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Izvod:
1Z

Kultura tkiva se Siroko koristi u proceni
tolerantnosti na abioti¢ke ¢inioce kod velikog
broja biljnih vrsta. Osnovi cilj ovog istrazivanja
bila je procena tolerantnosti genotipova bele
topole prema reakciji podloge, zaslanjenosti i
susi u in vitro uslovima, a sve u cilju potrebe
oCuvanja i1 unapredenja biodiverziteta ove vrste
I njenog kori$éenja u pejzaznoj arhitekturi i
proizvodnji drveta. U ovom radu istrazivana je
tolerantnost pet genotipova bele topole: srpske
selekcije u eksperimentalnoj fazi L-80, L-12,
LCM i LBM i jedna italijanska sorta: cl.
Villafranca. Tolerantnost genotipova procenjena
je prema skupu od ukupno 27 parametara
ukljucuju¢i morfoloske, parametre biomase,
fotosintetickih  pigmenata 1  biohemijske
parametre. Na osnovu primenjenjih statistickih
testova izdvojene su podloge koje su se
pokazale najprikladnijim za diferencijaciju
istrazivanih ~ genotipova po  istrazivanim
abiotickim ¢iniocima. Rezultati istrazivanja
ukazuju da postoji znaCajna varijabilnost u
reakciji istraZivanih genotipova prema reakciji
podloge, zaslanjenosti i susi. Genotip L-80 se
pokazao kao dobar kandidat za gajenje na
podrucijma opterecenim nekim od istrazivanih
abiotickih ¢inilaca. Rezultati takode ukazuju na
znacajan potencijal uzgoja bele topole u kulturi
tkiva kao pouzdane metode u proceni
tolerantnosti prema ispitivanim abiotickim
¢iniocima i da primenjeni testovi mogu biti od
velikog znacaja za selekciju genotipova u in
vitro uslovima. Budu¢a istrazivanja treba
usmeriti na ispitivanje uticaja kombinacije
abiotickih ¢inioca 1 veéi broj genotipova. U tom
smislu bi istrazivanja trebalo proSiriti i na
reakciju isptivanih genotipova na abioticke
¢inioce u poljskim uslovima.




Datum prihvatanja teme od strane
Senata:
DP

31.01.2019.

Datum odbrane:
DO

Clanovi komisije:

(ime i prezime / titula / zvanje /
naziv organizacije / status)

KO

Predsednik:

prof. dr Emina Mladenovi¢, vanredni profesor,
Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom
Sadu

Mentor:

dr Branislav Kovacevi¢, visi naucni saradnik,
Institut za nizijsko Sumarstvo i zivotnu sredinu,
Uneverzitet u Novom Sadu

Mentor:

prof. dr Sasa Orlovi¢, redovni profesor,
Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom
Sadu

Clan;

prof. dr Mirjana Ljubojevi¢, vanredni profesor,
Poljoprivredni fakultet, Univerzitet u Novom
Sadu

Clan:

prof. dr Mirjana Ocokolji¢, redovni profesor,
Sumarski fakultet, Beograd.




University of Novi Sad
Faculty of Agriculture
Key word documentation

Accession number:
ANO

Identification number:
INO

Document type: Monograph documentation

DT

Type of record: Textual printed material

TR

Contents code: PhD thesis

CC

Author: Vanja Vuksanovi¢

AU

Mentor: PhD Branislav Kovacevié, senior research

MN associate, Institute of Lowland Forestry and
Environment, Novi Sad.
PhD Sasa Orlovi¢, professor, Faculty of
Agriculture, Novi Sad.

Title: Tolerance of white poplar assortments against

Tl abiotic factors in vitro

Language of text:
LT

Serbian

Language of abstract:
LA

Serbian/English

Country of publication:

CP

Republic of Serbia

Locality of publication:

LP

Vojvodina




Publication year:
PY

2019.

Publisher:
PU

Author’s reprint

Publication place:
PP

University of Novi Sad, Faculty of Agriculture,
Dositeja Obradovica sq. 8, 21000
Novi Sad

Physical description:

8 chapters/ 143 pages/ 30 photos/ 82 graphs/ 49

PD tables/ 141 references/ 1 biography
Scientific field Biotehnical Sciences
SF

Scientific discipline
SD

Horticulture

Subject, Key words
SKW

Tolerance, white poplar, abiotic stress, tissue
culture, genotype evaluation

uc

Holding data: Library, Faculty of Agriculture, Dositeja

HD Obradovica sq. 8, 21000 Novi Sad

Note: This paper was realized as a part of the projects
N “Studying climate change and its influence on

the environment: impacts, adaptation and
mitigation” (43007) financed by the Ministry of
Education, Science and Technological

Development of the Republic of Serbia




Abstract:
AB

Tissue culture is widely used in assessment of
tolerance against abiotic factors in many plant
species. The main aim of this study was the
evaluation of tolerance against medium
reaction, salinity and drought of white poplar
genotypes in vitro, in course of necessity of
preservation and improvement of biodiversity of
this species and its use in land architecture and
wood production. In this work, tolerance of five
genotypes of white poplar was examined,
Serbian assortments in experimental phase: L-
80, L-12, LCM and LBM, and one Italian
cultivar: cl. Villafranca. Tolerance of genotypes
was evaluated according to group of 27
parameters in total, including morphological,
biomass, photosynthetic = pigments’  and
biochemical parameters. Based on applied
statistical tests media were found to be the most
appropriate for selection for differentiation of
examined by examined abiotic factors. Results
of study suggest that there is considerable
variability in reaction of examined genotypes
against media reaction, salinity and drought.
Genotype L-80 was found to be good candidate
for cultivation on areas burdened with some of
examined abiotic factors. Results also showed
considerable potential of white poplar tissue
culture as reliable method in tolerance
assessment of examined abiotic factors and that
applied tests could be of great importance in
genotype selection in vitro. Further research
should be directed on study of influence of
combination of abiotic factors and larger
number of genotypes. In that sense investigation
should be expended on reaction of examined
genotypes in field conditions.




Accepted on Senate on:
AS

31.01.2019.

Defended:
DE

Thesis Defend Board:
DB

President:

PhD Emina Mladenovi¢, associate professor
Faculty of Agriculture, University of Novi
Sad

Mentor:

PhD Branislav Kovacevi¢, senior research
associate, Institute of Lowland Forestry and
Environment, Novi Sad.

Mentor:

PhD Sasa Orlovi¢, full professor, Faculty of
Agriculture, University of Novi Sad,

Member:

PhD Mirjana Ljubojevi¢, associate professor
Faculty of Agriculture, University of Novi
Sad

Member:

PhD Mirjana Ocokolji¢, full professor, Faculty
of Forestry, Belgrade




SADRZAJ:

1 UVOD .o 1
2 PREGLED VLADAJUCIH STAVOVA U LITERATURI ....ccoovviiiiereereen. 3
2.1 ROU POPUIUS .....oeetieie ettt aeeee e 3
2.2 ADIOHCKI CINIOCT c.vivviiiiiiiiiisiee et 4
221 KISEIOSE ..o 4
2.2.2  Z8SIANJENOST ..o s 6
2.2.3  SUSBuiiiiiiiiiete ettt b bbbttt bbbt 7
2.3 IMIKIOPIOPAGACIIA ... e veviriieiieiieie sttt sttt nne e 9
3 CILJISTRAZIVANJA I RADNA HIPOTEZA .....coceoeuiieieeeereieeeeeeseeeseerienes 11
4 MATERIJAL I METODE......cciiiiiiiieiet et 12
4.1 BilJni MAterijal .......ccoooviiiiiiii e 12
4.2 Program iStraZiVANJa ......ccooceeieeriiieesieeie et 12
4.3 Priprema eKSIraKLa .......cccooviiiiiiiiiiieieee e 16
4.4 IStrazivani PATAIMELIT ....c.ueeiuieiiiiesiieesiieesiee e eesieeesee e e e e b e s sbeesssbeeessneeans 17
441 Parametri DIOMAESE ..o 18
4.4.2  Sadrzaj fotosintetickih pigmenata ...........cccooiriiiiiiiiiiii 19
443  Odredivanje sadrzaja natrijuma, kalijuma i magnezijuma ............cccc.c.... 21
4.4.4  Odredivanja sadrZaja ukupnih fenola ...........cccooiiiiiiiiii, 23
445  Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida...........ccooiviniiiinniiiinn, 24
4.4.6  Odredivanje redukcione sposobnosti ekstrakta FRAP testom.................. 25
4.4.7  Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH" radikala ......................... 26
4.4.8  Odredivanje sposobnosti neutralizacije ABTS" radikala ......................... 27
449  Odredivanje sadrZaja glicin betaina (glycine betaine GB) ...............c....... 28
4410 Odredivanje sadrZaja prolina..........cccccooveiiiiiiiiiiiniiie e 29
4.5  StatistiCka obrada podataka............c.cceiieiiiiiien e 31
5 REZULTATIISTRAZIVANIA ....coooiieiieeieeeeeeeeseseee s ss s es s s s, 32
5.1 Rezultati istrazivanja tolerantnosti genotipova prema reakciji podloge u in
VITFO USIOVIMA ... 32
5.1.1 Rezultati morfoloskih parametara ...........cccccovveiiiiiniiniiienesesc s 32
5.1.2  Rezultati parametara DIOMASE...........ccevveiieiieiieese e 36

5.1.3  Rezultati sadrzaja fotosintetickih pigmenata...........ccccccvevviiiiiieeniniennn 40



5.1.4  Rezultati biohemijskih parametara............cccccovvevviieiieeiie e 44

5.1.5  Korelaciona analiza ... 51
5.1.6  Analiza glavnih komponenti (PCA) ........ccceieiiieie i 54
5.2  Rezultati istraZzivanja tolerantnosti genotipova prema zaslanjenoj podlozi u in
VITFO USIOVIMA ..o 56
5.2.1  Rezultati morfoloSkih parametara ..........ccccocvverviiieiiiieniiie e 56
5.2.2  Rezultati parametara DIOMASe...........cccevveiiiiieiieie e 61
5.2.3  Rezultati sadrzaja fotosintetickih pigmenata...........cccooevvviiiveniiiinnenn. 65
5.2.4  Rezultati biohemijskih parametara...........cccocooviiiiniiniiieieiesens 69
525  Korelaciona analiza ...........cccoireiiiiniieiiincees s 81
5.2.6  Analiza glavnih komponenti (PCA) ... 83
5.3  Rezultati istrazivanja tolerantnosti genotipova bele topole prema susi izazvanoj
PEG 6000 U iN VItrO USIOVIMA. ........ocoiiiiiiiiiiiicicc e 85
5.3.1  Rezultati morfoloskih parametara ...........ccccocerveiiiiieiice 85
5.3.2  Rezultati parametara DIOMASe...........ccoueieiiiiieniriseeee e 88
5.3.3  Rezultati sadrzaja fotosintetickih pigmenata............ccocevvriviniieniiiineenn. 93
5.3.4  Rezultati biohemijskih parametara...........cccocoooeieriiniiniiieieiesc s 96
535  Korelaciona analiza ...........c.coeveiiiiniiiiiniicseee e 108
5.3.6  Analiza glavnih komponenti (PCA) ... 110
B DISKUSIIA . ...t 112
6.1 Tolerantnost istrazivanih genotipova prema reakciji podloge..........cccccoeuuee. 112

6.2  Tolerantnost istrazivanih genotipova prema razli¢itim koncentracijama NaCl

116
6.3  Tolerantnost israzivanih genotipova prema SUSI.........ceevrvereeruerieereenennens 123
7 ZAKLIUCCT oottt 128

8  LITERATURA ..o 130



Vanja Vuksanovié¢ Doktorska disertacija

1 UVvOD
Stres se obi¢no definiSe kao svako stanje u koje bioloski sistem ulazi kada se

nade u uslovima koji znacajno odstupaju od optimalnih za zivot. Tokom vegetacionog
perioda biljke su izloZene razli¢itim uslovima sredine koji mogu nepovoljno da uti¢u na
rast, razvoj i na kraju na prinos biljaka. Stresni faktori se mogu grupisati u bioticke koji
su u osnovi bioloske i abioticke koji su u osnovi fizicko hemijske prirode. U procesu
razvoja ljudske civilizacije promene u zivotnoj sredini su bile neminovne, ali je time
rasla i opasnost da se sa pojedinim promenama pokrenu i procesi degradacije Zzivotne
sredine. Rezultati nau¢nih istrazivanja, ukazuju na to, da se poslednjih decenija
znacajno povecava povrsina degradiranog zemljiSta, ¢cime se u zna¢ajnoj meri umanjuje
njegov potencijal, a time i koli¢ina proizvedenih upotrebnih dobara (Oldeman, 1985).
Isti rezultati ukazuju da ¢e se takav trend nastaviti ukoliko se ne nadu odgovarajuca
reSenja. Takode, i povecanje gajenih povrSina sve viSe zavisi od privodenja kulturi
zemljista opterecenih nekim nepovoljnim abiotickim ¢iniocima. Faktori koji doprinose
degradaciji zemljista su brojni, bilo prirodni, bilo antropogeni, a kao najznacajniji su:
erozija, smanjenje organske materije, pove¢ana koli¢ina Stetnih i opasnih materija,
salinizacija 1 alkalizacija, zakiSeljavanje, plavljenje, promene namene koriS¢enja,

nekontrolisano kréenje Suma 1 gubitak biodiverziteta.

