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Istrazivanja su sprovedena na jedanaest genotipova Secerne repe (Beta vulgaris
ssp. vulgaris, L., oznaceni brojevima 1-11) koji su u poljskim uslovima ispoljili razlike
U opservacionom testu nivoa tolerantnosti prema susi (visoko, srednje i nisko
tolerantni). U prvom delu eksperimenta biljke su gajene u polukontrolisanim uslovima,
u stakleniku u supstratu koji je bio mesavina zemlje i peska. Biljke su svakodnevno
zalivane tokom 90 dana, nakon ¢ega je izazvan vodni deficit prestankom zalivanja, dok
je kod kontrolnih biljaka zalivanje nastavljeno. Pet dana po prestanku zalivanja
analizirani su parametri koji bi trebalo da ukaZu na genotipske razlike u smislu
tolerantnosti prema nedostatku vode. Utvrden je sadrzaj vode/suve materije u zemljistu
i u biljnim tkivima (koren stablo i list). Lisna povrsina i koncentracija pigmenata
hloroplasta su ustanovljeni kod kontrolnih biljaka s ciljem utvrdivanja genotipskih
specifi¢nosti. Osim toga, mereni su parametri fluorescencije hlorofila (Fo, Fm, Fv, Fu/Fm
I t1p) kako bi se utvrdio efekat stresa izazvanog nedostatkom vode na inhibiciju
transporta elektrona kroz PSII, i koncentracija slobodnog prolina, amino kiseline koja
se nakuplja u uslovima stresa. U drugom delu eksperimenta ovi genotipovi su testirani
u kontrolisanim, in vitro uslovima gajenja. Aksilarni izdanci su gajeni na podlozi za
mikropropagaciju sa 0 (kontrola), 3 1 5% polietilen glikola (PEG 6000) pune cetiri
nedelje, a potom su vrSene analize. Utvrdena je sveza masa izdanaka, sadrzaj suve
materije i koncentracija slobodnog prolina. U treCem delu eksperimenta uporedene su
razlike u ekspresiji 13 kandidat-gena, koji su povezani sa reakcijom biljaka na uslove
stresa, posebno suse, u listovima biljaka gajenih u polukontrolisanim uslovima.

Biljke izlozene stresu u polukontrolisanim uslovima gajenja su u proseku imale
oko tri lista manje, za Cetiri procenta ve¢i udeo suve materije i sedmostruko veci
sadrzaj prolina. Koncentracija prolina u listovima je bila visa u uslovima nedostatka
vode u polukontrolisanim uslovima kod svih genotipova, a posebno kod nekih iz slabo
tolerantne (2, 6) i visoko tolerantne (4) grupe.

U in vitro uslovima usled tretmanom PEG-om smanjila se ukupna suva masa i
vise nego prepolovio broj aksilarnih izdanaka. PEG u koncentraciji od 3% je doveo do



povecanja ukupne sveze mase, a koncentracija prolina se povecala se porastom
koncentracije PEG. Koncentracija prolina u uslovima stresa je kod oba eksperimenta
bila znacajno povecana u odnosu na kontrolu i to u in vitro uslovima Sest puta, a u
polukontrolisanim uslovima u stakleniku Sesnaest puta u odnosu na odgovarajuce
kontrole. Povecanje sadrzaja prolina u biljkama gajenim u polukontrolisanim uslovima
je bilo tri puta veée u odnosu na eksperiment sa PEG-om.

Koncentracija slobodnog prolina, kao jedan od potencijalnih parametara -
pokazatelja tolerantnosti genotipova Secerne repe prema susi, je adekvatniji od ukupne
suve mase. Rezultati su pokazali da je test u in vitro uslovima (posebno tretman 3%
PEG-om) efikasiji za ocenu tolerantnosti prema susi od eksperimenta U
polukontrolisanim uslovima. Grupisanje genotipova prema nivou tolerisanja
nedostatka vode na osnovu koncentracije prolina ustanovljene u ekperimentu in vitro
dalo je isti rezultat kao i opservacioni test u poljskim uslovima.

Utvrdene su promene u ekspresiji kandidat-gena u uslovima suSe u odnosu na
kontrolu, a ustanovljene su i razlike izmedu genotipova. Jedan od analiziranih
kandidat-gena moze da posluzi za dalji razvoj markera.

Ovi rezultati mogu da se primene u procesu oplemenjivanja Secerne repe koje
je usmereno na povecanje tolerantnosti prema ovom abioti¢kom ¢iniocu.
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Abstract:

AB

This research was conducted on eleven sugar beet (Beta vulgaris ssp. vulgaris,
L. genotypes, labeled 1-11), which showed differences in the opservation tests, when
exposed to drought under field conditions (high, medium and low tolerance).

In the first experiment, plants were grown under semi-controlled conditions in a
greenhouse. The substrate was a mixture of soil and sand. The plants were watered
daily during 90 days and then water deficiency was imposed by cessation of watering.
Control plants were watered continiously during the entire experiment. Five days after
the cessation of watering various parameters that are supposed to indicate genotypic
differences in terms of tolerance to water deficiency were analysed. Water content in
the soil substrate and plant tissues (roots, stems and leaves) was determined. Leaf area
and the concentration of chloroplast pigments were identified in the control plants in
order to assess genotypic specificities. In addition, parameters of chlorophyll
fluorescence (Fo, Fm, Fv, FW/Fm and ti») were measured to assess effect of water
deficiency on electron transport through PSII. Concentration of free proline, an amino
acid that accumulates in response to stress, was determined as well.

In the second experiment, the same sugar beet genotypes were tested under
controlled, in vitro, conditions of tissue culture. Axillary buds were cultured on solid
medium for micropropagation to which was added 0O (control), 3 or 5%
polyethyleneglycol (PEG 6000), and after four weeks samples were analyzed. Shoot
fresh weight, content of dry matter and free proline concentration were assessed.

In the third part of the experiment, genes selected from the literature
(candidate-genes) were used to assess differences in their expression in leaves,
between genotypes, in response to drought. Such differences (if found) might be used
to develop markers usable in marker-assisted selection.

Plants exposed to stress in semi-controlled growing conditions had about three
leaves less, four percent higher percent of dry matter and seven-fold higher proline
content. Concentration of proline was higher in plants lacking water in semi-controlled



conditions in all genotypes, but especially in some of low tolerant (2, 6) and high
tolerant (4) groups.

In the in vitro experiment PEG treatment reduced the total dry weight and more
than halfened number of axillary shoots. Total fresh weight increased in the presence
of 3% PEG and proline concentration increased with an increase in PEG concentration
in the medium. Proline concentration significantly increased compared to respective
controls in both experimental conditions. In in vitro conditions the increase was
sixfold, and in semi-controlled conditions in a greenhouse sixteenfold. The increase in
proline concentration in plants grown in semi-controlled conditions was three fold
higher than in the experiment with PEG.

The concentration of free proline, as one of the potential parameters - indicators
of the degree of tolerance of sugar beet genotypes to drought, is more appropriate than
the total dry weight. The results showed that the test in in vitro conditions (especially
3% PEG treatment) is more efficient for the evaluation of drought tolerance than the
experiment in semi-controlled conditions in a greenhouse. Classification of genotypes
with respect to the level of tolerance to water deficiency on the basis of concentration
of free proline, assessed in the experiment in vitro, gave the same result as the
opservation test in the field.

Changes in the expression of candidate genes under drought conditions are
revealed both with respect to the control and between genotypes. One of the analyzed
candidate genes might be used for further development of a marker.

These results can be applied in sugar beet breeding process, which is aimed at
increasing tolerance to water deficiency.
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1. UvOD

1.1. Sistematika Secerne repe

Gajena repa vodi poreklo od divljih vrsta roda Beta iz oblasti juzne i
jugozapadne Azije, Sredozemlja 1 Zapadne Evrope. Helm je 1957. godine izvrSio
sistematizaciju vrste Beta vulgaris na osnovu morfoloskih karakteristika. Prema ovoj
sistematici Beta vulgaris Subsp. vulgaris se deli na dva konvarijeteta: convar. vulgaris
(bastenska blitva koja se gaji radi lista); convar. crassa (zadebljala repa, gaji se radi
zadebljalog korena). Convar. crassa se deli na Cetiri provarijateta: provar. conditiva
(crvena repa sa crvenom bojom korena); provar. lutea (zuta repa sa Zutom bojom
korena); provar. crassa (sto¢na repa sa belom bojom korena) i provar. altissima (Se¢erna
repa sa belom bojom korena).

