsina i povecana duzina izbojaka. Hibrid topole I-214 je pokazao vecu
prilagodljivost na vodni stres nego hibrid topole Dvina. RT-qPCR analiza je
pokazala razlike na nivou transkriptoma izmedu klonova i gena ukljucenih u
regulaciju razlicitih signalnih i metabolickih mreza (Giovannelli et al., 2010).

ZAKLJUCAK

Sve ucestalije 1 naglije promene uslova spoljasnje sredine namecu potrebu
za gajenjem biljaka koje su tolerantne na razlicite abiotiCke stresove. Pored stresova,
kao §to su suSa, poviSena temperatura, salinitet, teski metali, biljke se sve vise
suoCavaju sa istovremenim delovanjem viSe nepovoljnih faktora. Zbog toga je od
fundamentalnog znacaja proucavanje fizioloskih, biohemijskih i molekularnih
mehanizama odgovora biljaka na abiotiCke stresove, a posebno je vazno
razumevanje procesa regulacije na svim nivoima i uskladivanje odgovora.

Neki geni su jafe izrazeni, dok su drugi potisnuti u odgovoru na stres.
Proteinski produkti stresno-indukovanih gena se Cesto nakupljaju u nepovoljnim
uslovima. Funkcije ovih proteina i mehanizmi koji reguliSu njihovu ekspresiju su
bili centralna istrazivanja u fiziologiji stresa poslednjih nekoliko decenija proslog i
ovog veka. Veéina istrazivanja su bila usmerena na ulogu i dokazivanje ekspresije
aktiviranih gena. Podaci ukazuju i na to da je nakupljanje produkata gena takode
uslovljeno i postranslacionim regulatornim mehanizmima, koji povecavaju koli¢inu
specificnih iRNK, povecavaju translaciju, Stite proteine ili menjaju njihovu
aktivnost. Koris¢enjem tehnika molekularne genetike istrazivaci su poceli da ispituju
odgovor biljaka u vezi sa izlaganjem specificnim stresovima.

Najbolje su prouceni mehanizmi tolerancije kod zeljastih biljaka, kao Sto je
Arabidopsis thaliana 1 steCena saznanja se mogu primeniti i na drvenaste vrste
biljaka, ali se zbog specifi¢nosti ovih biljaka vrSe intenzivna proucavanja na vrstama
roda Populus kao model biljkama. Akumuliranje znanja o funkcionalnim proteinima
i protektivnim molekulima, o regulatorima odgovora, kao §to su transkripcioni
faktori, male RNK i fitohormoni, a posebno o njihovim interakcijama, pruza
mogucnosti za primenu novih pristupa u borbi sa abiotickim stresovima, kao Sto je
geneticko inZenjerstvo.
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Summary

MOLECULAR MECHANISMS OF WOODY PLANT SPECIES ABIOTIC STRESS
RESPONSE

by

Trudié Branislav, Radovi¢ Svetlana, Galovi¢ Vadislava, Jovanovi¢ Zivko, Stanisavljevié
Nemanja

Abiotic stresses are major causes of loss of agricultural production and natural
vegetation, because they cause many morphological, physiological, biochemical and
molecular changes that affect plant growth and productivity. Knowledge about and
"management" of abiotic stresses are especially important for long-term growth and survival
of woody plant species World-wide. Adaptation of plants to stresses from the environment is
mediated by a series of highly coordinated and complex signaling pathways. Stress-sensing
mechanisms regulate different cellular and molecular events in plants and the expression of
various stress-tolerant genes.

Species of the genus Populus have been chosen as a model for the study of woody
species in molecular biology and biochemistry because of its characteristics such as rapid
growth, relatively small genome, developed experimental protocols for transformation and
regeneration in vitro etc. Characteristics mentioned above make the use of modern methods
of molecular biology to study the fundamental processes that are essential for growth,
development, stress response and productivity of tree species, including the application of
recombinant DNA technology (genetic engineering).

The first sequenced genome of a woody species is Populus trichocarpa genome. The
genome is about 50 times smaller than the genome of pine, about 4 times larger than the
genome of Arabidopsis thaliana, the most important model organism in plant molecular
biology. Although woody species have their own specifics, the fundamental mechanisms of
development and response to abiotic factors are in majority common to all plant species.
After detection of abiotic stress, one way of plants reaction to it is a change in the expression
of the corresponding genes. Products of the activities of these genes can be divided into two
groups: the first group consists regulators of gene expression and signaling pathways
(protein  kinases, phosphatases, transcription factors, enzymes of metabolism of
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phospholipids), and others are functional molecules that are directly involved in tolerance to
stress, such as various antioxidants, chaperones, osmotic protectants etc.

Some of the transcription factors involved in stress response are regulated at a
posttranslational level through post translational modifications and are usually involved in
the early and rapid responses to stress. The most common post translational modifications
are phosphorylation, ubigitination and sumoilation. Small non-coding RNAs are an important
class of regulators of gene expression in eukaryotes and involved processes, such as post-
transcriptional gene silencing and transcriptional gene silencing. Fundamental processes of
synthesis and function of small non-coding RNA are common to all eukaryotes, but there are
many mechanisms specific to the type of organism. Based on the biogenesis, small RNAs are
divided into two main classes: siRNK (short interfiring RNA) and miRNA (micro RNA). In
addition to the abscisic acid (ABA) and other plant hormones play an important role in
coordinating the response to the stressful events. These are primarily hormones like ethylene,
Jjasmonic acid (JA) and salicylic acid (SA) and have been shown to interact with the ABA
signaling pathways. Ethylene is involved in the response to drought, ozone, hypoxia, heat,
cold, UV-B radiation and injury.

Poplars can accumulate high concentrations of heavy metal ions such as cadmium,
nickel, zinc, copper and lead in the aboveground tissues. Accumulation of cadmium ions in
the poplar is 30 times higher than other woody species, which is reflected in their advantage
in the highly polluted regions afforestation. However, the exact localization of heavy metals,
especially zinc and cadmium in plant cells is still unknown in this species. In those and other
related abiotic stress conditions, poplars showed acceptable antioxidative answer, suggesting
being a recognized source of various antioxidant molecules-phenolics, vitamins, enzymes etc.

Comprehensive transcriptome analysis of Arabidopsis and Populus is easier to
identify the connection between the metabolic response of the system and the role of
homologous genes among different species. Moreover, transcriptome analysis can contribute
to identify genes involved in resistance and regeneration of Populus species, thereby
establishing strategies for the modification of key genes that will accelerate the development
of molecular characterization of the functions of the genome coding for other tree species.
These studies will also provide measures for the production of so-called "super-tree" which
may have several useful features, such as resistance to various stresses in nearby
environment.
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