Reynolds i Tuberosa (2008) smatraju da su abioticki stresovi glavni ¢inioci koju
uti¢u na ekonomske gubitke. Susa, zaslanjenost i kisela zemljista su medu glavnim
¢iniocima koji ogranicavaju poljoprivrednu proizvodnju. Procenjuje se da suSa na
globalnom nivou umanjuje prinos za 17%, zaslanjenost za 20%, visoke temperature za
40%, niske temperature za 15% i ostali faktori za 8% (Ashraf i Foolad, 2007).

U ovom slu€aju Sume imaju meliorativnu funkciju, gde bi se podizanjem
odgovaraju¢ih zasada drveca, bilo u obliku linijskih ili prstenastih povrSina, te
formiranjem tampon zone, oplemenilo degradirano i zastitilo okolno zemljiste. Vazan
deo ovog procesa je i izbor drvenastih vrsta, koje ¢e moci da podnesu znacajan broj
nepovoljnih fizi¢kih i hemijskih karakteristika navedenih zemljista, a pri tome da daju

doprinos ublazavanju degradacionih procesa (Kadovi¢, 1983; Ivanisevi¢ i sar., 2013).
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Bela topola (Populus alba L.) je autohtona vrsta nasih podrucja i pripada sekciji
Leuce. U proslosti na podru¢ju nekadasnje Jugoslavije autohtone bele topole koris¢ene
su za zasnivanje razli¢itih oblika zasada. Zasadi belih topola su uglavnom bili zasnovani
uz reCne nasipe i imali zaStitnu funkciju kao i u svrhu vetrobranih pojaseva na
podru¢jima Panonske nizije. Godine 1920. na Deliblatskoj pescari osnovane su prve
vecée kulture topola na podruciju bivse Jugoslavije. Pored zastitne funkcije bele topole
su sve vise nalazile primenu u pejzaznoj arhitekturi i hortikulturi, te su pocetkom 20.
veka ove vrste bile sadene kao dekorativne u parkovima i drvoredima. U istom
vremeskom periodu zapocinje i industrijska prerada drveta belih topola $to uslovljava
potrebu za proizvodnjom kvalitetnih sortimenata. Znacajnije povecanje obima zasada

topola pocinje posle prvog svetskog rata (Guzina, 1986).

U procesu regeneracije autohtonih prirodnih biocenoza plavnih podrucja bela i
crna topola su od presudnog znaCaja zato Sto predstavljaju vazne indikatore
biodiverziteta. NiSta manje bitna je 1 njithova uloga u kontroli plavljenja, kontroli visine
podzemnih voda kao i unapredenju kvaliteta voda (Vietto i Chiarabaglio, 2004).
Poslednjih godina sprovedeni su znacajni projekti istrazivanja i o€uvanja varijabilnosti,
restoracije i ponovnog posumljavanja crnim 1 belim topolama u veéem broju evropskih
zemalja (Vietto i sar., 2008). U cilju ouvanja varijabilnosti pokrenuti su programi na
zaStiti 1 unapredenju germplazme topola i1 primeni raznih strategija konzervacije

(EUFORGEN Programe, Scattered Broadleaves Network).

Rezultati istrazivanja mikrovegetativnog razmnozavanja topola iz sekcije Leuce
putem kulture tkiva pobudili su interes istrazivaca koji se bave oplemenjivanjem ovih
vrsta, jer se ovom metodom stvaraju realnije mogucnosti za masovniju reprodukciju

selekcionisanih formi ovih vrsta topola (Guzina, 1986).

Ispitivanje tolerantnosti prema abiotickim ¢iniocima u uslovima in vitro pruza
mnoge prednosti, s' obzirom da se radi o relativno brzoj metodi, koja omogucava veci
broj ponavljanja u kontrolisanim uslovima, bez uticaja drugih ¢inilaca spoljne sredine

(Cui i sar., 2010; Kovacevi¢ i sar., 2013a; Kovacevic i sar., 2013b).
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2 PREGLED VLADAJUCIH STAVOVA U LITERATURI

2.1 Rod Populus

Populus je rod listopadnih drvenastih biljaka. Sume topole se obi¢no javljaju
pored obala reka i poznate su po brzom rastu. Topole su rasprostranjene od suptropske
Kine do borealskih Suma na severu. U Severnoj Americi topole rastu sve do Meksika.
Vrsta Populus ilicifolia Engl. je karakteristi¢na za isto¢nu Afriku. U srednjoj Evropi se
javljaju crna topola (Populus nigra L.), bela topola (Populus alba L.) i jasika (Populus
tremula L.).

Populus alba L. (bela topola) je visoko drvo centralne, isto¢ne, jugozapadne
Evrope, jugozapadne i centralne Azije, Kine i Japana. U visinu poraste do 35 m (Slika
2.1.1.). Kro$nja je okrugla, retko piramidalna. Kora mladog stabla ima pepeljasto belu
boju. Brzorastuca je vrsta, naro¢ito u prvih 10 - 15 godina. Razvija vrlo mocan korenov
sistem. Moze da podnese neznatnu koli¢inu soli u zemljistu, otporna je na dim i Stetne

gasove u vazduhu.

Slika 2.1.1. Populus alba L. — bela topola (izvor: www.gobotany.com)

Uprkos svojoj visokoj prilagodljivosti, bela topola se u Srbiji smatra ugrozenom
vrstom Sto koriS¢enju ove vrste daje poseban znacaj sa aspekta odrzanja i oc¢uvanja
biodiverziteta (Kovacevi¢ i sar., 2010a). Pored zasnivanja zasada namenjenih
proizvodnji drveta (Rédei i sar., 2013), ova vrsta se koristi i u hortikulturi i pejzaznoj

arhitekturi, posebno genotipovi sa piramidalnom krosnjom (Kovacevi¢ i sar., 2010b). U


https://sh.wikipedia.org/wiki/Rod_(taksonomija)
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biotehnoloskim istrazivanjima, bela topola ima znacajno mesto i smatra se model
drvenastom vrstom (Confalonieri i sar., 2000). Generalno, moze se re¢i da su topole
dobri kandidati za ovakva istrazivanja s' obzirom na ¢injenicu da je genom Populus
trichocarpa (Hook.) potpuno sekvencionisan.
2.2 Abioticki Cinioci

Imaju¢i u vidu da stresni abioticki ¢inioci izazivaju sve vece Stete 1 smanjuju
produktivnost biljaka, poznavanje tolerantnosti biljaka prema abiotickim c¢iniocima
moze u mnogome da pomogne prilikom izbora vrste, naroCito pri podizanju
viSegodi$njih zasada. S' obzirom da je bela topola ugoZena vrsta koja se u
biotehnoloSkim istrazivanjima smatra model vrstom i da je re¢ o adaptabilnoj vrsti,
tolerantnoj prema mnogim abiotickim ¢iniocima, izuzev prema plavljenju i hipoksiji,
testiranje ove vrste prema abiotiCkim ciniocima u kontrolisanim uslovima imalo bi
veliki znacaj u cilju njenog kori$¢enja za zasnivanje zasada u uslovima optere¢enim
abioti¢kim stresom, kao i unapredenja i ouvanja diverziteta vrste, a i biodiverziteta u
celini.
2.2.1 Kiselost

Mera za aktivnost vodonikovih jona (H") u rastvoru naziva se pH vrednost.
Ovom vrednos$cu odreduje se da li je dati rastvor Kiselog ili baznog karaktera. Vrednost
pH je broj bez jedinica, i za poredenje se Koristi pH skala koja obuhvata vrednosti od 0
do 14. Za kisele rastvore pH vrednost je manja od sedam (pH < 7), a za bazne je veca od

sedam (pH > 7). Za neutralan rastvor pH je jednako sedam.

Osman (2018) navodi da se zemljista ¢ija je pH vrednost ispod 4 nazivaju

ekstremno kisela zemljista.

U svetu kisela zemljista ogranicavaju biljnu proizvodnju u manjoj ili ve¢oj meri
na oko 30 do 40% obradivih povrsina kao 1 na oko 70% potencijalno obradivih povrSina
(Kastori i Milosevi¢, 2011). S' obzirom da povrsina pod kiselim zemljistem iznosi skoro
4000 miliona hektara, ovaj problem je globalan i predstavlja veliki ekonomski gubitak u
proizvodnji (Marschner i Rengel, 2007). Dugogodi$nja istrazivanja pokazuju da u Srbiji
ima preko 60% Kkiselih zemljista i da svojom produktivno$¢u sve viSe postaju
ogranic¢avajuci faktor biljne proizvodnje. Ministrastvo zastite Zivotne sredine Republike

Srbije u svom izvestaju za 2016/2017 godinu navodi da su na podrué¢ju centralne Srbije
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zemljista slabo kisele (pH 5,5-6,5) i kisele (pH 4,5-5,5) reakcije. Najveci procenat
ovakvih zemljista nalazi se u Sumadijskom regionu i juzno od reke Save. Licina i sar.,
(2011) navode da od ukupno ispitanih povrsina zemljista u Srbiji, 43% (1.197,000 ha)
pripada klasi visoko kiselih do kiselih zemljista, 20% zauzimaju kisela do slabo kisela
zemljista, 35% pripada slabo kiselom do neutralnom tipu zemljista, dok je samo 2%

zemljista u Srbiji alkalno.

Pored smanjenja pristupacnosti nekih elemenata pri niskoj vrednosti pH dolazi i
do povecanja pristupacnosti brojnih teSkih metala (Vuksanovic i sar., 2017a) i toksi¢nog
delovanja drugih jona. Medu njima najznaéajniji su: poveéanje koncentracije H" jona u
zemljstu i time fitotoksi¢no dejstvo H*, Al i Mn, smanjenje koncentracije Mg, Ca i K u
zemljistu, inhibicija usvajanja Mg, Ca i K od strane biljaka, smanjenje pristupacnosti P i
Mo u zemljistu za biljke, inhibicija rasta korena i sa time u vezi nedostatak vode i
mineralnih hraniva kod biljaka i povecanje ispiranja hraniva iz zemljiSta i time njihov
nedostatak kod biljaka (Kastori i MiloSevi¢, 2011). Do sada su ulozeni zna¢ajni napori
za stvaranje sorti biljaka koje su tolerantne prema kiselim zemljistima obzirom da je

tradicionalna praksa melioracije upotrebom kreca prili¢no skupa metoda.

Vrednost pH podloge je od velikog znacaja za biljni svet, poSto neposredno 1/ili
posredno uti¢e na promet materije 1 energije biljaka, a time na njihovo rastanje i razvice
i kona¢no na organsku produkciju tj. prinos (Kastori i MiloSevi¢, 2011). Reakcija
sredine utie na sve fizioloSke 1 biohemijske procese koji se odigravaju u celijama

(Kurkdjian i sar., 1989).

pH vrednost hranljive podloge uti¢e na rastvorljivost soli, pristupa¢nost aktivnih
materija, adsorpciju hranljivih materija, hemisjske reakcije i geliranje agara, $to ukazuje
da je opseg optimalnih pH vrednosti podloge ogranicen. Medutim, vec¢ina hranljivih
podloga za kulturu tkiva je slabo puferisana (Martin,1980; Skirvin i sar., 1986) i kao
takva podlozna je stalnim promenama u pH. Na promene pH uti¢e sastav hranljive
podloge, metoda sterilizacije i vrsta biljnog materijala koji se uzgaja. Temperatura
sterilizacije moze zna€ajno uticati na promenu poc¢etne pH vrednosti hranljive podloge,
uti¢e na denaturaciju proteina, hidrolizu ugljenih hidrata (Schenk i sar., 1991) i
rastvorljivost soli (Behagel, 1971). Vrednost pH se menja i u kulturi tokom gajenja, te

pojedini autori predlazu povecanje puferne sposobnosti hranljivih podloga (SKirvin,
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1986, Vuksanovic i sar., 2016a). Puferi (puferske smese ili regulatori pH) predstavljaju
takve sisteme koji su sposobni da se odupiru promeni pH u rastvorima. Puferi imaju
vaznu ulogu u odrzavanju odredenog nivoa kiselosti u bioloskim sistemima. Delovanje
puferskih smesSa moze se predstaviti kao poseban slucaj delovanja zajednickog jona u

rastvorima slabih elektrolita (Popovié, 2005).

Iako je kalcifikacija uobicajena praksa na kiselim zemljistima, smatra se da je
sadnja biljaka tolerantnih na niske pH vrednosti najbolje resenje. Savremena
istrazivanja o tolerantnosti biljaka na nisku pH vrednost uglavnom se odnose na
tolerantnost biljaka prema aluminijumu, koji postaje naro¢ito mobilan i toksi¢an pri
niskom pH. Ipak, i sama niska pH vrednost moze biti ogranic¢avajuci €inilac posebno
kod ekstremno kiselih zemljista. Zato je poznavanje genotipova tolerantnih prema

kiselim zemljistima od velikog znacaja.