Provar. altissima se deli na Cetiri forme: f. altissima (sa belom bojom kore); f.

nigra (sa crnom bojom kore); zatim forma sa zutom i forma sa crvenom bojom kore.

1.2. Poreklo Secerne repe i rasprostranjenost

U Vizantiji je korenska repa u VIII veku naSe ere smatrana “trgovackim
artiklom”, §to upucuje na pretpostavku da je gajenje korenske repe bilo Siroko
rasprostranjeno na Bliskom Istoku. Severno od Crnog mora gajenje korenske repe
raSireno je u X veku, dok je u zapadnoj Evropi gajenje ove kulture pocelo tek po
zavrSetku krstaskih ratova (XII i XIII vek) i to najpre na podrucju severne Italije i u
dolini reke Rajne (Stanacev, 1979). InformiSuci se o istoriji repe kao kulturne biljke na
osnovu podrobnih istrazivanja veceg broja istrazivaca, Heinisch (1949) je utvrdio da
prvi tragovi o gajenju repe poticu iz vremena 1000 godina pre nase ere. Dokazano je da
se u to vreme na Siciliji gajila bela i crvena repa. Prema istom autoru repa se u srednjem
veku prvi put pominje 812. godine u uredbi Karla Velikog. Prema Helm-u (1957), repa
kao korenska biljka sa zadebljalim korenom, sa sigurnos$cu je poznata tek u XV veku.

Seéerna repa, kao izvor $eéera, je prvi put registrovana 1750. godine. Od 1880.
SeCerna repa je zamenila Se¢ernu trsku koja je do tada bila osnovni izvor Secera u

kontinentalnoj Evropi. Trenutni trend proizvodnje Secera je ponovo u korist Secerne
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trske, tako da je Secerna repa devedesetih godina proslog veka uéestvovala sa 30-40% u
ukupnoj svetskoj proizvodnji Secera dok prvih godina ovog veka taj procenat iznosi 16,
sa priblizno 234 miliona tona na oko 5,9 miliona hektara (FAO STAT, 2002). Od
ukupne svetske proizvodnje oko 85% se proizvodi u Evropi. Pored Evropske Unije,
najvedi proizvodaci u svetu su Brazil i Indija.

U nasoj zemlji poceci gajenja Secerne repe datiraju od kraja XIX veka. Danas je
zastupljena na oko 52 000 ha, sa prose¢nim prinosom od oko 34 t/ha, Sto Cini
proizvodnju od 1,7 miliona tona. Od ukupne proizvodnje Secerne repe u Srbiji, 95% se

proizvodi u Vojvodini (wWww.vps.ns.ac.rs).

1.3. Kolicine i raspored padavina potrebne za pravilan razvoj Secerne repe

Prema vecini autora za uspes$nu proizvodnju Se¢erne repe dovoljna je godi$nja
ukupna koli¢ina taloga oko 600 mm (Spasi¢, 1989). Pri navedenoj koli¢ini taloga
potrebe u zimskoj vlazi su oko 230 mm, a u toku vegetacije (od aprila do oktobra) oko
370 mm taloga. Medutim, prema visegodi$njim proseénim prinosima, Se€erna repa se
uspesno proizvodi 1 sa 500 pa i sa 1000 mm ukupnih godi$njih koli¢ina taloga. Potrebe
za vlagom u toku vegetacije zavise od koli¢ine toplote koja je na raspolaganju biljci.
Gubitak vode isparavanjem je najveéi od juna do avgusta kada je u naSoj zemlji vazduh
obi¢no topao 1 suv. Tridesetogodisnji prosek potencijala evapotranspiracije (ET) Se¢erne
repe iznosi 576 mm, vrednosti variraju izmedu 528 i 625 mm u zavisnosti od
vremenskih uslova. Oko 10-20% od ukupnih zahteva Seerne repe za vodom dolazi iz
rezervi vode u zemljiStu, a ostatak se obezbeduje padavinama i navodnjavanjem.
Koli¢ina transpirisane vode je 392 mm u proseku, tacnije od 198 mm u suvim godinama
do 542 mm u kiSnim godinama. Prose¢na koli¢ina padavina u toku vegetacije (april-
septembar) je 356 mm; varira od 138 do 521 mm u pojedinim godinama (Maksimovi¢ i
Dragovi¢, 2001).

1z toga proizilazi da su padavine i njihov raspored od odluCujuéeg znacaja za
prinos 1 kvalitet SeCerne repe u kombinaciji sa odgovaraju¢om koli¢inom toplote 1
svetlosti. Prema podacima Spasi¢a (1989) postoji odreden trend opadanja prinosa

Secerne repe sa smanjenjem koli¢ina padavina u toku jeseni prethodne godine.



1.4. Uticaj nedostatka vode na proizvodnju Seéerne repe

Nedostatak vode u toku vegetacije se Cesto javlja i predstavlja znacajan problem
u poljoprivrednoj proizvodnji. Jedan od nacina za povecanje produktivnosti biljaka u
uslovima ograni¢enih koli¢ina pristupac¢ne vode je stvaranje genotipova koji u uslovima
nedostatka vode ne smanjuju prinos ispod ekonomski prihvatljivog nivoa. Veliki izazov
koji se javlja u selekcionom procesu jeste odabir idiotipa biljke za odredene
agroekoloske uslove. Nedostatak vode ima veoma kompleksno dejstvo na fizioloSke
procese kod biljaka. Gubitak turgora i zatvaranje stoma su prve vidljive promene koje se
javljaju pri vodnom deficitu (Kastori i Petrovi¢, 1992). Proces fotosinteze takode u
velikoj meri zavisi od snabdevenosti biljaka vodom. Mnogobrojni eksperimentalni
podaci pokazuju da naruSavanje normalnog prometa vode dovodi do snizenja
zasi¢enosti asimilacionog tkiva vodom, §to izaziva depresiju fotosinteze. 1z tog razloga
proizilazi da su vlaznost zemljiSta i relativna vlaznost vazduha vrlo vazni ¢inioci koji
odreduju intenzitet fotosinteze.Vodni deficit u listovima nepovoljno se odrazava na
intenzitet fotosinteze, a time i na rast cvetnog stabla. U uslovima vodnog deficita neto
fotosinteza iznosi oko 1 do 3 mg CO,/g suve materije/h pri ¢emu rast cvetnog stabla
iznosi svega 0,5 do 1,5 mm/h, a moze potpuno i da prestane (Kastori i Petrovi¢, 1992a).
Prema podacima Kazakova et al. (1986) intenzitet fotosinteze se desetostruko smanjuje
usled suSe. Kao posledica vodnog deficita uocava se smanjenje veli¢ine hloroplasta,
povecanje gustine stoma i naruSavanje membranske strukture tilakoida (Silaeva, 1978).
Sadrzaj vode u biljkama Secerne repe u toku vegetacionog perioda, kao i voda prisutna u
korenu repe nakon vadenja, znacajno utiCe na intenzitet disanja. Biljke gajene u
uslovima nedostatka vode imaju veéi intenzitet disanja od biljaka optimalno
obezbedenih vodom. Intenzitet disanja i gubitak Secera u korenu repe znacajno zavise
od koli¢ine vode prisutne u biljci u momentu vadenja. Stoga, ako se voda u korenu
smanji za 15% aktivnost enzima invertaze se povecava ¢ak 6 puta intenzivirajuci
razgradnju saharoze i/ili njenu transformaciju u druge ugljene hidrate (Petrovi¢, 1992).

Susa pored efekta smanjenja sadrzaja vode u biljnim tkivima moze u ranim
fazama da izazove i sintezu nekih specifi¢nih jedinjenja u korenu. Po ovom konceptu
koren je veoma znacajan ,,senzor” promena u zemljiStu (ne samo nedostatak vode ve¢ i
promena u mehanickom sastavu) o kojima ,,0obaveStava“ izdanak putem ,hemijskih
signala suse (prvenstveno biljnih hormona i to abscisinske kiseline-ABA) koji se

transportuju do listova (Dodd et al., 2007).



Ocekuje se da ¢e klimatske promene dovesti do povecanja prinosa za oko 1 t/ha
Secera u severnoj Evropi, a smanjenja prinosa za takode oko 1 t/ha u severnoj
Francuskoj, Belgiji i zapadnoj / centralnoj Poljskoj, za period 2021-2050. godine (Jones
et al., 2003). U proseku, mereno regionalnom proizvodnjom, prinosi ne pokazuju
ukupnu promenu zbog izmenjene klime. Medutim, ova cifra znacajno pokriva
povecanje prinosa (usled ubrzanog rasta u toplijim uslovima) i gubitke zbog stresa
izazvanog suSom. Predvida se da ¢e gubici usled suse, biti udvostruceni u oblastima gde
je taj problem ve¢ zastupljen s tendencijom pojavljivanja i u severoisto¢noj Francuskoj i
Belgiji. Smatra se da ¢e zapadna i centralna Evropa u proseku imati ve¢e gubitke usled
suse, koji ¢e iznositi do 18% (2021-2050), za razliku od 7%, koliko je bilo u periodu od
1961-1990. GodiSnja varijabilnost prinosa (mereno koeficijentom varijacije) ¢e se
povecati za polovinu, od 10% na 15% u odnosu na period 1961-1990, ponovo sa
potencijalno ozbiljnim posledicama za industriju Sec¢era. Oplemenjivanje s ciljem
povecanja otpornosti na susu imace klju¢nu ulogu u prevazilazenju ovog problema. Ove
promene su nezavisne od povecanja prinosa za 9% koje se procenjuje na osnovu rada
Demmers- Derks et al. (1998). Ovo povecanje ¢e imati i direktan uticaj na porast
koncentracije atmosferskog CO, od 2021-2050 (Jones et al., 2003).

1.5. Moguénosti prevazilaZzenja problema nedostatka vode

Problem suse se u mnogim zemljama (Australija, USA, Kina, mediteranske
zemlje) reSava i primenom novih metoda navodnjavanja, tzv. metoda deficita
navodnjavanja pomocu kojih se biljke navodnjavaju manjom koli¢inom vode. U te
metode spadaju regulisani deficit irigacije (RDI) i delimi¢no suSenje korenova (DSK).
RDI je tehnika navodnjavanja gde se navodnjava korenov sistem biljaka manjom
koli¢inom vode u odnosu na mogucu evapotranspiraciju. Na taj nacin se biljke izlazu
umerenom stresu, ali tako da se ne umanji znacajno prinos (FAO, 2002). DSK je
tehnika navodnjavanja koja se razvila posle RDI i podrazumeva navodnjavanje samo
dela korenovog sistema dok se drugi deo susi do unapred planiranog nivoa. Zatim se
vrsi inverzija, tako Sto se navodnjavana polovina sus$i, a suSena navodnjava. Primena
ove tehnike je jednostavna. Teorijska osnova ovih metoda je u indukciji adaptivnih

reakcija biljaka na susu (Davies et al., 2000; MiloSevi¢ et al., 2005)



Poseban problem za Srbiju je to S$to se nedostatak vlage u zemljistu, koji je u
naSim klimatskim uslovima naro€ito izrazen u letnjim mesecima, javlja ne samo u
susnim ve¢ i u umereno vlaznim godinama. Deficit vlage u zemljistu iznosi 100-
200mm, rede preko 300mm godisnje. Trenutno stanje navodnjavanja u Srbiji je takvo
da se intenzivno navodnjava manje od 1% poljoprivrednih povrSina koje su pogodne za
navodnjavanje. Tekuée stanje istrazivanja na nacionalnom nivou suse u Srbiji, kao i u
mnogim zemljama, u poslednjim dekadama postaje sve veci problem, a klimatske
prognoze ukazuju da ¢e se taj negativan trend suSe 1 dalje nastaviti.

Koncept ekonomi¢nog koriS¢enja postoje¢ih vodnih resursa za potrebe
poljoprivredne proizvodnje podrazumeva i povecanje efikasnosti u koris¢enju vode od
strane useva. To se moze posti¢i samo ako se poznaju potrebe gajenih biljaka za vodom
1 njihova otpornost na suSu. U Srbiji se u naucnim projektima nedovoljno proucavaju
mehanizmi koji utiCu na efikasnost iskoris¢avanja vode koji su vazni za otpornost
biljaka na susu iako bi oni mogli da pomognu u selekciji otpornih genotipova za potrebe
gajenja biljaka u oblastima zahvacenim suSom. Selekcija na suSu zbog kompleksnosti u
reakcijama otpornosti biljaka nije dovoljno zastupljena, a naro¢ito je aktuelna kod jarih
kultura (kukuruza, soje, SeCerne repe, suncokreta). Instituti iz UK, Danske 1 Portugala su
medu prvima poceli 1 sa praktiénom primenom znanja iz oblasti fiziologije stresa za
potrebe prevazilazenja ili umanjenja efekata suSe i selekcije otpornih genotipova
(Lebreton et al., 1995).

Pregled istrazivanja u svetu ukazuje koliko je sloZen problem suse, kao 1 na
potrebu da se, po ugledu na druge razvijene zemlje, ovom problemu pride
multidisciplinarno.

Susa je abioticki ¢inilac Koji u najvecoj meri ugrozava prinose Secerne repe i u
nasim agroekoloskim uslovima. Fizioloski, biohemijski i molekularni mehanizmi koji se
u biljkama aktiviraju u uslovima nedostatka vode su zato predmet brojnih istrazivanja.
Definisanje najrelevantnijih kriterijuma za ocenu tolerantnosti prema nedostatku vode je
veoma znacajno za oplemenjivanje u cilju stvaranja genotipova koji bolje podnose ovaj
abioticki stres. Smatra se da primena molekularnih metoda, zajedno sa klasi¢nim
fizioloSkim i anatomskim istraZivanjima moze dati najbolje rezultate. Od molekularnih
metoda, na postojeem nivou saznanja o funkcionisanju genoma Secerne repe,
najdirektniji pristup je ispitivanje upotrebljivosti pojedinih objavljenih sekvenci
povezanih sa reakcijom biljaka na osmotski stres (kandidat gena) u cilju

oplemenjivanja, pa je stoga taj metod primenjen u ovim istraZivanjima.



1.6. Primena biljne biotehnologije u povecanju otpornosti biljaka prema

nedostatku vode

Biljna biotehnologija predstavlja proces u kome se koriste molekularne i
citoloSke tehnike u cilju povecanja produktivnosti biljaka, poboljSanja kvaliteta biljnih
proizvoda, sprecavanja Steta koje nastaju pod uticajem razli¢itih biotskih i1 abiotskih
stresova. U okviru biljne biotehnologije postoji i grupa metoda koja se naziva selekcija
pomoc¢u molekularnih markera (MAS - Marker Assisted Selection) i koja predstavlja
kombinaciju metoda klasi¢nog oplemenjivanja i molekularnih istrazivanja. Preduslov za
uspesnost MAS je definisanje gena za koje se pretpostavlja da reguliSu osobine od
interesa 1 testiranje statistickih odnosa izmedu markera i osobine od interesa. Tek kada
je definisan marker koji je fizic¢ki lociran pored ili ¢ak u genu od interesa moguca je
marker asistirana selekcija poZeljne osobine (Pankovic et al. 2004).