2.2.2 Zaslanjenost
Pored niske vrednosti pH, zaslanjenost zemljista predstavlja sve veci problem na

na$oj planeti. Prema podacima Flowers, (2004) oko 6% ukupne povrSine zemljista je
zaslanjeno. U literaturi se navodi da se u svetu godiSnje u proseku oko 1%
poljoprivrednog zemljista zaslani. Procenjuje se da je oko 20% navodnjavanog zemljista
pogodeno zaslanjivanjem, $to dovodi do velikih smanjenja prinosa (Munns, 2002;
Flowers, 2004). Usled smanjenog kvaliteta vode za navodnjavanje zaslanjenost
zemljiSta postaje sve akutniji problem u svetu, naroc¢ito u susnim podrucjima. NeSi¢ i
sar.,, (2003) navode da upotreba neadekvatne vode za navodnjavanje moze
prouzrokovati zaslanjivanje zemljista u Vojvodini. Na akumulaciju soli u zemljistu utice
mala koli¢ina padavina, visok nivo povrSinskog isparavanja i navodnjavanje vodom

loseg kvaliteta.

Povrsina slatinastih primarnih poljoprivrednih zemljista u VVojvodini iznosi oko
108.000 ha, od ¢ega na zemljista u zaslanjivanju otpada 78.205 ha ili 3,63%, odnosno
na povrsine zahvacene alkalizacijom 29.798 ha ili 1,3%. Prema IvaniSevi¢ i saradnicima
(2011) alkalizacija, kao degradacioni proces ugrozava obodne delove primarnih
poljoprivrednih zemljista, od ¢ega 17.474 ha cernozema, ili 0,81%, zatim 957 ha
livadskih crnica, ili 0,05%, odnosno 16.270 ha ritskih crnica, ili 0,75%, odnosno 34.701

ha, ili 1,61% ukupne povrsine Vojvodine.
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Grupa autora (Kadovi¢, 1983; IvaniSevi¢ 1 sar., 2013) smatra da bi se
podizanjem odgovarajucih zasada drveca, bilo u obliku linijskih ili prstenastih povrSina,
formiraju¢i tampon zonu oko pravih slatina, oranice zastitile od razli¢itih degradacionih
procesa, medu kojima je i salinizacija. U ovom slucaju Sume imaju semimeliorativnu
funkciju, smanjujuéi evaporaciju, stetno dejstvo vetra, poboljSavajuéi mikroklimu, ¢ime
spreCavaju ugrozavajuci efekat Stetnih soli u zemljistu. Vazan deo ovog procesa je i
izbor drvenastih vrsta, koje ¢e moc¢i da podnesu znacajan broj nepovoljnih fizi¢kih i
hemijskih karakteristika navedenih zemljista i pri tome doprineti ublazavanju

degradacionih procesa (Kadovi¢, 1983; Ivanisevic i sar., 2013).

Roncevi¢ i saradnici (2014) su ispitivanjem, mogucnosti prezivljavanja sadnog
materijala drvenastih vrsta u alkalnim uslovima, dosli do saznanja da i pored Cinjenice
da su istrazivanja sprovedena na zemljistu izuzetno nepovoljnih fizickih i hemijskih
osobina sistematske jedinice solonjec, rezultati ukazuju da u uslovima obezbedenosti
dovoljnim koli¢inama vlage moZze da se ostvari zadovoljavaju¢i prijem sadnica
ispitivnih drvenastih vrsta. Posebno se istiCu poljski jasen 1 domaca bela topola (preko
90%). Pomenuti autori smatraju da bi i1 jaka izdanacka mo¢ bele topole mogla biti

pozeljna osobina prilikom izbora vrste.

Natrijum hlorid (NaCl) predstavlja znacajnu pretnju, posebno u blizini
saobracajnica u gradskim sredinama. Biljke koje su izlozene stresom izazvanim NaCl
pokazuju usporeni rast, smanjeno grananje i prinos. Na* je posebno Stetan u visokim
koncentracijama u listu, jer Na® ometaju metabolicke procese u listu kao §to je
fotosinteza (Schmaockel i Jarvis, 2017). Neke biljke razvile su posebne mehanizme

tolerancije kako bi sprecile visoke koncentracije Na* u listovima.

Srivastava (2019) navodi da se odgovor biljaka na stres soli javlja u dve faze. U
prvoj fazi koja se javlja nakon nekoliko sati ili dana nakon stresa dolazi do zatvaranja
stoma i inhibira se rast lista. Opadanje listova, smanjen prinos i hloroza su simtomi koji
se javljaju u drugoj fazi koja nastaje u periodu od nekoliko dana do nekoliko meseci

nakon izlaganja visokim koncentracijama soli.

2.2.3 Susa
Nedovoljna dostupnost vode moze znacajno da ograni¢i produktivnost biljaka. U

uslovima neadekvatnog snabdevanja vodom susa uti¢e na rast i fizioloske procese u
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biljkama (Lambers i sar., 2008). Susa se definiSe kao odsustvo adekvatne koli¢ine vode

neophodne za normalno rastenje biljaka i zavrSavanje njihovog Zivotnog ciklusa (Zhu,
2002).

Klimatske promene koje karakteriSu, povecani trend ekstremnih temperatura, a
pracene su smanjenom koli¢inom padavina mogu izazvati jaku susu sa drasticnim
ekonomskim i ekoloskim posledicama (IPCC, 2007). Susa je vazan abioti¢ki ¢inilac, a
gubici u proizvodnji drvenih vrsta usled suSe se povecavaju. Prilikom utvrdivanja
optimalnih ekoloskih uslova (Herpka, 1979) za gajenje zasada selekcionisanih topola
neophodno je, pored opSteg potencijala staniSta ustanoviti uticaj rezima vlazenja i
ocedivanja fizioloski aktivnog profila zemljista, koji je u pojedinim razdobljima rasta i

razvoja zasada dominantan.

Susa je jedan od vodecih abitickih cinilaca koji negativno utiCu na rast i
produktivnost biljnih vrsta. Usled suSe dolazi do brojnih poremecéaja u metabolizmu
biljnih vrsta. Odredivanje tolerantnosti biljaka prema abiotickim €iniocima je veoma
kompleksan zbog razli¢itih interakcija izmedu faktora stresa i razlicitih fizioloskih i
biohemijskih pojava koje uti¢u na rast i razvoj biljaka (Razmjoo i sar., 2008). Veliki
broj istrazi¢a smatra da je osnovni pristup za prevazilazenje problema klimatskih
promena, a time i suSe kao vodeceg abioti¢kog ¢inioca upravo izbor vrste i stvaranje
otpornih sorti i hibrida. Zato je veoma vazno poznavati osnovne mehanizme
tolerantnosti biljaka, a naro€ito Sumskih drvenastih vrsta prema susi. Rubio i saradnici
(2002) navode da se efekti suse mogu javiti i kod drugih abiotickih ¢inioca, kao $to su
zaslanjenost, visoka i niska temperatura. U tom smislu, ogledi u kontrolisanim uslovima

imaju velike prednosti u odnosu na oglede u polju.

Polietilen glikol (PEG 6000) se najceS¢e koristi za indukovanje suSe u

kontrolisanim uslovima (Murillo-Amador i sar., 2002).

Pratilac stresogenih faktora je i oksidativni stres nastao kao rezultat poremecaja
oksido-redukcionog statusa biljke. Usled oksidativnog stresa dolazi do neravnoteze
izmedu proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) i mehanizma antioksidativne
odbrane. Za procenu intenziteta oksidativnog stresa, razvijeni su mnogi testovi. lako su

reaktivne vrste kiseonika normalni nus-produkti oksidativne respiracije, ¢inioci
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abiotiCckog stresa mogu dovesti do povecanja njihove koncentracije i na taj nacin
izazovu oksidativni stres. Za prevazilazenje oksidativnog stresa, biljke aktiviraju

razli¢ite zaStitne mehanizme odbrane (Zhu, 2002).

Slobodni prolin se moze smatrati najznacajnijim indikatorom suSe, jer je to
intracelularni kompatibilni osmolit koji Stiti makromolekule pod osmotskim stresom
(Kishore 1 sar., 2005). Prolin je pokazao da funkcionise kao molekulski ¢uvar (franc.
chaperon) i signalni molekul sposoban da S§titi integritet proteina i poveca aktivnost
razli¢itih enzima pa Cak i da reguliSe ekspresiju gena (Szabados i Savoure, 2010). Osim
ovih uloga prolin se pokazao kao efikasan "hvata¢" ROS-a i "pokretac" aktivnosti
enzima za uklanjanje ROS-a. Takode, prolin igra vaznu ulogu i u zastiti fotosinteticke
aktivnosti (Matysik i sar., 2002).

Medu mnogim kvaternarnim amonijumovim jedinjenjima najveca paznja je
posvecena glycine betaine (GB) (Rhodes i Hanson, 1993; Chen i Murata, 2011).
Najveci sadrzaj GB indentifikovan je u hloroplastima, pa se predpostavlja da je
biosinteza glicin betaina najizraZenija upravo u hloroplastima zbog zaStitne uloge GB
prema proteinima unutar tilakoidnih membrana fotosistema (Chen i Murata, 2011).
Rhodes i Hanson (1993) smatraju da ne postoji dovoljno podataka i saznanja o

proizvodnji glicin betaina kod drvenastih vrsta.

2.3 Mikropropagacija
Proizvodnja sortno ispravnog, zdravog sadnog materijala u mati¢nim zasadima

koji su isklju¢ivo namenjeni za proizvodnju reprodukcionog i sadnog materijala
predstavlja osnovni preduslov za efikasnu i rentabilnu rasadnicku proizvodnju
selekcionisanih genotipova domace bele topole. Jedna od metoda koja to obezbeduje je i

mikropropagacija in vitro (Slika 2.3.1.).

Mikropropagacija je efikasan metod vegetativnog umnozavanja biljaka 1 kao
takva je od velikog znacaja u oblasti biljne proizvodnje i oCuvanja biodiverziteta
Sumskih i hortikulturnih drvenastih vrsta. Za hortikulturu ima poseban znacaj kao nacin
vegetativnog umnozavanja genotipova posebnih estetskih vrednosti, tokom procesa

oplemenivanja, ali i zbog ocuvanja genetske Cistoce 1 proizvodnje sadnog materijala.
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Metoda kulture tkiva omogucava regeneraciju biljaka iz izolovanih biljnih
organa, tkiva i pojedina¢nih ¢elija, u uslovima in vitro, na sterilnoj hranljivoj podlozi.
Promenom sastava hranljive podloge i drugih fizi¢kih faktora, razvice tkiva, koje se gaji

u sterilnim uslovima, moze se usmeravati u Zeljenom pravcu (Bonga, 1982).
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Slika 2.3.1. Mikropropagacija (izvor: www.youthrainbow.com)

Pored umnozavanja, kultura in vitro omoguc¢ava da se u kontrolisanim uslovima
vrsi ispitivanje efekta raznih aktivnih materija, i drugih abiotickih ¢inilaca na rast i
razvoj biljaka. Testiranje i selekcija genotipova u kulturi tkiva ima odredene prednosti u
odnosu na visegodisnje oglede u poljskim uslovima, a to su: brz odgovor, ve¢i broj
generacija, vec¢i broj ponavljanja, kontrolisani uslovi. Kultura tkiva u ovom istrazivanju
je iskoriS¢ena kao model za ispitivanje tolerantnosti genotipova prema abiotickim

¢iniocima u kontrolisanim uslovima.
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3 CILJ ISTRAZIVANJA I RADNA HIPOTEZA
Cilj ovog istrazivanja bila je procena varijabilnosti parametara tolerantnosti

genotipova bele topole (L-80, L-12, LCM, LBM i Villafranca) u uslovima in vitro
prema abiotickim ¢iniocima (reakcija podloge, zaslanjenost i susa), a u cilju potrebe
o¢uvanja i unapredenja biodiverziteta i oplemenjivanja prostora. Dobijeni rezultati iz
ovog istrazivanja bi¢e od znacaja u procesu selekcije genotipova bele topole za njihovo
gajenje na razli¢itim zemljistima i unapredenja metodologije testiranja genotipova in
vitro. Ovakva istrazivanja mogu biti osnov za postavku testova tolerantnosti i

adaptibilnosti genotipova bele topole na uticaj abiotickih ¢inilaca u poljskim uslovima.

U istrazivanju se poSlo od hipoteze da ¢e se na osnovu dobijenih rezultata
istrazivanja morfoloskih, fizioloskih i biohemijskih parametara u ogledima koji su
osnovani od genotipova belih topola u in vitro uslovima, utvrditi uticaj abiotickih
¢inilaca na genotipove bele topole kao i1 njihova reakcija na primenjene tretmane,
odnosno da ¢e se moci odabrati genotipovi koji su tolerantni na nisku pH vrednost

podloge, zaslanjivanje i susu.

Selekcija genotipova koji su tolerantni prema abiotickim ¢iniocima je jedan od
nacina reSavanja problema koriS¢enja zemljiSta optere¢enih nekim abioti¢kim ¢iniocem.
Odabrani genotipovi bi se Koristili bilo direktno za zasnivanje zasada na degradiranim

zemljiStima, bilo kao roditelji u procesu oplemenjivanja.