Lancana reakcija polimeraze (PCR) je metod koji omogucéava selektivno
umnozavanje odredenog segmenta molekula DNK (Mullis et al., 1986). Preduslov za
izvodenje reakcije je poznavanje strukture (sekvence) grani¢nih regiona Zzeljenog
segmenta 1 posedovanje sintetskih jednolan¢anih oligonukleotida tzv. prajmera, koji su
komplementarni ovim regionima. Reakcija se odvija na principu ciklicnog ponavljanja
replikacije molekula DNK, pri ¢emu se prajmeri vezuju za DNK matricu i sluze DNK
polimerazi kao mesto prepoznavanja za sintezu novih komplementarnih lanaca
nukleotida. U prvom koraku PCR reakcije vr$i se denaturacija DNK. Zatim u sledecoj
fazi, hibridizaciji, par prajmera se specifi¢no vezuje za komplementarne regione DNK,
ogranicavaju¢i segment koji treba da bude amplifikovan. Povezivanje prajmera se
odvija na temperaturi koja zavisi od sekvence prajmera, tj. redosleda nukleotida u
njemu. Izbor optimalne temperature u ovoj fazi je od klju¢nog znacaja za specificnost
PCR reakcije. Ukoliko je temperatura suvise visoka do hibridizacije uopste nece doci,
dok u slucaju suvise niske temperature dolazi do nespecificne hibridizacije prajmera sa
samo parcijalno komplementarnim sekvencama DNK. Poslednja faza je faza ekstenzije
prajmera. Na kraju ove faze se dobijaju dve kopije segmenta DNK koji je oivicen
prajmerima. Reakcija se zatim cikli¢éno ponavlja, a u svakom ciklusu kao matrice sluze
novosintetisani molekuli DNK. PCR-tehnika je Siroko rasprostranjena i primenjena je u
ovom slucaju za utvrdivanje razlike u ekspresiji gena u listu koje se ispoljavaju kao
reakcija na stres koji su povezani sa odgovorom biljaka na osmotski stres. Osim toga

PCR tehnika se primenjuje i kod npr. umnozavanja ponavljaju¢eg motiva i detekcije

9



njegovog polimorfizma, kvantitativne analize prisustva genetske modifkacije u hrani,

detekcije naslednih osobina, dijagnostikovanja bolesti, kloniranja gena itd.
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2. CILJ RADA

Cilj istrazivanja je definisanje fizioloSkih i1 molekularnih parametara koji
ukazuju na povecanu tolerantnost Se¢erne repe prema nedostatku vode. Time bi se bolje
sagledala i shvatila bioloska osnova agronomski vaznog svojstva, tolerisanja abiotickog
stresa - suse, koriste¢i pri tom metode klasicne i molekularne fiziologije biljaka, §to bi

dalo veoma Kkorisne rezultate za unapredenje selekcije.
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3. PREGLED LITERATURE

3.1. Tolerantnost Se¢erne repe prema nedostatku vode

Biljke se prilagodavaju uslovima suSe na razliite nacine. Razlikuje se tzv.
genotipska i fenotipska otpornost na nedostatak vode.

Otpornije biljke na susu, po pravilu imaju duzi korenov sistem sa veCom
apsorpcionom povr§inom, jace razvijeno palisadno tkivo, deblju kutikulu, manji broj i
ukupnu povrSinu stominih otvora, gus¢u mrezu provodnih sudova, imaju takode i
elasti¢niju protoplazmu, veéi sadrzaj vezane vode, viSe osmotski aktivnih materija,
poveéanu akumulaciju abscisinske kiseline, prolina i alanina. Sto se ti¢e fenotipske
otpornosti Se¢erne repe, neki od pokazatelja su: listovi veée sjajnosti, veca
(Petrovi¢ 1 Stiki¢, 1992).

Moguénosti za povecanje otpornosti prema susi SU bile istraZzivane jo§ davnih
dana (1936) u isto¢noj Evropi 1 Rusiji, ali istraZivanja nisu dala neke primenljive
rezultate (Knapp, 1958). Ovaj problem je ponovo poceo intenzivno da se istrazuje tek
od nedavno. Ustanovljeno je da postoji varijabilnost u odgovoru na vodni stres kod
Secerne repe (Sadeghian et al., 2000; Ober i Luterbacher, 2002, Maksimovi¢ et al., 2004
i 2006), ali strukturni i morfoloski adaptivni odgovori Se¢erne repe prema nedostatku
vode jo$ nisu U potpunosti razjasnjeni. Postoji veliki broj istrazivanja koja se odnose na
uticaj vremenskih promena na rast Seerne repe, sprovedene pod kontrolisanim
uslovima, ili u pojedinaénim poljskim eksperimentima (Qi et al., 2005; Kenter et al.,
2006).

Ako do stresa dode u toku ranih faza rasta 1 razvi¢a usporava se rast korena, §to
moze da dovede do gubitka prinosa i za 46% (Noghabi i Williams, 2000). Ako do
vodnog stresa dode kasnije, smanjuje se lisna povrSina i rast pojedinacnih listova i time
iskori§¢avanje svetlosne energije. Nedostatak vode izaziva znacajno povecanje
koncentracija kalijuma i natrijuma, §to otezava ekstrakciju Secera iz korena. Marschner
et al. (1981) su ustanovili pozitivnu korelaciju izmedu akumulacije natrijuma i hlora u
listovima 1 tolerantnosti prema suvisku soli. Ovi odgovori biljaka na vodni stres se
mogu delimi¢no objasniti poremecajima do kojih dolazi u mineralnoj ishrani biljaka.

Nedostatak vode zapravo moze da uspori ili ¢ak potpuno prekine usvajanje jona putem
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korenovog sistema, dovodeci time i do poremecaja odnosa sadrzaja pojedinih elemenata
u biljnim tkivima pa eventualno i do ispoljavanja simptoma nedostatka. Negativan
efekat kasnije nastalog vodnog stresa je manje izraZzen zato Sto su biljke ve¢ razvile
korenov sistem i lisnu masu koja potpuno pokriva zemljiSte. Dobro razvijen korenov
sistem povecava efikasnost usvajanja i iskoriS¢avanja vode, a time i sposobnost boljeg
podnosenja nedostatka vode. Razlike u odgovoru na vodni stres primecene kod
komercijalnih genotipova mogu biti razultat razlika u razvijenosti korenovog sistema u
dubljim slojevima zemljista (Ober i Luterbacher, 2002). Ipak, prvi efekti vodnog stresa
se ispoljavaju na listovima. Mali pad vodnog potencijala u listu je dovoljan da se
znacajno smanji razvi¢e ukupne lisne povrSine. Nizak vodni potencijal pospesuje
obrazovanje novih listova i istovremeno ubrzava starenje starijih listova. Stres
uzrokovan suSom izaziva zatvaranje stoma, ogranicava transpiraciju, i kao posledica se
javlja povecavanje temperature lista. | zatvaranje stoma i toplotni stres smanjuju
fotosintetski prinos (Salvucci i Crafts-Bradner, 2004). Stomin aparat SeCerne repe je
veoma osetljiv na promene vodnog statusa, i on se zatvara kada vodni potencijal opadne
izmedu -0,5 i -1,5 MPa (Milford i Lawlor, 1976). Manja gustina stoma je u korelaciji sa
otporno$c¢u prema vodnom stresu. Thomas i Clarke (1995) su ustanovili da tolerantniji
genotipovi imaju manju gustinu stoma. Medutim, kako je gustina stoma u pozitivnoj
korelaciji sa prinosom Secera pokusaj da se poveca tolerantnost biljaka putem selekcije
na manji broj stoma mogla bi dovesti do smanjenja procenta Secera. Prema Lukovi¢ et
al. (2009) znacajnija razlika izmedu genotipova je utvrdena u procentu debljine
adaksijalnog i abaksijalnog epidermisa i u procentu debljine palisadnog tkiva.
Amfistomati¢ni listovi imaju veci broj neznatno manjih stoma na abaksijalnoj strani.
Prosecan broj stoma po mm? kreée se od 101 do 223 na adaksijalnom 1 od 138 do 229
na abaksijalnom epidermisu. Postoji slicna genotipska varijabilnost kod svih
posmatranih parametara adaksijalnog i abaksijalnog epidermisa. Ovi autori su pokazali
da u odnosu na karakteristike epidermisa, najznacajnija genotipska razlika je u udelu
adaksijalnog i abaksijalnog epidermisa. Stome su brojnije na nali¢ju lista i njihova
veli¢ina i broj po mm? lisne povrsine u preseku na licu i nali¢ju lista nije varijabilna.
Veca gustina stoma i1 manja veli¢ina stoma predstavlja oblik adaptacije na susu, jer
omogucava biljkama da efikasnije reguliSu transport vode i transpiraciju (Fahn i Cutler,
1992; Dickison, 2000). Mala gustina stoma na listovima Seerne repe moze da se
dovede u vezu sa otpornos¢u na stres uzrokovan nedostatkom vode. Thomas i Clarke

(1995), potvrduju rezultate Visser-a (1951), koji je utvrdio da gustina stoma u rasponu
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od 70 do 150 stoma po mm? i da sorte sposobnije da tolerisu nedostatak vode imaju
manju gustinu stoma. U uslovima suse, kada je turgorov pritisak negativan, male
epidermalne cCelije sa zgusnutim zidovima pokazuju znacajnu otpornost prema Sstresu
(Fahn i Cutler, 1992).