11
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4 MATERIJAL | METODE

4.1 Biljni materijal

Za ogled je odabrano pet genotipova bele topole (Populus alba L.): srpski
genotipovi u eksperimentalnoj fazi: L-80, L-12, LCM i LBM i rasprostranjeni italijanski
genotip Villafranca. Izbor genotipova izvrSen je po principu taksonomske i geneti¢ke
varijabilnosti. Odabrane genotipove karakteriSe dobar rast u kulturi tkiva i genetiCka
divergentnost (Guzina i Tomovi¢, 1989; Kovacevi¢ i sar., 2013b) (Tabela 4.1.1.).
Mesto ekperimentalnog rada bila je Laboratorija za mikropropagaciju i Laboratorija za
fiziologiju i biohemiju Instituta za nizijsko Sumarstvo i zivotnu sredinu Univerziteta u
Novom Sadu. U periodu mirovanja vegetacije, iz zbirke genotipova bele topole Instituta
za nizijsko Sumarstvo i zZivotnu sredinu u Novom Sadu, inicirana je kultura vrhova

izbojka na osnovu apikalnog meristema aksilarnih pupova.

Tabela 4.1.1. Istrazivani genotipovi bele topole

Naziv genotipa Poreklo? Opis
Villafranca Italija Model genotip, pravo stablo uzane krosnje
L-12 Srbija Eksperimentalni klon, vigorozno pravo stablo
L-80 Srbija Eksperimentalni klon, vigorozno pravo stablo
LCM Srbija Genotip hortikulturnog znacaja, “Boleana” oblik kro$nje
LBM Srbija Genotip hortikulturnog znacaja, pravo piramidalno stablo

Legenda:  Svi istraZivani genotipovi su selektovani u Institutu za nizijsko Sumarstvo i Zivotnu sredinu,
Novi Sad, Srbija, osim klona "Villafranca" koji je selektovan u Poplar Research Institute in Casale

Monferrato, Italija

4.2 Program istraZivanja
Na samom pocetku istrazivanja pristupilo se umnozavanju biljnog materijala,

mikropropagacijom aksilarnim pupovima. Izbojci visine 10-15 mm (Slika 4.2.1.) su 35
dana gajeni na modifikovanoj Aspen Culture Medium (Ahuja, 1984) za umnozavanje sa
dodatkom 9 g/L agara i 20 ¢/L saharoze, 1uM kinetina, 1uM BAP i 100 mg
mioinozitola (Tabela 4.2.1.). Reakcija hranljive podloge u ovom delu istrazivanja je
podesena na pH 5,5. PodeSavanje vrednosti pH podloge je izvedeno upotrebom 1M

rastvora natrijum hlorida (NaOH) i hlorovodoni¢ne kiseline (HCI).

12
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A

Slika 4.2.1. Manipulacija biljnim materijalom u laminarnoj komori (foto: V.

Vuksanovic)

U ovom delu istrazivanja podloga za umnozavanje je sterilisana je u autoklavu
(ST-50G) na 120°C u trajanju od 25 minuta. Kulture su uzgajane na temperaturi 26 +
2°C i bile izlagane na beloj svetlosti LED lampi od 3500 Ix u trajanju od 16 ¢asova
dnevno. Nakon umnozavanja dobijeni izbojci visine 15-20 mm su kori$éeni za postavku
ogleda na eksperimentalnim podlogama za oziljavanje. Osnova eksperimentalnih
podloga bila je modifikovana Aspen Culture Medium (ACM) podloga za oziljavanje

bez hormona.

13
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Tabela 4.2.1. Sastav hranljive podloge

Supstanca Umnozavanje (mg/L) Oziljavanje (mg/L)
NH;NO; 400 400
Ca(NOy), - 4H,0 556 556
K,SO, 990 990
CaCl, - 2H,0 96 96
MgSQO, - 7H,0 360 360
KH,PO, 170 170
NaFe - EDTA 40 40
MnSO, - H,O 22,3 22,3
ZnSO, - 7TH,0 8,6 8,6
H3BO; 6,2 6,2
Kl 0,83 0,83
Na,MoQ, - 2H,0 0,25 0,25
CuSO, - 5H,0 0,025 0,025
CoCl, - 6H,0 0,025 0,025
Tiamin 0,1 0,1
Nikotinska kiselina 0,5 0,5
Piridoksin 0,5 0,5
Lizin 100,00 -
NAA 0,02 -
BAP 0,5 -
Adenin sulfat 20 -
Mioinozitol 100 -
Saharoza 20000 20000
Agar 9000 9000
pH 55-5,6 55-5,6

» Postavka ogleda za istrazivanje tolerantnosti genotipova prema reakciji

podloge

Nakon multiplikacije biljnog materijala postavljen je ogled za istraZivanje

tolerantnosti genotipova bele topole prema reakciji podloge. U ovom delu ogleda

koris¢ena je modifikovana ACM podloga (Aspen Culture Medium) po Ahuja, (1984) sa

dodatkom 9 g/L agara i 20 g/L saharoze i bez hormona rasta. Ova podloga se uobi¢ajeno

koristi za oziljavanje izbojaka bele topole (Kovacevi¢ 1 sar., 2013a). Istrazivane su tri

eksperimentalne podloge pH 3,0, pH 4,0 i pH 5,5 ¢ija je vrednost pH podesena pre

14
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sterilizacije koriSenjem limunske kiseline u cilju poboljSanja puferskog kapaciteta ovih
podloga tokom kultivacije (Skirvin i sar., 1986) kao i kontrolna podloga. Limunska
kiselina u monohidratnoj formi dodata je u koli¢ini od 1,2 g/L i na pH-metru su
podesavane vrednosti pH koriS¢enjem 1M rastvora NaOH. Vrednost pH kontrolne
podloge je podesena na 5,5 koriséenjem NaOH i HCI. Zbog dobro poznatih problema sa
sterilizaciom podloga sa niskom pH (Kovacevic i sar., 2013a; Vuksanovic i sar., 2017b)
podloga je u ovom delu istrazivanja sterilisana u mikrotalasnoj pe¢nici do pocetka
kljuc¢anja (opciono 3-5 minuta). Nakon sterilizacije podloge u mikrotalasnoj peénici u
sterilne staklene posude zapremine 190 mL razliveno je u laminarnoj komori po 25 mL
modifikovane ACM podloge. Na ovaj nacin potencijal zgrusavanja agara je ispoljen i u

podlogama sa pH 3,0 i pH 4,0.

» Postavka ogleda za istrazivanje tolerantnosti genotipova na prisustvo

razluditih koncentracija NaCl u podlozi

IstraZzivana je toleratnost genotipova bele topole na prisistvo Sest razlicitih
koncetracija soli u podlozi za oziljavanje. Koris¢ena je modifikovana ACM podloga sa
dodatkom 9 g/L agara i 20 g/L saharoze i bez hormona. So je u podlogama za
oziljavanje dodata u formi natrijum hlorida (NaCl) i to u koncentracijama od: 1 mM,
3mM, 10 mM, 33 mM, 100 mM i 150 mM (Slika 4.2.2.). Kao kontrolni tretman
koris¢ena je podloga za oziljavanje bez dodatka NaCl. Vrednost pH (5,5) podloge je
kod svih istrazivanih podloga u ovom delu istrazivanja podeSavana pre sterilizacije
podloge upotrebom 1M NaOH i 1M HCI. U laminarnoj komori u sterilne staklene
posude razliveno je po 25 mL podloge koja je predhodno sterilisana u mikrotalasnoj

pecnici do pocetka kljucanja.
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Slika 4.2.2. Ogled istrazivanja tolerantnosti genotipova na prisustvo razli¢itih

koncentracija NaCl u podlozi (foto: V. Vuksanovié)

» Postavka ogleda za istraZivanje tolerantnosti genotipova prema susi

izazvanoj dodavanjem razli¢itih koncentracija PEG 6000 u podlozi

Koris¢ena je modifikovana ACM podloga sa dodatkom 9 g/L agara i 20 g/L
saharoze i bez hormona. Istrazivan je efekat Cetiri koncentracije polyetilen glycola (PEG
6000): 1 g/L, 10 g¢/L, 20 g/L i 50 g/L u podlozi za oziljavanje, kao i podloga za
oziljavanje bez PEG-a (kontrolna podloga).

U svim ogledima kulture su uzgajane u sterilnim staklenim bo¢icama zapremine
120 mL sa po 25 mL podloge na temperaturi 26 + 2°C i bile izlozene beloj svetlosti
LED lampi od 3500 Ix u 16h/8h rezimu dan/no¢ u periodu od 35 dana.

4.3 Priprema ekstrakta
Za odredivanje sadrzaja fotosintetickih pigmenata i biohemijskih parametara u

ogledima istrazivanja tolerantnosti grenotipova prema reakciji i zaslanjenosti podloge
etanolni ekstrakti dobijeni su estrakcijom 100 mg svezeg biljnog materijala (izbojak) sa

2 mL 96% etanola, dok su etanolni ekstrakti u ogledu istrazivanja tolerantnosti
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genotipova prema susi dobijeni estrakcijom 10 mg liofilizovanog biljnog materijala
(izbojak) u 96% etanolu. Izmerene mase uzorka su izmacerirane tuckom u avanu bez
dodatka kvarcnog peska. Maceriranje je obavljeno brzo uz dodatak 1 mL etanola, nakon
Cega je sadrzaj iz avana kvantitativno prenet u sterilne ependorfice zapremine 2,5 mL
(Slika 4.3.1.). Avan je nekoliko puta ispran etanolom, nakon Cega su ependorfice
napunjenje do 2 mL ukupne zapremine. Ependorfice su snazno promesane na vorteks
aparatu, potom ostavljene u ultrazvuénom kupatilu 10 minuta na sobnoj temperaturi, a
zatim je homogenat centrifugiran 30 minuta na 16000 obrtaja/min. na temperaturi 4°C.
Dobijeni supernatant koris¢en je za odredivanje sadrzaja fotosintetiCkih pigmenata,

fenola i flavonoida, FRAP, ABTS i DPPH testa.

Nakon liofilizacije samleveni liofilizati su koriS¢eni za odredivanje
fotosintetickih pigmenata i biohemijskih parametara (sadrzaja ukupnih fenola, ukupnih
flavonoida, FRAP test, DPPH test, ABTS test, odredivanje sadrzaja prolina i glicin
betaina) u ogledu u kojem je istrazivana tolerantnost genotipova bele topole prema susi

izazvanoj dodavanjem razli¢itih koncentracija polietilen glikola (PEG 6000) u podlozi.

R
Ry
s

O\
T, \\

Slika 4.3.1. Priprema etanolinog ekstrakta (foto.: V. Vuksanovic)

4.4 IstraZivani parametri
Na kraju uzgoja svakog ogleda pristupilo se merenju morfoloskih, parametara

biomase, fotosintetickih i biohemijskih parametara biljaka.
Istrazivana su sledeca svojstva:

- morfoloski parametri: visina izbojka (mm) (VI), broj novih korenova

prvog reda (BK), duzina najduzeg korena (mm) (DK), procenat
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prezivljavanja (%) (PP) i procenat oziljavanja (%) (PO), pri ¢emu se
procenat oziljavanja odnosi0 na procenat oziljavanja preZzivelih

eksplantanata,

- parametri biomase: sveza masa izbojaka (g), suva masa izbojaka (g), sveza
masa korenova (g), suva masa korenova (g), sadrzaj vlage u izbojku i odnos

suve mase korena i izbojka,

- sadrzaj fotosintetickih pigmenata: sadrzaj hlorofila a u svezoj masi
izbojaka (mg/g), sadrzaj hlorofila b u svezoj masi izbojaka (mg/g), sadrzaj
karotenoida u svezoj masi izbojaka (mg/g), sadrzaj hlorofila at+b u svezoj

masi izbojaka (mg/g) i odnos hlorofilaai b,

- biohemijski parametri: sposobnost neutralizacije radikala DPPH i ABTS
test (RSC-radical scavenger capacity), odredivanje redukcione sposobnosti
ekstrakta FRAP-testom, odredivanje sadrzaja ukupnih fenola i odredivanje

sadrzaja ukupnih flavonoida.

U ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova bele topole na prisustvo razlicitih
koncentracija NaCl u podlozi osim gore navedenih parametara istrazivan je i sadrzaj
natrijuma, kalijuma i magnezijuma kao i odnos kalijuma i natrijuma, dok je u ogledu u
kojem je istrazivan uticaj suSe pored navedenih biohemijskih parametara odreden je i

sadrzaj prolina i glicin betaina.

4.41 Parametri biomase
Masa svezih listova po teglici 1 masa svezih korenci¢a po teglici je izmerena na

analitickoj vagi. Odmah nakon merenja uzorci sveze mase su upakovani u papirne
vrecice kako bi se sprecio ulazak vlage (Slika 4.4.1.1.). Tako upakovani i obelezeni
uzorci su ostavljeni na suSenje u suSnici na 105°C kako bi se zaustavila enzimska

aktivnost. Nakon 24h suSenja uzorci su ponovo izmereni na analiti¢koj vagi.
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Slika 4.4.1.1. Pakovanje i merenje biljnog materijala (foto: V. Vuksanovié)

U okviru ogleda istrazivanja tolerantnosti genotipova prema sus$i, susenje
uzoraka je obavljeno postupkom liofilizacije (engl. Freeze Drying), koji podrazumeva
uklanjanje vode iz zamrznutog uzorka procesom sublimacije i desorpcije, pod
vakuumom (Nakagawa i sar., 2011). Uzorci su podvrgnuti procesu liofilizacije u
laboratorijskim uslovima Prirodno matematickog fakulteta u zamrznutom stanju (-
30°C). Pri temperaturnom gradijentu od -30°C do +30°C proces liofilizacije je trajao
72h.

4.4.2 Sadrzaj fotosintetickih pigmenata
Hlorofili su pigmenti koji biljkama daju zelenu boju, predstavljaju esencijalne

komponente za fotosintezu i nalaze se u hloroplastima (Davies, 2004). Hlorofil a i
hlorofil b su glavni tipovi hlorofila koji se nalaze u vis§im biljkama i imaju klju¢nu ulogu
U usvajanju sunceve energije u procesu asimilacije organske materije. Karotenoidi su
velika grupa u prirodi rasprostranjenih pigmenata prisutnih u svim zelenim tkivima, gde
su konstituenti hloroplasta, a odgovorni su i za Zutu i crvenu boju voca i povréa
(Popovi¢, 2005). U fotosintetickim tkivima karotenoidi imaju fotozastitnu ulogu, takode
ucestvuju kao pomoc¢ni pigmenti u asimilaciji svetlosti 1 konacno, oni su prekursori u

biosintezi esencijalnog biljnog hormona absicinske kiseline (Popovi¢, 2005).

Odredivanje sadrzaja fotosintetickih  pigmenata je obavljeno putem
spektrofotometrije. Spektrofotometrija je opticka metoda kojom je moguce vrSiti

kvalitativne i kvantitativne analize suptance u rastvoru na osnovu apsorpcije
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monohromatskog elektromagnetnog zracenja koje prolazi kroz nju. Nakon estrakcije

fotosintetickih pigmenata u etanolu pristupilo se merenju apsorpcije svetlosti na
spektrofotometru MultiScan (Thermo Fisher Scientific, model Multiscan GO, USA)
(Slika 4.4.2.1.).

Slika 4.4.2.1. Merenje fotosintetickih pigmenata pomocu spektrofotometra (foto: V.

Vuksanovié)

Merenje je vrSeno u odnosu na referentni uzorak - "slepa proba" za Sta je
koriséen Cist rastvarac (96% etanol). Na pocetku rada sa spektrofotometrom izvrSena je
kalibracija instrumenta koja podrazumeva podeSavanje nulte vrednosti apsorpcije
(100% transmisija) za slepu probu kako bi se otklonila greska u izmerenoj apsorpciji
koja potice od apsorpcije Cistog rastvaraca. Za merenje apsorpcije etanolnih ekstrakta
koriséena je staklena kiveta sa zapreminom uzoraka i slepe probe od 1 mL. Vrednosti
apsorpcije na odredenim talasnim duzinama su koriS¢ene za izraCunavanje sadrzaja
pojedinih fotosintetickih pigmenata u uzorku, po formulama prema Lichtenthaler i
Welllbum (1983):

hlorofil a: Chla:13,95 . A555 - 6,88 ° A64g,
hlorofil b: Chlb:24,96 . A54g - 7,32 ° A655
karotenoidi: Car=(1000 « A470 — 2,05 « Chla — 114,8 « Chlb)/245.

Dobijeni rezultati su izraZzeni u miligramima po gramu sveze mase izbojaka kod
istrazivanja uticaja kiselosti i zalanjenosti, dok su kod istrazivanja uticaja suse rezultati

izrazeni u miligramima po gramu Suve mase izbojaka.
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4.4.3 Odredivanje sadrzaja natrijuma, kalijuma i magnezijuma
Za odredivanje sadrzaja natrijuma, kalijuma i magnezijuma koris¢en je atomski

apsorpcioni  spektrofotometar proizvoda¢a Varian (Slika 4.4.3.1.). Atomska
aspsorpciona spektrofotometrija (AAS) je metoda koja se zasniva na pojavi da atomi
jednog elementa apsorbuju zrafenje tatno odredene talasne duzine. Kvantitativna
analiza se jednostavno vr§i merenjem zracenja apsorbovanog od strane uzorka u
plamenu. Izbor metode pripreme uzorka direktno uti¢e na tacnost kvantitativne analize.
U ovom istrazivanju uzorci za odredivanje sadrzaja Na, K i Mg su pripremljeni
metodom mikrotalasne digestije (eng. microwave assisted digestion). Najvaznija
prednost digestije potpomognute mikrotalasima je S§to omogucavaju razvijanje
temperature digestije daleko veée nego $to su tacke kljuc¢anja datih kiselina §to dodatno

ubrzava digestiju (Kebert, 2014).

Slika 4.4.3.1. Priprema uzoraka za atomsku apsorpcionu spektrofotometriju (foto: V.
Vuksanovic)
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Maticni rastvori za AAS pripremnljeni su tako §to je na analitiCkoj vagi
izmereno po 0,03 g osusenog i sprasenog biljnog materijala. I1zmereni biljni materijal
prebacen je u kivete u koje je pipetom dodato po 10 mL ccHNOg3 i 2 mL ccH,0,. Kivete
su zaptivane prstenom i zakljuavane imbus torzionim zavrtnjem momenta sile 10 Nm,
kako bi se u svakoj kiveti uspostavio isti pritisak (Slika 4.4.3.2.). Nakon zatvaranja
kivete su postavljane u rotor unutar peéi za mikrotalasnu digestiju koja je podesena na

temperaturni program prikazan u Tabeli 4.4.3.1.

Slika 4.3.1.2. Priprema mati¢nih rastvora mikrotalasnom digestijom (foto: V.

Vuksanovic)

Tabela 4.4.3.1. Program tretmana uzoraka prilikom digestije u mikrotalasnoj pe¢nici

Vreme [min] Temperatura [°C] Snaga grejaca [W]
10 180 900
10 180 900
15 Provetravanje

Legenda: lIzvor: Kebert, 2014.
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4.4.4 Odredivanja sadrZaja ukupnih fenola
Fenoli su hemijska jedinjenja koje karakteriSe najmanje jedan aromati¢ni prsten

(C6). Nalaze se u vakuolama i lako se oksiduju (Kebert, 2014). Prema Tsai i sar., (2006)

vrste roda Populus sadrze veliku koli¢inu fenola.

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je po metodi Kim i sar., (2003) koja se zashiva
na reakciji fenolnih jedinjenja sa FolinCiocalteu-ovim reagensom (FC). Metod je
spektrofometrijski i zasnovan je na oksidaciji molekula koji sadrze fenolne funkcionalne
grupe (Kebert, 2014). Neredukovani FCR je zute boje, dok redukovani ima stabilnu
plavu boju. Intenzitet bojenja meri se odredivanjem absorbance u odnosu na slepu probu
(Kebert, 2014). Prilikom odredivnja sadrzaja ukupnih fenolna kor$¢eni su sledeéi

reagensi:

¢ 0,1 mol/L Folin-Ciolcateu reagens (FC reagens): dobijen je rastvaranjem 2,5 mL

2M FC reagensa u 50 mL destilovane vode,
e 7,5% Na,COg3dobijen rastvaranjem 7,5 g Na,CO3 u 100 mL destilovane vode.
e Za formiranje krive koris¢en je rastvor galne kiseline (1 mg/mL).

Radne probe su pripremljene za svaki uzorak u tri ponavljanja (Slika 4.4.4.1.a;

4.4.4.1.b) prema slede¢em rasporedu:

e 25 pL istrazivanog etanolnog ekstrakta ili standarda (galna kiselina u rasponu
koncentracija od 50 do 500 mg/mL ) dodato je 125 pL 0,1 mol/L FC reagensa i
reakciona smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi 2 minuta, potom je dodato
100 pL 7,5% rastvora Na,COs.

Reakciona smeSa je inkubirana 10 minuta na sobnoj temperaturi, a potom je

absorbanca oc¢itavana na talasnoj duzini od A=760 nm.

Dobijeni rezultati su izrazeni u miligramima ekvivalenta galne kiseline po gramu
sveze (kod istrazivanja uticaja niske pH i zaslanjenosti) odnosno suve (kod istrazivanja

uticaja suse) mase izbojaka (mg GAE/Q).
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Kalibraciona kriva-galna kiselina
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Slika 4.4.4.1. a) Kalibraciona kriva galne kiseline, b) izgled mikrotitar plo¢e nakon

odredivanja sadrzaja ukupnih fenola (foto: V. Vuksanovic)

445 Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida
Flavonoidi i njihovi glikozidi imaju osobinu da sa metalima grade odgovarajuce

metalne komplekse (Jia i Zhang 1999). Narogito je vazan kompleks sa AI**. Sadrzaj
flavonoida odreden je primenom AICIl; kao reagensa spektrofotometrijskom metodom
(Chang i sar., 2002). U postupku odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida kori§¢eni su

sledeéi reagensi:

e 1 M NaCH3;COO (4,1g NaCH3;COOg3 - H,0 rastvoreno u 50 mL destilovane

vode),
e 0,75 M AICI; (5.0025 g AICI; - 3H,0 rastvoreno u 50 mL destilovane vode)

U 30 pL biljnog ekstrakta u mikrotitar ploci ispipetirano je 90 uL MeOH, 6 pL
NaCH3COO, 6 pL AICI; i 150 pL destilovane vode u tri ponavljanja (Slika 4.4.5.1.3;
4.4.5.1.b). Apsorbanca je nakon 10 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi izmerena
na talasnoj duzini od A=415 nm. Sadrzaj flavonoida izrazen je u miligramima
ekvivalenta kvercetina (QE) po gramu sveze (kod istrazivanja uticaja niske pH i
zaslanjenosti) odnosno suve (kod istrazivanja uticaja suse) mase izbojaka izracunatog na
osnovu kalibracione krive, konstruisane kao zavisnost apsorbance i serije koncentracije

rastvora kvercentina.
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Kalibraciona kriva-kvercetin
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Slika 4.4.5.1. a) Izgled mikrotitar plo¢e nakon odredivanja sadrzaja ukupnih flavonoida,

b) kalibraciona kriva (foto: V. Vuksanovié)

4.4.6 Odredivanje redukcione sposobnosti ekstrakta FRAP testom
Metoda FRAP testa (ferric reducing ability of plasma) je spektrofometrijska

metoda koja se zasniva na nespecifi¢noj reakciji po kojoj svaki sistem koji ima manje
pozitivan redoks potencijal od sistema Fe**-TPTZ/Fe**-TPTZ dovodi do redukcije Fe*'-

TPTZ (Benzie, 1996). U ovoj proceduri koriséeni su sledeci reagensi:
e FRAP reagens

Za dobijanje FRAP reagensa neophodno je bilo pripremiti tri razlicita rastvora
koji se mesSaju u odnosu 10:1:1 (Acetatni pufer: TPTZ: FeCls - H,0). Acetatni pufer je
dobijen rastvaranjem 0,31 g CH3COONa i 1,6 mL ccCH3COOH u 100 mL destilovane
vode. Vrednost pH acetatnog pufera iznosi 3,6. Rastvor 20 mM FeCl; - 6H,0, dobijen
rastvaranjem 0,0541 g FeCl; - 6H,0 u 10 mL destilovane vode. TPTZ rastvor je dobijen
rastvaranjem 0,0312 g TPTZ u 10 mL 40 mM HCI, rastvaranjem 0,086 mL

koncntrovane HCI u 25 mL destilovane vode dobija se razblazena HCI (40 mM).
e Rastvor askorbinske kiseline

Za kontruisanje standardne krive kori$¢en je rasvor askorbinske kiseline dobijen
rastvaranjem 0,017613 g askorbinske kiseline (ASC) u 100 mL destilovane vode.

Kod istrazivanja uticaja niskog pH i suSe radne probe su se sastojale iz 20 pL
istrazivanog ekstrakta ili standarda, 225 pL FRAP reagensa i 15 pL destilovane vode,
dok su se radne probe u ogledu istrazivanja tolerantnosti prema zaslanjenosti podloge
sastojale iz 10 uL istrazivanog ekstrakta ili standarda, 225 pL. FRAP reagensa i 25 pL

destilovane vode.

25



Vanja Vuksanovié¢ Doktorska disertacija

Tamno plavo obojenje nastalo je nakon 5 minuta inkubacije na sobnoj
temperaturi (Slika 4.4.6.1.b). Apsorbance su ocitavane na talasnoj duzini od A=593 nm.
Vrednost FRAP-a je izratunata na osnovu standardne kalibracione krive sa
askorbinskom kiselinom (Slika 4.4.6.1.a; 4.4.6.1.c) i izrazena kao ekvivalent
askorbinske kiseline po gramu sveze (kod istrazivanja uticaja niske pH i zaslanjenosti)

odnosno suve (kod istrazivanja uticaja suse) mase izbojaka (mg ASC/qg).