Prema Joyce et al. (1983), u Secernoj repi malo smanjenje turgora ima veéi
efekat na celijske deobe nego na ekspanziju ¢elija. Trazeci validne parametare u proceni
pojedinih genotipova na tolerantnost prema susi, heophodno je uzeti u obzir povezanost
velikog broja morfoloskih i anatomskih karakteristika zajedno sa fizioloSko-
biohemijskim karakteristikama pojedinac¢nih organa u razli¢itim fazama rasta i razvoja

Secerne repe 1 u razlic¢itim stepenima i periodima nedostatka vode (Lukovi¢ et al., 2009).

3.2. Hemijske reakcije Secerne repe na uslove stresa

Biljke se odlikuju sposobno$¢u da se prilagodavaju na uslove suse i pomocu
osmoregulacije (Jinyou Du et al., 2004). Rezultati Mc Cree i Richardson (1987) ukazuju
da smanjenje vodnog potencijala u zemljiStu prati opadanje osmotskih komponenti (0,8
kJ/kg-0,8 MPa), tako da se nulta vrednost turgora postize pri vodnom potencijalu od -
2,6 MPa.

Vodni stres kod Secerne repe izaziva nakupljanje osmoregulatornih supstanci
kao Sto su betain, prolin i fruktani. Produkcija osmolita, te promena osmotskog pritiska
pokazala se delotvornom u smislu tolerancije Secerne repe na abioticki stres. Jos Wyn
Jones i Storey (1981) su ukazivali na znacaj betaina kao moguéeg osmolitikuma u
listovima Secerne repe. Prolin 1 glicin betain mogu da omoguce zastitu na viSe nivoa u
¢elijama (Huang et al. 2010) i iz tog razloga su veoma aktuelni u genetskom
inzenjeringu s ciljem povecanja tolerancije na stres kod razlicitih biljnih vrsta (Nayyar,
2003, Rathinasabapathi 2000, DeRonde et al. 2000). Ove materije se ¢esto akumuliraju
kao kompatibilni rastvori u biljkama (molekuli koji ne ucestvuju u hemijskim
reakcijama nego uticu na vodni potencijal ¢elija) i nivo genske ekspresije nekih od
relevantnih enzima takode se povecava u skladu sa tim. Ovi molekuli igraju ulogu u
odrzavanju turgora i osmotskog balansa, ali su takode i ukljuCeni u zastitu celijske
strukture od stresa, Conde et al. (2011). Prilagodavanje biljnog metabolizma stresnim
uslovima je sortno specifi¢no, razlicito i predmet je intenzivnih istrazivanja (Qin et al,

2011). Nije, medutim, sasvim jasno da li biljke koje u uslovima nedostatka vode
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nakupljaju ovakve supstance bolje tolerisu nedostatak vode ili ne (Ghoulam et al., 2002;
Maksimovi¢ et al. 2004 and 2006; Yamada et al. 2005, Valliyodan i Nguyen. 2006).

3.3. Akumulacija prolina

Vodni deficit je glavni faktor koji dovodi do akumulacije prolina u korenu
Se¢erne repe. Nivo prolina otkriva trenutni stepen stresa biljaka, koji zavisi od
snabdevenosti vodom (koli¢ine padavina i navodnjavanja), temperature, sorte Secerne
repe 1 dubrenja azotom. Isti elementi odreduju i akumulaciju glukoze i smanjenje
prinosa useva. Izmenjeni stresni uslovi dovode do povecanja kvaliteta korena Se¢erne
repe 1 brzeg oporavka ukoliko nedostatak vode nije uzrokovao veca ostecenja (Monreal
et al., 2007).

Poveéana snabdevenost azotom takode dovodi do povecavanja nivoa prolina,
delimi¢no povecava indeks lisne povrSine (LAI) i pogorSava stres izazvan suSom.
Pozitivna 1 znacajna korelacija izmedu sadrZaja prolina i glukoze u korenu Secerne repe,
ukazuje na odnos izmedu odgovora na stres, katabolizma ugljenih hidrata, i akumulacije
prolina i glukoze. Ovo je podrzano efektom tretmana sa di-1-p-menthene (anti-
transpirant) i sa DMDP (2,5-dihydroxymethyl-3, 4-dihydroxypyrrolidin, inhibitora
glycosidase), $to dovodi do smanjenog nivoa prolina u nenavodnjavanom korenu
Secerne repe (sorta Klaudija) (Monreal et al., 2007).

Listovi biljaka su glavno mesto sinteze prolina. Gzik (1996) je ustanovio povecan nivo
prolina u listovima Secerne repe kao odgovor na osmotski 1 stres izazvan
zaslanjivanjem.

Ova jedinjenja, kao Sto su prolin i glukoze, ugrozavaju kristalizaciju Secera u
fabrickom procesu proizvodnje 1 dovode do formiranja obojenih komponenti, na taj
na¢in smanjujuéi industrijski kvalitet korena repe (Campbell, 2002; Coca et al, 2004).
Prolin je metabolit koji se u najvecoj meri akumulira pod stresnim uslovima (Delauney i
Verma, 1993). Postoje oskudni podaci o nivou prolina u uskladistenom korenu Secerne
repe, ali je poznato da prolin akumuliran u korenu Secerne repe kao i drugim vrstama
biljaka, predstavlja odgovor na stres (Raymond i Smirnoff, 2002; Demiral i Turkan,
2005) .

Akumulacija prolina u korenu Secerne repe ima dve funkcije: prvu kao indikator

stresa, a drugu kao jedinjenje azota koje smanjuje kvalitet korena. Oba stresna uslova i
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visSak N dovode do mobilizacije nakupljenih ugljenih-hidrata radi snabdevanja celija
dodatnom energijom i ugljenikom za sintezu molekula ¢ija je uloga u adaptaciji na
uslove stresa 1 supstanci koje sadrze N, smanjujuéi pritom prinos saharoze i kvalitet
korena (Monreal et al., 2007). Znacaj akumulacije prolina u osmotskom prilagodavanju
je jo§ uvek diskutabilan i varira od vrste do vrste (Hoai et al., 2003). Maksimalna
akumulacija prolina je utvrdena na kraju perioda rasta korena repe (Monreal et al.,
2007).

Eksperimenti Liu i Zhu (1997) pokazuju da je akumulacija prolina simptom
stresa izazvan povredom, a ne pokazatelj tolerancije na stres. Korelacija izmedu stepena
stresa 1 sadrzaja prolina sugeriSe, medutim, da je akumulacija prolina Kkoristan
pokazatelj stresa kod Secerne repe (Iannucci et al 2000; Ain-Lhout et al 2001). Prolin
moze da deluje kao signalni molekul, da modifikuje funkcije mitohondrija, uti¢e na
deobu c¢elija i pokrene ekspresiju specificnih gena, sto moze da bude od sustinskog

znacaja za oporavak biljaka nakon stresa (Al-Khayri, 2002; Szabados i Savoure, 2009).

3.4. Molekularni aspekti tolerantnosti prema susi

Tehnoloski napredak i imperativ da se osigura odrziva proizvodnja hrane je
usmerio istraZivacke programe na poboljSanje genetski uslovljenih osobina gajenih
biljaka uprkos veli€ini 1 sloZzenosti genoma (hlebna pSenica je heksaploid sa 16 Gb
(Feuillet et al, 2008.)). Oplemenjivanje s ciljem povecanja tolerantnosti na susu dodatno
komplikuje c¢injenica da nekoliko tipova abioti¢kih stresova se Ccesto javljaju
istovremeno u toku vegetacije, 1 tim pre pristup koji ukljucuje manipulacije grupom
gena za tolerantnost prema su$i ima vecu Sansu za reSavanje ovog kompleksnog
problema. I neke osobine zemljista, kao Sto su sastav i struktura takode mogu da uticu
na balans razli¢itih stresova (Whitmore i Whalley, 2009).