Kalibraciona kriva-askorbinska kiselina 20 pL Kalibraciona kriva-askorbinska kiselina 10 pL

0 0 M0 0 B0 0 1200

, W w o ) ) -

Slika 4.4.6.1. a) Kalibraciona kriva korS§¢ena u ogledima istrazivanja tolerantnosti

genotipova prema reakciji podloge i susi, b) izgled mikrotitar plo¢e nakon odredivanja
redukcione sposobnosti ektstrakta, ¢) kalibraciona kriva kori$¢ena u ogledu istrazivanja

tolerantnosti genotipova prema zaslanjenosti (foto: V. Vuksanovic)

4.4.7 Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH" radikala
Antioksidativna sposobnost etanolnih ekstrakta odredena je DPPH testom po

metodi Arnao (2000). Metoda se zasniva na spektrofometrijskom pracenju
transformacije ljubi¢asto obojenog, stabilnog, azot centriranog DPPH" radikala (2,2’-
difenil-1-pikrilhidrazila) u redukovanu, zuto obojenu formu DPPH-H (Kebert, 2014).
Apsorpcioni maksimum DPPH se nalazi na 515 nm. U prisustvu potencijalnih donora
elektrona dolazi do neutralizacije radikala i prelaska u neutralni oblik, $to je praceno

promenom apsorbance i iS¢ezavanjem ljubicaste boje rastvora (Kebert, 2014).

U postupku odredivanja koris¢en je 0,4 mM osnovni rastvor DPPH koje je
dobijen rastvaranjem 0,0157 g DPPH u 100 mL 96% etanola. Radni rastvor dobijen je

rastvaranjem 22,5 mL osnovnog rastvora DPPH u 100 mL metanola na dan ocitavanja.

U 10 pL ekstrakta dodato je 270 puL DPPH reagensa smesa je inkubirana 5

minuta na sobnoj temperaturi (Slika 4.4.7.1.a), a potom je apsorbanca ocitavana na
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talasnoj duzini od A=515 nm. Procenat inhibicije DPPH" radikala odreden je prema

formuli:
RSC [%]:(Aradne probe_Akorekcije)/Akontrole - 100%
Gde Axonwole predstavljaju slepe probe, koje sadrze samo DPPH (280 puL).

Sposobnost neutralizacije DPPH" radikala u ogledima istrazivanja tolerantnosti
genotipova bele topole prema reakciji podloge i zaslanjenosti podloge izraZena je
brojem troloks ekvivalenata (TE-trolox equvialnt) po gramu svezeg biljnog materijala

dobijenih ekstrapolacijom sa standardne kalibracione krive (Slika 4.4.7.1.b).

Kalibraciona Kriva - troloks ekvivalenta

10
0
g 0 100 200 300 400 500 600
b) 1M TE

Slika 4.4.7.1. a) lzgled mikrotitar plo¢e nakon odredivanja sposobnosti neutralizacije

DPPH" radikala; b) kalibraciona kriva troloks ekvivalenata (foto: V. Vuksanovic)

4.4.8 Odredivanje sposobnosti neutralizacije ABTS" radikala
Test za merenje sposobnosti  neutralizacije ABTS® radikala je

spektrofotometrijski metod izrazen troloks ekvivalentima (Miller, 1997).

Postupak odredivanja obuhvatao je najpre pripremu osnovnog 7 mM ABTS
rastvora koji je pripremljen 16h pre pocetka merenja, rastvaranjem 38,4 mg ABTS-a u
10 mL H,0) pomesan sa 2,45 mM kalijum persulfata (K;S;07), ova smesa je razvila
tamno plavo obojenje. Na dan kori$¢enja, osnovni rastvor je razblazen sa 96% etanolom
(600puL ABTS u 40 mL etanola), kako bi se postigla apsorbanca osnovnog rastvora
izmedu 0,8-0,9 na A=734 nm.

Reakciona smeSa dobijena je meSanjem 10 pL ekstrakta u ogledu istrazivanja
tolerantnosti genotipova prema reakciji podloge i susi odnosno 5 pL u ogledu

istrazivanja tolerantnosti prema zaslanjenoj podlozi sa radnim rastvorom ABTS-a tako
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da ukupna zapremina ektrakta i rastvora bude 280 pL. Smesa je inkubirana na sobnoj
temperaturi a potom absorbance ocitane na spektrofotometru (Slika 4.4.8.1.b).
Sposobnost neutralizacije ABTS" radikala u ogledima istrazivanja tolerantnosti
genotipova prema niskoj pH i zaslanjensti izrazena je brojem troloks ekvivalenata (TE)
po gramu sveze mase izbojaka na osnovu konstruisanih kalibracionih kriva (Slika
448.1.a i 448.1.c), dok je sposobnost neutralizacije ABTS" radikala u ogledu

istrazivanja tolerantnosti genotipova prema susi izraZen u procentima.

Kalibraciona kriva - troloks ekvivalenta ] Kalibraciona kriva - troloks ekvivalenta

B ]

AN 0

The > R RN R
= = = »C) _ WITE

gl T Ty
Slika 4.4.8.1. a) Kalibraciona kriva (10 uL ektrakta); b) izgled mikrotitar plo¢e nakon
odredivanja sposobnosti neutralizacije ABTS" radikala; ¢) kalibraciona kriva (5 pL
ektrakta) (foto: V. Vuksanovic)

449 Odredivanje sadrzaja glicin betaina (glycine betaine GB)
Veliki broj istraZivac¢a smatra da se glicin betain javlja kao odgovor na stres suSe

(Mansour, 2000; Mohanty i sar., 2002; Yang i sar., 2005). Nalazi se uglavhom u
hloroplastima gde ima fuknkciju zastite tilakoidne membrane i time odrzava
fotosinteticku aktivnost. Glicin betain se akumulira kao odgovor na stres kod mnogih
biljnih vrsta kao $to su Secerna repa, pSenica, Spanac i sirak (Ashraf i Foolad 2007).
NajceS¢e na stres tolerantni genotipovi akumuliraju viSe glicin betaina od osetljivih

genotipova.

Sadzaj glicin betaina odreden je modifikovanom metodom Grieve i Grattan
(1983). Oko 10 mg liofilizovanog biljnog materijala homogenizovano je sa 500 uL 1M
H.SO,. Homogenat je snazno promesan na vorteks aparatu 5 minuta, a potom je smesa
tretirana ultrazvukom u ultrazvu¢nom kupatilu u trajanju od 10 minuta. Nakon mesanja,
homogenat je centrifugiran na 13200 obrtaja/min. na 0°C u trajanju od 30 minuta.
Nakon centrifugiranja odvojeno je 250 pL supernatanta i dodato 100 puL hladnog Kl/I,

rastvora (pripremljenog rastvaranjem 20 g kalijum jodida i 17,5 g joda u 100 mL
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destilovane vode). Smesa je ostavljena 16h u frizideru na temperaturi od 4°C. Posle
drugog centrifugiranja na 13200 obrtaja/min. na temperaturi 0°C u trajanju od 30
minuta supernatant je pazljivo usisan pipetom, a trijodidni kristali su rastvoreni u 9 mL
1,2-dihloretana (Slika 4.4.9.1.a i b) koris¢enjem ultrazvuénog kupatila i apsorbanca

smese je oCitavana na talasnoj duzini od A=365 nm na MultiScan spektrofotometru.

Glicin betain je koriS¢en kao kalibrator za konstruisanje standardne krive u

opsegu koncentracija izmedu 50-200 pg/mL (Slika 4.4.9.1.c i 4.4.9.1.d).
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Slika 4.4.9.1. a) i b) Pripremljeni uzorci za odredivanje sadrzaja glicin betaina; C)
razli¢ite koncentracije glicin betaina za konstuisanje kalibracione krive; d) izgled

kalibracione krive (foto.: V. Vuksanovic)

4.4.10 Odredivanje sadrzaja prolina
Sadrzaj slobodnog prolina u ekstraktima odreden je spektrofotometrijski,

metodom prema Bates i sar., (1973), koja se zasniva na reakciji prolina i ninhidrina.

Prilikom odredivanja sadrzaja prolina kori$¢eni su sledeci reagensi;

e 3% sulfosalicilna kiselina (dobijena rastvaranjem 3 g sulfosalicilne

kiseline u 100 mL destilovane vode),
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e 1,5 g ninhidrina rastvoreno u 60 mL rastvaraéa (60 mL rastvaraca
dobijeno mesanjem 36 mL glacijalne siréetne kiseline + 18 mL

destilovane vode i 6 mL ortofosforne keseline)
e toluen.

Reakciona smeSa dobijena je rastvaranjem 20 mg liofilizovaog biljnog
materijala sa 1 mL 3% sulfosalicilne kiseline, zatim je smeS$a izmeSana na vorteks
aparatu i centrifugirana 10 minuta na 13200 obrtaja/min., nakon centrifugiranja pazljivo
je odvojen supernatant. U sterilne staklene epruvete pipetirano je 700 pL supernatanta,
700 pL glacijalne sir¢etne kiseline i 700 pL rastvora ninhindrina (Slika 4.4.10.1.b).
Ovako pripremljeni uzorak je inkubiran 1h u vodenom kupatilu na temperaturi od 95°C,
nakon Cega nastaje obojeni kompleks. Reakcija je zaustavljena premestanjem uzorka u
ledeno kupatilo. Bojeno jedinjenje koje je nastalo kao rezultat reakcije prolina i
ninhidrida je estrahovano sa 2 mL toluena uz energi¢éno mesanje na vorteks aparatu.
Kada su se slojevi razdvojili gornji toluenski sloj je pipetiran u kivete i nakon dovodenja
rastvora na sobnu temperaturu apsorbanca je ocitavana na spektrofotomeru na talasnoj
duzini od 2=520 nm. Koncentracija prolina je izraCunata na osnovu prethodno formirane
standardne krive u rasponu koncentracija od 1 do 500 uM standardnog prolina (Slika
4.4.10.1.a).

Kalibraciona kriva-prolin

08
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Abs 520 nm

0.3

0,0

puM

a) b)
Slika 4.4.10.1. a) Kalibraciona kriva razli¢itih koncentracija prolina; b) priprema
uzoraka za odredivanje sadrZaja prolina
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4.5 Statisticka obrada podataka
Ogled je Kkoncipiran po dizajnu potpuno slucajnog rasporeda, sa po pet

ponavljanja kod morfoloSkih i parametara biomase, a sa po Cetiri ponavljanja kod
fotosinteti¢kih i biohemijskih parametara i sa po tri ponavljanja kod odredivanja
sadrzaja prolina, glicin betaina, natrijuma, kalijuma i magnezijuma. Kod morfoloskih
parametara jedno ponavljanje je Cinila srednja vrednost po biljci, a kod parametara
biomase jedno ponavljanje je Cinila srednja vrednost po teglici. U istrazivanjima u ovoj
disertaciji doslo je do znacCajnog citotoksicnog efekta koji se manifestovao pojavom
hloroze i nekroze i odsustvom formiranja korena kod genotipova koji su rasli na
podlogama u kojima je koncentracija soli bila 150 mM NaCl te su ovi rezultati
iskljuéeni iz dalje statistiCke analize. U svakoj teglici postavljeno je po pet vrhova
izbojaka. Dobijeni rezultati su obradeni metodom dvofaktorijalne analize varijanse, a
znaCajnost razlike izmedu pojedinih tretmana, genotipova i njihovih interakcija su
testiranetestom najmanje znacajne razlike (NZR test) za nivo znacajnosti p < 0,05. Broj
korenova je transformisan kvadratnom transformacijom ( VX +1 ), a procenat
prezivljavanja i procenat oziljavanja arcsin transformacijom (arcsin+/X ), kako bi se
dobila normalna distribucija frekvencija, §to je uslov za primenu kori$¢enih testova
parametarske statistike. Odnos izmedu istrazivanih parametara opisan je primenom
Pirsonovog koeficijenta korelacije i analize glavnih komponenti (Principal component
analysis—PCA). U analizi glavnih komponenti kori$¢ena je korelaciona matrica za unos
podataka, a odnos izmedu svojstava je sagledavan na osnovu optereéenja prve dve
glavne komponente. Za obradu podataka koris¢en je programski paket STATISTICA 13
(TIBCO, 2017).
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5 REZULTATIISTRAZIVANJA

5.1 Rezultati istrazivanja tolerantnosti genotipova prema reakciji podloge u in
vitro uslovima

5.1.1 Rezultati morfoloskih parametara

Rezultati analize varijanse nakon 35 dana kultivacije in vitro su pokazali da je
kod svih istrazivanih morfoloskih parametara uticaj istrazivanih podloga kao faktora
variranja statisticki ViSOko znacajan. Takode, dobijeni rezultati kod vecine istrazivanih
parametara, pokazuju da je i uticaj istrazivanih genotipova kao faktora variranja
statisticki znacajan. Interakcija genotip x podloga, koja opisuje razlike u reakciji
genotipova na istrazivane podloge, nije pokazala statisticki znacajan uticaj samo kod

procenta prezivljavanja (Tabela 5.1.1.1.).