Biljke Secerne repe u semiaridnim uslovima reaguju na vodni deficit
prilagodavanjem na uslove suSe raznim fizioloSkim, biohemijskim, anatomskim, i
morfoloskim promenama, ukljucujuci i promenu u ekspresiji gena. Postoje dva vida
borbe biljaka sa nedostatkom vode: izbegavanje (u smislu sposobnosti biljaka da odrze
visok vodni potencijal tkiva u uslovima suSe) i tolerantnost (u smislu sposobnosti
biljaka da odrze svoje normalne funkcije, ¢ak i pri niskim vodnim potencijalima tkiva).

Izbegavanje suSe se obi¢no postize smanjenjem stomaterne provodljivosti, smanjenjem
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lisne povrSine, razvojem jaceg korena i povecanjem odnosa koren/nadzemni deo
(Levitt, 1980).

Procena relativnog doprinosa svakog gena za tolerantnost prema dehidrataciji i
eliminisanje onih koji ne utiCu na tolerantnost prema stresu je veliki izazov. Svi
transgeni pristupi koriste pojedinacne gene koji dovode do marginalne tolerancije prema
stresu. Dakle, buduca istrazivanja trebalo bi da budu fokusirana na skupove gena kako
bi doslo do ispoljavanja kvantitativnih osobina koje su posledica ekspresije viSe gena, u
uslovima suse. Metabolicki inzenjering osmolitickih puteva bio je uspeSan za odredene
modele biljaka izlozenih stresu.

Imaju¢i u vidu kompleksnost geneticke kontrole tolerantnosti na suSu
(multigenetsku, nizu heritabilnost i visoke interakcije genotipa i sredine), selekcija
podrzana markerima nije znacajno doprinela poboljSanju sorti za uslove suSe i
oplemenjivanje se zato do sada oslanjalo na direktne fenotipske selekcije (Fleury et al.,
2010).

lako je prinos osnovni cilj oplemenjivaca, veoma je teSko precizno predvideti
moguénost iskoriSéenja vode i identifikovati kandidat-gene za dalje kloniranje.
Nekoliko istrazivanja je identifikovalo QTL-e (Quantitative trait locus) povezane sa
specificnim komponentama odgovora na suSu. lako bi razvoj molekularnih markera 1
sekvenciranje genoma trebalo da ubrza poziciono kloniranje (Collins et al, 2008.)
oblasti genoma povezane sa individualnim QTL-ima su jo$ uvek veoma velike i obi¢no
nepogodne za skrining u selekcionom programu.

Tokom proteklih nekoliko godina bilo je nekoliko opseznih mapiranja usmerenih
na suSu i lokuse za toleranciju prema ostalim abiotickim stresovima u sredinama sa
niskim prinosom. Medutim, uprkos ovim znacajnim istraZivackim naporima jedini
markeri koji su pronasli svoj praktiéni smisao u oplemenjivanju biljaka su oni za
toleranciju na bor i aluminijum (Brdar-Jokanovi¢, 2010; Gupta et al., 2010).

Pokazalo se da je neophodno da se definisu fizioloski idiotipovi za bolji prinos
pod uslovima vodnog deficita, identifikuju izvori varijacije ovih osobina i uvedu te
osobine u elitne sorte (Reynolds et al., 2009; Richards et al., 2010). lako je ovaj pristup
prihvacen ve¢ nekoliko decenija, susreo se sa vrlo ograni¢enim uspehom. Prema
rezultatima ovih autora upotreba ugljenikovih izotopa verovatno jedina moze da bude
prihvatljiva metoda i da omoguc¢i stvaranje novih, perspektivnijih sorti.

Adaptacija biljaka na susu je slozen proces, koji ukljucuje mnogo promena, ne

samo smanjenje rasta. Na celijskom nivou to podrazumeva, regulaciju pocetka sinteze
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proteina (npr. H* pumpi i Na*/H antiportera), poveéanje nivoa antioksidanata, prolazno
povecanje koncentracije ABA, redukciju puteva energetske potrosnje, kao i akumulaciju
odgovarajucih rastvora i zaStitnih proteina (Bartels i Sunkar 2005, Chaves et al. 2009).
Sve ove promene na ¢elijskom nivou su od velike vaznosti za o¢uvanje homeostaze jona
nakon neravnoteze izazvane abiotickim stresom (Conde et al., 2011).

Vodni deficit deluje na rast korena, vodni rezim, transpiraciju i rast nadzemnog
dela te na kraju odreduje i potencijal prinosa. Mehanizmi kojima se regulise rast i
funkcionisanje korena i nadzemnog dela pod uticajem vodnog deficita u zemljistu,
integrisani u ceo biljni matabolizam, izazivaju veliko interesovanje istrazivaca
(Neumann, 2008). Posebno je atraktivna hipoteza da koren moze da registruje deficit
vode u rizosferi i potom indukuje odgovaraju¢e adaptivne mehanizme za prenos
hemijskih, hidrauli¢kih ili elektri¢nih signala ka nadzemnom delu. IstraZivanje identiteta
stresom indukovanih signala iz korena, i njihov uticaj na zatvaranje stoma i / ili
inhibiciju rasta nadzemnog dela, moze da predoc¢i nove pristupe u regulaciji odgovora
cele biljke na susu. Na primer, ABA, moze da inhibira otvaranje stoma i eventualno rast
lis¢a pod uticajem vodnog stresa, prisutna je u ksilemskom soku koji se transportuje iz
korena do nadzemnog dela biljaka tokom transpiracije. Pored toga, koncentracija ABA
u ksilemu moze da se poveca, kao odgovor korena na deficit vode. Tako, transport kroz
ksilem uslovljen ABA signalima poreklom iz korena (verovatno modifikuje pH ksilema
I nivo nitrata) smatra se osnovnim uzro¢nikom promena u nadzemnom delu usled
nedostatka vode u korenu (Davies i Zhang, 1991; Wilkinson i Davies, 2002; Davies et
al., 2005). Medutim, sve veci broj dokaza ukazuje na to da su, u mnogim slu¢ajevima,
hidraulicki signali verovatnije odgovorni za prenosenje signala o pojavi suse iz korena u
nadzemni deo, nego ABA poreklom iz korena. Na primer, brzo opadanje elasti¢nosti
¢elijskog zida u listu i rast lista kod sejanaca kukuruza izazvano je deficitom vode u
korenu (koren gajen na podlozi koja sadrzi PEG-6000 i ¢iji vodni potencijal iznosi -0.5
MPa). Inhibicija rasta predstavlja odgovor korena na vodni deficit, ¢ak i kada je tkivo
korena uginulo, odnosno kada nije moguce da se ustanovi da se hormoni ili elektri¢ni
signali prenesu do lis¢a (Chazen i Neumann, 1994). Hidrauli¢ni signali iz korena
izlozenog stresu, u obliku pove¢anog osmotskog pritiska u ksilemu, uti¢u na indukciju
razvoja listova. Nivoi ABA u zonama izduzivanja lista kukuruza su povecani usled
vodnog stresa (Chazen et al, 1995.). U eri brzog napretka u identifikaciji i karakterisanju
kompletnih setova genoma biljke, proteina, transkripata, metabolita, kao i njihovih

interakcija, i bioloskog sistema dolazi se do otkri¢a koje omogucava bolje razumevanje
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I manipulaciju fizioloskim odgovorima na vodni deficit (Neumann, 2008). Takva
istrazivanja mogu da omoguce stvaranje novih sorti koje su tolerantnije na susu.
Primena molekularnih metoda u proucavanju vodnog stresa kod Secerne repe joS nije
dovoljno razradena, ali razultati koji su postignuti kod drugih biljnih vrsta ukazuju da se
moze o¢ekivati znacajan napredak u ovoj oblasti (Tuberosa i Salvi, 2006). Achard et al.
(2006) su utvrdili da su DELLA proteini lokalizovani u jedru ukljuceni u opsti
mehanizam odgovoran za inhibitorno integrisanje rasta biljaka. U skorije vreme,
bakovic¢-Petrovic¢ et al. (2007) su pokazali da su DELLA proteini takode ukljuceni u
regulaciju rasta uzrokovanu ekoloskim promenama kod odraslih biljaka. Cilj koris¢enja
molekularne manipulacije je da se smanji stepen inhibicije rasta biljaka pod umerenim
vodnim deficitom, kako bi se razjasnili faktori povezani sa ekspresijom DELLA gena.

Susa koja se javi kod listova zahvacenih procesom starenja nije u direktnoj vezi
sa prekidom vegetativnog rasta, ali to moze biti korisno za prenos hranljivih materija iz
listova ka semenu u razvoju u susnom periodu (Yang i Zhang, 2006;. Foulkes et al,
2007). Nasuprot tome, prerana indukcija procesa starenja lista tokom vegetacije usled
izloZenosti povremenim epizodama suse postepeno ¢e ograniciti fotosintetski kapacitet i
dovesti do uginuca lista. U poslednjoj fazi razvoja, Rivero et al. (2007) su povezali
promotor za susu (SARK, starenje, povezano receptorima protein kinaze) sa IPT-genom
koji inicira sintezu citokinina. Za citokinine se zna da inhibiraju starenje lista. Model je
primenjen na biljkama duvana. U eksperimentu u sudovima, dve trece generacije linija
koje su bile transgene su bolje prezivele i rasle pod povremenim vodnim deficitom od
divljih vrsta biljaka (Neumann, 2008). Pored toga, nije ustanovljen ni negativni uticaj na
razvoj kod dobro zalivanih transgenih biljaka. Ostaje da se vidi da li na sli¢an na¢in IPT
gen moze da funkcioni$e i u poljskim uslovima.

Funkcije transkripcionog faktora (TF) kod abiotickog stresa su, od kraja proslog
veka, dobile veliku istrazivacku paznju. Zahvaljuju¢i tehni¢kim dostignu¢ima u
otkrivanju diferencijalne ekspresije gena, identifikovani su geni koji se aktiviraju usled
viSestrukih stresnih uslova. U ovim istraZivanjima, sli¢na ekspresija predvida kontrolu
jednostavnim cis promotor elementima. Molekularna manipulacija CBF/DREB1 gena
putem bioinzenjeringa bi u buduénosti mogle da se koriste za poboljSanje tolerancije
biljaka na stres (Celebi-Toprak et al. 2005, Oh et al. 2005, Behnam et al. 2006, Ito et al.
2006).

Druga podgrupa AP2/ERF TF familije obuhvata DREB2 proteine, koji su

izolovani zajedno sa DREB1 u kvascu (Liu et al. 1998). Postoji osam gena u ovoj
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podgrupi u Arabidopsis genomu (Sakuma et al., 2002). Za razliku od DREB1 gena,
ekspresija DREB2A je veoma potaknuta visokim salinitetom i suSom, a mnogo manje
hladno¢om. Smatra se da je ekspresija DREB2A proteina pod normalnim uslovima
razvoja, a aktivira se pod uticajem osmotskog stresa kroz posttranskripcionu
modifikaciju u ranim fazama kao odgovor na osmotski stres.

Hiperprodukcija na konstitutivno aktivnoj formi DREB2A (DREB2A-CA),
proteina u biljkama izaziva povecanje ekspresije odredenog broja gena odgovornih za
stres uzrokovan vodnim deficitom, kao i pobolj$anu tolerantnost na susu kod transgenih
biljaka (Sakuma et al., 2006).

Pod stresnim uslovima, monosaharidi, disaharidi i trisaharidi i alkoholi
akumuliraju se u biljkama, a nivo ekspresije gena koji kodiraju neke od relevantnih
enzima takode se povecava u skladu sa tim. Stres usled deficita vode uzrokuje sintezu i
akumulaciju ABA u biljnim ¢elijama, a ustanovljeni su i odgovarajuéi geni za to.
Vecina tih gena sadrzi zasticene i ABA odgovarajuée, cis-aktivacione elemente u
promotorima nazvane Abre (ABA-responsive element, PIACGTGG / TC) (Yamaguchi-
Shinozaki i Shinozaki 2005, Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki 2006, Nakashima et al.
2009).

Utvrdeno je da TF geni takode mogu da saopste signale stresa vezivanjem sa
pocetkom reakcije na dehidrataciju 1 (ERD1) gen promotora (Tran et al 2004, Tran et
al. 2007). Inspirisani istrazivanjima na Arabidopsis-u, istrazivaci su takode analizirali
NAC familiju gena, te funkcije gena TF pirinca. OSNACG je indukovan od strane oba
ABA i stresa izazvanog povisenom koncentracijom soli. Ekspresija OsSNAC6 gena
povecava toleranciju biljaka na susu, soli i neke bolesti (Nakashima et al., 2007). Hu et
al. (2006) su zakljucili da su dva druga NAC gena, SNAC1 i SNAC2, povecali
otpornost biljaka prema susi i salinitetu. SNACL1 transgeni su testirani pod intenzivnim
uslovima deficita vode, 1 pronadeno je da imaju oko 30% vecu klijavost semena od
divljeg tipa biljaka.

Otkri¢e regulatorne uloge TFS u stres-indukovanoj genskoj ekspresiji ukazuje
kako je kontrolisana ekspresija OFA seta gena. Osim toga, pojedina istrazivanja su
usmerena na to kako se signal prenosi sa jednog molekula na drugi, iz citosola do jedra.
Vec¢ina transdukcionih signala dolazi preko proteinskih modifikacija, poput
fosforilacije, ubikvitina i sumoilatina. Reverzibilne post-translacione modifikacije igraju
ulogu u ovim procesima. Istorijski gledano, najproucavanija modifikacija proteina je

fosforilacija, medutim, i ostale vrste su veoma zastupljene, kao $to su ubikvitination i
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sumoilation. Ove vrste modifikacija proteina regulisu aktivnost klju¢nih TFS u biljkama
pod abiotickim stresom. Fosforilacije kaskada regulisane protein kinazama i
fosfatazama prenose signale stresa i prilagodavaju cilj aktivnosti datog proteina.
SNRK2C/SnRK2.8 i SnRK2F/SnRK2.7 su nedavno pokazali da imaju ulogu u
regulisanju ekspresije gena prema susi (Mizoguchi et al., 2010). Ispravna regulacija
ekspresije gena je veoma vazan proces u biljnim ¢elijama, jer kontroliSe kada i gde je
gen aktivan, a to je od suStinskog znacaja za normalan rast i odgovore na stimulanse.
Ekspresija mnogih DREB2A ciljnih gena se odlaze u odgovoru na stres usled
dehidratacije. Medutim, u drip1-1-1 i drip2 jedno i dvostrukim mutantima, te genske
ekspresije su intenzivnije nego kod divljih vrsta, a DREB2A protein je stabilniji. Ovo
otkri¢e sugeriSe da DRIP1 i DRIP2 funkcioniSu kao negativni regulatori u adaptaciji
biljaka prema susi za razliku od posredovanja u proteolizi DREB2A. Smatra se da
DRIP1 i DRIP2 degradiraju ekspresiju DREB2A pod normalnim uslovima kako bi
minimizirali negativne efekte ovog proteina na rast biljaka (Qin et al., 2008).

Veliki napredak u razjaSnjavanju odgovora biljaka na abioticki stres je
napravljen u poslednjoj deceniji (Qin et al., 2011). Jo$ je nerazjasnjeno, izmedu ostalog,
da li postoje receptori ABA. lako GTG1 / GTG2 proteini ukazuju da su membranski
vezani ABA receptori, njithove bioloske uloge u ABA transdukcionom signalu ostaju
nepoznate. Pored ABA percepcije, procesi biosinteze ABA, transport, skladiStenje i
promet, kao odgovor na abioticki stres nisu u potpunosti jasni. Studije o
transkripcionom faktoru otkrivaju slozenost i pleiotropske funkcije u oba odgovora
biljaka na stres 1 razvoj (Kanaoka et al., 2008). Klju¢ne komponente u osnovi stresa i
razvoja tek treba da budu razjasnjene (Qin et al., 2011).