Tabela 5.1.1.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za istrazivane morfoloske

parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema reakciji podloge ?)

F-test
Svojstvo Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B
Visina izbojka (mm) 11,82 P 40,55 383
Broj korenova 7,70 7 29,62 445 "~
Duzina najduzeg korena (mm) 8,16 34,04 7 6,35
Prezivljavanje (%) 1,42 499 7 0,80
Oziljavanje (%) 2,11 922 ” 2,45 7

Legenda: ¥ Stepeni slobode za genotip: df, = 4; stepeni slobode za podlogu: dfs = 3; stepeni slobode za
interakciju AxB: dfaxg = 12; stepeni slobode za pogresku: dferg = 74 i stepeni slobode totala df; = 93.% "

- Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; - Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,01

Prema F vrednostima dobijenim dvofaktorijalnom analizom varijanse, najjaci
efekat na variranje kod istrazivanih morfoloskih parametara je ostvaren razlikama u

vrednosti pH podloge.

Ukupno gledano najbolji rezultati rasta izbojka su ostvareni kod genotipa L-80
(Tabela 5.1.1.2), a najbolji rezultat prezivljavanja i oziljavanja je dobijen kod genotipa
Villafranca (Grafikon 5.1.1.1.a). Najlosije rezulate za istrazivane morfoloske parametre
ostvario je genotip LCM. Takode, ukupno gledano, sva morfoloska svojstva su pokazala
znacajnu razliku izmedu pH 3,0 i podloge pH 5,5 (sa dodatkom limunske kiseline), pri

¢emu su posebno jasno reagovali svojstva korena i visina izbojka (Tabela 5.1.1.2.).
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Tabela 5.1.1.2. Prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova i podloga za morfoloske

parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema reakciji podloge

Visina izbojka ) DuzZina najduZeg korena
Broj korenova
(mm) (mm)

Genotip
L-80 25,80 *” 1,07 ° 27,52 °
L-12 18,67 ™ 0,95 ° 25,75 °
LBM 21,42 ° 1,18 ® 20,37 °
LCM 16,18 ° 1,01 ™ 15,88 °
Villafranca 24,96 ° 1,18 ® 15,76 °

Podloga
Kontrola 29,17 @ 1,31 @ 23,39 ?
pH 3,0 12,45 ° 0,89 ° 6,99 °
pH 4,0 21,17 ° 0,98 © 25,70 °
pH 5,5 23,18 ° 1,10 ° 27,17 ®

Legenda: ) Razlika izmedu vrednosti posmatranog parametra obeleZenih istim slovom nije statisticki

znacajna za nivo znacajnosti a=0,05

100 100
90 90
80 80
7
70 0
60 i H
Kontrola pH3,0 pH4,0 pHS55
# Prezivljavanje (%) 11 Oziljavanje (%) # Prezivljavanje (%) 11 0ziljavanje (%)
a) b)

Grafikon 5.1.1.1. Prezivljavanje i oziljavanje eksplantanata: a) Prose¢ne vrednosti

istrazivanih genotipova; b) prose¢ne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubié¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05
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Tabela 5.1.1.3. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip x
podloga za istrazivane morfoloSke parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti

genotipova prema reakciji podloge

Genotip Podloga VI (mm) BK DK (mm) PP (%) PO (%)
L-80 Kontrola 38,16 * 1,44 ° 28,39 ™ 99 @ 99 @
L-12 Kontrola 20,10 " 1,00 dfon 24,30 *f 100 *° 8o U
LBM Kontrola 33,12 *° 1,42 ® 34,61 ™ 99 @ 99
LCM Kontrola 17,38 o 1,12 o 15,25 "o 95 ° 95 @

Villafranca  Kontrola 35,28 @ 1,44 ® 14,56 o 100 ° 100 °
L-80 pH 3,0 13,85 M 0,82 M 12,39 M 73 ¢ g8 2bedefy
L-12 pH 3,0 12,09 Y 0,89 9 6,33 ! 77 *° 64 o
LBM pH 3,0 15,03 9 1,12 o 8,79 M 93 ¢ 93 abede
LCM pH 3,0 11,27 1 0,88 9 5,60 " g9 66 °o"

Villafranca ~ pH 3,0 9,80 ! 0,71 ! 3,70 ! 97 ® 40 "
L-80 pH 4,0 26,94 °* 0,93 foni 37,47 ® 90 e 77 %
L-12 pH 4,0 19,98 "o 0,82 M 44,30 ® 99 *° 8o U
LBM pH 4,0 16,07 9 1,03 %fon 11,56 "™ 97 ® 77
LCM pH 4,0 14,63 9 0,75 Y 17,20 ©f" 95 ¢ 61 "

Villafranca ~ pH 4,0 26,91 1,26 ™ 16,25 ©f" 99 @ 99 *
L-80 pH 5,5 23,85 % 0,96 o 25,34 % 100 @ g5 edefo
L-12 pH 5,5 22,78 1,09 cdefo 27,76 92 ¢ 9Q abede
LBM pH 5,5 21,46 " 1,09 cdefo 28,05 95 ¢ QQ abedef
LCM pH 5,5 20,14 " 1,15 23,69 ' 95 ¢ QQ @bedefy

Villafranca ~ pH 5,5 28,55 P 1,19 * 31,73 ™ 100 @ 99 ¢

Legenda: ’ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti
0=0,05; skracenice u tabeli: V1 - visina izbojka, BK - broj korenova prvog reda, DK — duzina najduzeg

korena, PP- procenat prezivljavanja eksplantanata, PO — procenat oZiljavanja eksplantanata

Rezultati testa najmanje znacajne razlike (NZR) su potvrdili statisticki zna¢ajan
uticaj istraZzivanih podloga i genotipova (Tabela 5.1.1.3.). Najbolje rezultate kod
istraZzivanog parametra visine izbojka na kontrolnoj podlozi pokazali su genotipovi L-80
i Villafranca. Ovi genotipovi su takode zabelezili najveci porast izbojka i na podlozi ¢ija
je pH 4,0. Najbolje rezultate za procenat oziljavanja na podlozi pH 3,0 postigli su
genotipovi LBM i L-80, dok su ostali genotipovi ostvarili znatno slabije rezultate. Na

podlozi sa najnizom istrazivanom pH vrednosti (pH 3,0) najbolje rezultate u pogledu
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visine izbojka ostvarili su genotipovi LBM (15,03 mm) i L-80 (13,85 mm) dok je

najmanja visina izbojka izmerena kod genotipa Villafranca (9,80 mm) (Slika 5.1.1.1.).

Villafranca
\ /
\(
i l -
pH 3,0 Kontrola pH 4,0

Slika 5.1.1.1. MorfoloSke karakteristike oziljenih izbojaka genotipa Villafranca na

istrazivanim podlogama (foto: V. Vuksanovic)

Italijanski selekcionisani genotip Villafranca je postigao najbolje rezultate u
pogledu visine izbojka na puferisanoj podlozi pH 5,5. Duzina najduzeg korena na
kontrolnoj podlozi (pH 5,5) imala je vrednost od 14,56 mm do 34,61 mm dok je na
podlozi pH 3,0 duzina najduzeg korena varirala u rasponu vrednosti od 3,70 mm do
12,39 mm. Najduzi koren na podlozi pH 4,0 izmeren je kod genotipa L-12 dok je
genotip L-80 imao najduzi koren na podlozi pH 3,0. Najslabiji inhibitorni uticaj podloge
sa najnizom testiranom vrednoS¢u reakcije (pH 3,0) na istrazivani parametar broj
korenova prvog reda u odnosu na kontrolnu podlogu zabelezen je kod genotipa L-12.
NZR test je potvrdio da je ova podloga delovala inhibitorno na procenat prezivljavanja i
procenat oziljavanja. Najmanji procenat prezivljavanja ostvario je genotip L-80, a
genotip Villafranca najmanji procenat oziljavanja na podlozi pH 3,0. Procenat
oziljavanja na podlozi sa pH 3,0 kod genotipa L-80 iznosio je 86 % i nije se znacajno

razlikovao od kontrolne podloge. Rezultati NZR testa pokazuju da je genotip
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Villafranca pretrpeo najslabiji uticaj podloge pH 3,0 na procenat prezivljavanja (97%),

ali se samo 40% prezivelih izbojaka ozililo na ovoj podlozi.

5.1.2 Rezultati parametara biomase
Analiza varijanse pokazuje da je na vecinu parametara biomase statisticki

znacajan uticaj imao genotip i podloga (Tabela 5.1.2.1.). Interakcija genotip x podloga,
kao izvor variranja pokazala je statisticki znacajan uticaj jedino kod sveZe mase izbojka.
Na sadrzaj vlage u izbojku statisticki znacajan uticaj su ispoljile samo istrazivane
podloge, dok na odnos suve mase korena i izbojka nije bilo statisticki znacajnog uticaja

ni jednog kontrolisanog izvora variranja.

Tabela 5.1.2.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za istrazivane parametre

biomase u ogledu istrazivanja tolerantnosti prema reakciji podloge 2

F-test
Svojstvo Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B

Sveza masa izbojaka (g) 4377 D 14,257 2,180
Suva masa izbojaka (g) 3912 7 4710 ~ 0,659
Sveza masa korena (g) 0,008 0,000 0,222
Suva masa korena () 3,397 © 4316 1,374
Sadrzaj vlage u izbojku 2,447 3,335 ° 1,502
Odnos suve mase korena i izbojka 1,409 0,977 1,002

Legenda: @ Stepeni slobode za genotip: df, = 4; stepeni slobode za podlogu dfg = 3; stepeni slobode za
interakciju AxB: dfaxg = 12; stepeni slobode za pogresku dferg = T4 i stepeni slobode totala dfy = 93. 2"

- Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; - Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,01

Ukupno gledano kod genotipa Villafranca je zabelezeno najmanje sveze i suve
mase izbojka (Grafikon 5.1.2.1.a), dok su genotipovi LBM, L-12 i L-80 ostvarili vecu
svezu i suvu masu izbojka u odnosu na ostale istrazivane genotipove. Najveéi procenat
vlage u izbojku ostvario je genotip L-12, a najmanji sadrzaj vlage genotip L-80
(Grafikon 5.1.2.3.a). Najvise sveze mase korena izmereno je kod genotipa LBM (0,123
g), a najmanje sveze mase korena kod genotipa LCM (0,031 g) (Grafikon 5.1.2.2.a).
Najbolja diferencijacija genotipova ostvarena je na podlozi ¢ija je pH 3,0. Na ovoj
podlozi izmereno najmanje sveze i suve mase izbojka i korena (Grafikon 5.1.2.1.b i

Grafikon 5.1.2.2.b).
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Puferisana podloga sa pH 5,5 nije znacajno uticala na svojstva biomase izbojka i
korena u odnosu na kontrolnu podlogu (Grafikoni 5.1.2.1.b; 5.1.2.2.b 1 5.1.2.3.b).

Sagledavaju¢i rezultate za istrazivane parametare biomase moze se videti da su
genotipovi L-80, L-12 i LBM zabelezili veée proseéne vrednosti za svezu i suvu masu
izbojka i korena u odnosu na genotipove LCM i Villafranca (Grafikon 5.1.2.1. a i
Grafikon 5.1.2.2. a).

0,30 a

0,26 :
0,25 a

0,21

0,16 0,20

0,11 0,15 b

0,06 0,10

0,01
0,05 a b : @

Kontrola pH3,0 pH4,0 pH55
i Sveza masa izbojaka (g) i Sveza masa izbojaka (g)
) 1 Suva masa izbojaka (g) b) 1 Suva masa izbojaka (g)
a

Grafikon 5.1.2.1. Sveza i suva masa izbojaka a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubiéa su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Rezultati prikazani na Grafikonu 5.1.2.3.a. pokazuju da se prema sadrzaju vlage
u izbojku izdvajaju genotipovi L-80 i LBM sa manjim vrednostima za sadrzaj vlage u
izbojku u odnosu na ostale istrazivane genotipove, dok se na osnovu odnosa suve mase
korena i izbojka mogu izdvojiti L-80 i LCM kao genotipovi koji su ostvarili najmanje

vrednosti za ovaj parametar.
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a

Grafikon 5.1.2.2. Sveza i suva masa korena a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubica su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05
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# Sadrzaj vlage u izbojku # Sadrzaj vlage u izbojku
) 1 Odnos suve mase korena i izbojka b) 11 Odnos suve mase korena i izbojka
a

Grafikon 5.1.2.3. Sadrzaj vlage u izbojku i odnos suve mase korena i izbojka a)
Prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova;, b) proseéne vrednosti za istraZivane
podloge

Legenda: Slova na vrhu stubié¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05

NZR test je potvrdio uticaj istrazivanih podloga i genotipova na istraZivana
svojstva biomase (Tabela 5.1.2.2). Najvise sveze 1 suve mase izbojka i korena na

kontrolnom tretmanu izmereno je kod genotipova L-80 i LBM. Najvise sveze mase
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izbojaka na podlozi pH 3,0 imao je genotip LBM (0,135 g), a najmanje genotip
Villafranca (0,046 g). Na istoj podlozi, najvise suve mase izbojaka akumulirao je

genotip L-80 (0,040 g), a najmanje genotipovi LCM i Villafranca (0,010 g).