Osim toga, interakcije izmedu ABA i drugih fitohormonskih signala treba da
budu bolje objasnjene. Sa brzim razvojem genomske tehnologije i statistickim
analizama, postoji povecan interes za koriS¢enje strategije mapiranja za identifikaciju
gena u osnovi kvantitativnih ili kompleksnih osobina koji imaju poljoprivredni ili
evolucioni znaaj (Qin et al., 2011). KoriS¢enje sekvenci genoma i informacija
pojedinacnog nuklearnog polimorfizma (SNP), mapiranje bazirano na povezivanju
neekvilibrijumskih analiza prirodno varijabilnih populacija moze da resi kompleksne
osobine na nivou sekvence i genoma (Zhu et al., 2007). Istrazivanja genomskih skupina
(GWAS) pokazala su se kao dobra komplementarna alatka za tradicionalna biparentalna
ukrstanja i strategije mapiranja. GWAS od 107 fenotipova Arabidopsis-a koriste¢i 191
razli¢it genotip su obezbedili kandidat gene za dalje studije (Atwell et al., 2010). Huang

21



et al., 2010 sekvencionisali su 517 genoma linija pirin¢a, obuhvatajuci i sprovodeéi
GWAS za 14 agronomskih osobina, ukljucujuci i otpornost prema susi. Jos jedan veliki
izazov je kako primeniti znanje na poboljSanje tolerancije useva na uslove stresa.
Klasi¢na genetika ukazuje na to da je tolerancija biljka prema abiotickom stresu
kontrolisana od strane vise lokusa, i svaki doprinosi neznatnom efektu gena (minor
geni), dakle, manipulacija glavnim regulatornim genima, biotehnoloskim metodama, se
smatra efikasnijom od konvencionalnih strategija selekcije u kojoj je tesko razdvojiti
negativnu vezu mnogo lokusa u jednom trenutku. Ipak, i dalje postoji veliki jaz izmedu
osnovnih istrazivanja i Stvaranja useva tolerantnih na stres. Standardni testovi,
ukljucujuéi skrining metode, razlikuju se od Arabidopsis-a zavisno od vrste useva.
Odgovarajuce procene tolerancije useva na uslove stresa treba da budu uspostavljene u
skladu sa aktuelnim zahtevima poljoprivredne proizvodnje. Neki pionirski radovi su
izvrSeni u stvaranju biljaka tolerantnih na stres i testiranih u polju, kao §to je transfer
ZmNF-YB2 i NF-Y gena, kod transgenog kukuruza, i upotreba SNAC1, NAC-tip TF
kod pirin¢a, s ciljem pobolj$anja tolerancije na susu (Hu et al., 2006, Nelson et al.,
2007). Ova vrsta istrazivanja je dragocena ne samo zato §to je usmerena na
poljoprivredno vazne Kulture ve¢ i zato Sto procenjuje poboljSane osobine pod stvarnim
proizvodnim poljskim uslovima. Potencijal prinosa je primarna briga proizvodaca.
Medutim, postoji problem izmedu visokog prinosa i tolerancije na stres. Strategijama
koje prostorno i vremenski ograni¢avaju transgene ekspresije koris¢enjem specificnosti
tkiva i stres-indukovanih promotora (Sakuma et al. 2006a, Nakashima et al. 2007)
potrebno je omoguciti kombinaciju tolerancije na stres sa visokim potencijalom
rodnosti, izbegavaju¢i negativne efekte gena stresa na rast biljaka pod povoljnim
uslovima. Alternativno, nekoliko osobina, poput jakog korenovog sistema, visoke
efikasnosti koris¢enja vode i fleksibilnog osmotskog prilagodavanja, moze se integrisati
sa potencijalom prinosa. Da bi se postigla kombinacija visokog prinosa i tolerancije
prema stresu u jednoj sorti neophodno je uspostaviti vezu kompatibilnosti razvoja
individualnih osobina i medusobne reakcije. Saradnja medu biljnim molekularnim
biolozima, fiziolozima i selekcionerima je obavezna. Prethodni radovi u pogledu
identifikacije gena 1 funkcionalne karakterizacije je izvrSena od strane molekularnih
biologa, fotosintetski gubici, pokreti stoma 1 osmotska prilagodavanja u stresnim
reakcijama su tema za stru¢njake iz fiziologije biljaka. Prikupljanje izvora tolerantnosti i
procenu treba da vrse selekcioneri. Transformacija i povezivanje znanja u krajnjem

proizvodu zahteva njihovu usku saradnju (Qin et al., 2011).

22



4. MATERIJAL | METOD RADA

4.1. Biljni materijal

Istrazivanja su sprovedena na jedanaest genotipova (oznafeni od 1 do 11)
SeCerne repe (Beta vulgaris ssp. vulgaris, L.) iz kolekcije genotipova Odeljenja za
SeCernu repu, Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu. Odabrani genotipovi su
u poljskim uslovima ispoljili razlike na osnovu opservativnog testa nivoa tolerantnosti
prema susi i podeljeni u 3 grupe: netolerantni (genotipovi 2, 5, 6 i 8), srednje tolerantni
(3,7,9i11), i tolerantni (1, 4 i 10) (tabela 4.1.).

Tabela 4.1. Preliminarna ocena tolerantnosti na susu u poljskim uslovima (0-5; O-

osetljiv, 5-tolerantan)

Genotip  Ocena u polju

1 5
2 2
3 4
4 5
5 2
6 0
7 4
8 2
9 4
10 5
11 4

4.2. Eksperimentalne metode

Eksperiment je postavljen u stakleniku Instituta za ratarstvo i povrtarstvo Novi
Sad na Rimskim San¢evima, a laboratorijske analize su sprovedene na Poljoprivrednom
fakultetu, Univerziteta u Novom Sadu i u Institutu za ratarstvo i povrtarstvo Novi Sad,

Odeljenje za Secernu repu.
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4.3. Eksperiment u polukontrolisanim uslovima

4.3.1. Gajenje biljaka

Biljke Secerne repe su posejane u stakleniku, u supstrat koji je bio Potgrond H
(Klasmmann), pomesan sa re¢nim peskom u zapreminskom odnosu 17,5:1 u plasti¢ne
kadice 31x37x13 cm, 12 biljaka. Tokom 90 dana vlaznost zemljiSta je odrzavana na
nivou od 80% PVK. Nakon 90 dana vrseno je merenje dnevne potro$nje vode tako $to
je merena masa kadica sa biljkama pre i posle zalivanja tokom tri dana i zalivanje je
vr$eno u skladu sa evapotranspiracijom. Biljke su tada bile u fazi 6-12 listova u lisnoj
rozeti. Nakon toga je izazvan vodni deficit prestankom zalivanja, dok je kod kontrolnih
biljaka zalivanje nastavljeno. Pet dana po prestanku zalivanja uzeti su uzorci biljnog

materijala za analizu fizioloskih i molekularnih parametara.

4.3.2. FizioloSki parametri

Za eksperiment su odabrani parametri za koje se smatralo da bi mogli da ukazuju
na razlike u reakciji genotipova na nedostatak vode. Ispitivani su sledeci parametri:
a) sadrzaj vode / suve materije u zemljiStu
b) sadrzaj vode / suve materije u biljnom materijalu
¢) relativan sadrzaj vode (RWC)
d) parametri fluorescencije hlorofila (Fo, Fm, Fv, Fu/Fm 1 t12)
e) koncentracija slobodnog prolina
f) broj listova
Sa ciljem utvrdivanja genotipskih razlika, kod kontrolnih uzoraka su takode odredivani
g) lisna povrSina
h) koncentracija pigmenata hloroplasta.
Sve analize su radene u tri ponavljanja izuzev merenja parametara fluorescencije

hloroplasta gde su merenja vrsena u 9 ponavljanja.
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a) Sadrzaj vode / suve materije u zemljiStu

Uzorci zemlje mase 100-150g su uzeti iz posuda u kojima su gajene biljke u
polukontrolisanim uslovima i suSeni su do konstantne mase u susnici na tempraturi 105-
130°C. Vl