Tabela 5.1.2.2. Rezultati testa najmanje znac¢ajne razlike na nivou interakcije genotip x
podloga za istrazivane parametre biomase u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova

prema reakciji podloge

Genotip  Podloga SVMI(g) SUMI(g) SVMK(g) SUMK(g) SVI OsuMm

L-80 Kontrola 0,289 °7 0,056 ° 0,145 ¢ 0,025 ? 0,815 ® 0,554 ™
L-12 Kontrola 0,298 ° 0,036 % 0,089 “* 0,008 “® 0879 * 0,204 °
LBM Kontrola 0,282 ° 0,037 % 0196 ® 0,021 ** 0,864 * 0,542 "
LCM  Kontrola 0,138 "™ 0,027 ™®* 0,025 0,004 © 0,789 ®° 0,254 °©
Villafranca Kontrola 0,143 ™ 0,032 ®** 0052 ** 0,015 ®%* 0,778 ® 0,637 **
L-80 pH3,0 0,093 “® 0,040 * 0,047 ® 0,005 ® 0529 ¢ 0211 ™
L-12 pH30 0080 * 0013 “® 0015 ' 0,004 ¢ 0,839 * 0,387 ™
LBM pH3,0 0,135 *® 0,039 *“ 0047 * 0,007 © 0,711 ¢ 0,308 ™
LCM pH3,0 0070 ® 0,010 * 0,009 0,001 © 0,850 *¢ 0,097 °
Villafranca pH3,0 0,046 ° 0,010 © 0,007 f 0,003 © 0,784 ¢ 0,292 ™
L-80 pH4,0 0,170 *™® 0,032 ®< 0061 * 0,012 ** 0813 * 0,397 ™
L-12 pH4,0 0,144 *® 0,022 *®* 0,043 0,008 * 0,849 ® 0,369 ™
LBM pH4,0 0,066 ® 0016 *® 0,032 0,009 **® 0,717 * 0,620 **
LCM pH4,0 0,089 “ 0,014 "™ 0,007 ' 0,001 © 0,839 ® 0,128 °
Villafranca pH4,0 0,089 “® 0,018 "™ 0,047 * 0,022 ® 0,803 ® 1427
L-80 pH55 0217 ™ 0,044 *® 0,071 " 0,007 * 0,813 ®¢ 0,274 ™
L-12 pH55 07241 * 0,025 ™ 0,130 ™ 0,014 ** 0894 % 1,095 *
LBM pH55 0,587 2 0,059 2 0,240 ® 0,022 ® 0,877 *™ 0,346 ™
LCM pH55 0,197 "™ 0,036 ** 0,074 <" 0,009 ™ 0836 ** 0,341 ™
Villafranca pH55 0,212 ™ 0,030 ®“* 0,175 ® 0,014 ** 0,860 ** 0,450 "™

) Razlika izmedu vrednosti obeleZenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti a=0,05;
skracenice U tabeli: SVMI-sveZa masa izbojaka, SUMI-suva masa izbojaka, SVMK-sveza masa korenova,

SUMK-suva masa korenova, SVI-sadzaj viage u izbojku i OSUM-0dnos suve mase korena i izbojka

Sveza masa korenova dobijena na podlozi pH 3,0 izdvojila je genotipove L-80 i
LBM (0,047 g) sa najviSim 1 genotipove Villafranca i LCM sa najniZzim vrednostima
(0,007 i 0,009 g). Istrazivani genotipovi nisu pokazali razliku u akumuliranju suve
biomase korena na podlozi pH 3,0. Statisticki znac¢ajno najmanje vlage u izbojku je

izmereno kod genotipa L-80 na najnizoj pH (3,0). Genotip LBM se isti¢e kao genotip
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koji je imao najviSe sveze mase izbojka kod tetmana pH 5.5 sa dodatkom limunske

kiseline.

5.1.3 Rezultati sadrzaja fotosinteti¢kih pigmenata
U Tabeli 5.1.3.1. su prikazani rezultati analize varijanse sa dva faktora za

istrazivane fotosintetiCke parametre na osnovu kojih se moze videti da su statisticki
znaCajan uticaj na sve istrazivane fotosinteticke parametre imali i genotip i podloga kao

I njihova interakcija (genotip x podloga).

Tabela 5.1.3.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za merene parametre
sadrzaja fotosintetickih pigmenata u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema

reakciji podloge ¥

F-test

Svojstvo Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B
Hlorofil a (mg/g SVM) 23,10 0 35,63 7.66
Hlorofil b (mg/g SVM) 1213 7 4297 7 8,65
Karotenoidi (mg/g SVM) 32,48 7 31,79 7 12,75 7
Hlorofil a + b (mg/g SVM) 21,72 7 41,34 7 8,61
Hlorofil a/b 16,07 7 4,99 7 6,75

Legenda: @ Stepeni slobode za genotip: df, = 4; stepeni slobode za podlogu dfg = 3; stepeni slobode za
interakciju AxB: Qfaxg = 12; stepeni slobode za pogresku dferg = 60 i stepeni slobode totala dfy = 79. 2"

- Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; . Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,01

Generalno gledano, genotipovi LCM i LBM se mogu se izdvojiti kao genotipovi
sa najmanjim sadrzajem hlorofila a u svezoj masi izbojaka, dok je genotip Villafranca
pokazao najvisi sadrzaj ovog pigmenta (Grafikon 5.1.3.1.a.). Najveéi sadrzaj hlorofila a

je izmeren je na kontrolnoj podlozi, a najmanji na podlozi pH 3,0.

Na osnovu prosecnih vrednosti za istrazivane podloge statisticki znacajno
najmanji sadrzaj karotenoida izmeren je na podlozi pH 3,0, a najveéi na kontroli, dok se
podloge pH 4,0 i pH 5,5 sa dodatkom limunske kiseline nisu medusobno razlikovale
(Grafikon 5.1.3.2.b.).

Dobijeni rezultati za odnos hlorofila a i b (Grafikon 5.1.3.3.a.) pokazuju da

postoji statisti¢ki znacajna razlika izmedu istrazivanih genotipova. Tako se na osnovu
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pomenutog fotosintetickog parametra mogu izvojiti genotipovi Villafranca sa najvisom i

LCM sa najnizom vrednoscu.
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i Sadrzaj hlorofila a (mg/g SVM) i Sadrzaj hlorofila a (mg/g SVM)
) 11 Sadrzaj hlorofila b (mg/g SVM) b) 1 Sadrzaj hlorofila b (mg/g SVM)
a

Grafikon 5.1.3.1. Sadrzaj hlorofila a i hlorofila b @) Prose¢ne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubié¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05
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\ 11 Sadrzaj hlorofila a + b (mg/g SVM) b) 11 Sadrzaj hlorofila a + b (mg/g SVM)
a'/ 7

Grafikon 5.1.3.2. Sadrzaj karotenoida i hlorofila a+b a) Prosecne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05
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Ostala tri genotipa se nisu medusobno razlikovala. Sto se ti¢e istrazivanih podloga
jedino se podloga ¢ija je vrednost pH bila 3,0 statisticki znacajno razlikovala u odnosu
na ostale podloge i1 na ovoj podlozi zabelezene su najnize vrednosti odnosa hlorofila a i

b (Grafikon 5.1.3.3.b.).
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a) b)

Grafikon 5.1.3.3. Odnos hlorofila a i b a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova;

b) prosecne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubié¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Sadrzaj hlorofila a je u kontrolama imao vrednosti od 1,66 mg/g SVM
(Villafranca) do 1,09 mg/g SVM (L-12). Sadrzaj hlorofila a na pH 3,0 je varirao u
opsegu vrednosti od 1,30 mg/g SVM (Villafranca) do 0,06 mg/g SVM (LCM) (Tabela
5.3.1.2.). Statisti¢ki znacajno veci sadrzaj hlorofila a na podlozi pH 5,5 sa dodatkom
limunske kiseline utvrden je kod genotipa Villafranca u odnosu na ostale genotipove.
Na podlozi ¢ija je vrednost pH iznosila 4,0 najveéi sadrzaj ovog pigmenta ostvarili su

genotipovi Villafranca, L-80 i L-12.

Sadrzaj hlorofila b je u kontrolnim podlogama iznosio od 0,67 mg/g SVM
(Villafranca) do 0,44 mg/g SVM (L-12). Najnize vrednosti sadrzaja holofila b izmereni
su kod genotipova koji su rasli na podlozi pH 3,0. Najmanji sadrzaj hlorofila b na ovoj
podlozi imao je genotip LBM (0,08 mg/g SVM) dok je genotip Villafranca zabelezio
statistiCki znacajno najviSi sadrzaj ovog pigmenta (0,052 mg/g SVM). Istrazivani

genotipovi pokazali su varijabilnost u navedenom parametru na hranljivoj podlozi pH
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5,5 sa limunskm kiselinom. Najveci sadrzaj hlorofila b na ovoj podlozi je izmeren kod
genotipa Villafranca (0,47 mg/g SVM). Genotipovi L-12 (0,53 mg/g SVM) i L-80 (0,50
mg/g SVM) su ostvarili veci sadrzaj hlorofila b na podlozi pH 4,0 u odnosu na ostale

genotipove.

Tabela 5.1.3.2. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip x
podloga za mereni sadrzaj fotosintetiCkih pigmenata u ogledu istrazivanja tolerantnosti

genotipova prema reakciji podloge

) ) o ) Odnos
Genotip Podloga Hlorofil a Hlorofil b Karotenoidi Hlorofil a+b hlorofila
(mg/g SVM)  (mg/g SVM)  (mg/g SVM)  (mg/g SVM) Aib
L-80 Kontrola 1,00 ") 0,51 0,17 1,73 Peee 2,39
L-12 Kontrola 1,09 cf 0,44 ccefo 0,15 ™ 1,53 2,45
LBM Kontrola 1,27 bede 0,53 ™ 0,21 P 1,80 Pof 2,37
LCM Kontrola ~ 1,45 ® 0,63 ® 0,21 " 2,08 ® 2,33 P
Villafranca  Kontrola 1,66 ? 0,67 ? 0,28 ? 2,33 2 2,50 ¢
L-80 pH 3,0 1,08 cf 0,41 % 0,18 coef 1,49 cof 2,65 @
L-12 pH 3,0 1,03 ' 0,41 0,16 1,44 ©19 2,55 ¢
LBM pH 3,0 0,47 ! 022" 0,08 ' 0,69 ' 2,16 ™
LCM pH 3,0 0,06 0,08 ! 0,00 ! 0,14} 0,73 ©
Villafranca  pH 3,0 1,30 o 0,52 0,23 ° 1,81 ™ 2,563 ¢
L-80 pH 4,0 1,17 0,50 0,17 * 1,67 2,33 ™
L-12 pH 4,0 1,20 Pece 0,53 ™ 0,15 ™" 1,72 bece 2,28 ™
LBM pH 4,0 0,91 "M 0,38 ™" 0,15 ™ 1,30 " 2,37 ™
LCM pH 4,0 1,01 ©fn 0,44 ' 0,16 1,45 %M 2,26 b«
Villafranca  pH 4,0 1,13 ccefo 0,40 ™ 0,16 ™ 1,52 e 2,84 2
L-80 pH 5,5 0,69 " 0,28 " 0,13 0,97 ™ 2,48
L-12 pH 5,5 0,88 o 0,35 0,14 ™" 1,23 2,49
LBM pH 5,5 0,74 M 0,37 ™ 0,13 1,11 @ 2,06 ¢
LCM pH 5,5 0,52 ! 0,23 ' 011 " 0,75 ' 2,26 ™
Villafranca  pH 5,5 1,33 ™ 0,47 0,20 " 1,80 "™ 2,87 °

Legenda:  Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05

Dobijene vrednosti za sadrzaj karotenoida u kontrolnoj podlozi su varirale u
opsegu od 0,15 mg/g SVM (L-12) do 0,28 mg/g SVM (Villafranca). Genotip LCM

(0,001 mg/g SVM) je pokazao statisticki znaCajno najnizi sadrzaj karotenoida na
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najnizoj testiranoj vrednosti pH (3,0). Statisticki znacajna razlika uocCena je kod
genotipa Villafranca (0,23 mg/g SVM) te se ovaj genotip izdvojio kao genotip koji ima

najveci sadrzaj karotenoida na podlozi pH 3,0.

Analizirajuci rezultate NZR testa moze se videti da se genotip LCM izdvojio kao
genotip sa najmanjim sadrzajem hlorofila a+b (0,14 mg/g SVM), a genotip Villafranca
kao genotip sa najvisim sadrzajem ovog parametra (1,81 mg/g SVM) na podlozi pH 3,0.
Takode, isti odnosi medu genotipovima su dobijeni i za odnos hlorofilaa i b (a/b).

5.1.4 Rezultati biohemijskih parametara
Uticaj istrazivanih genotipova bele topole nije bio statisticki znacajan jedino kod

parametra sposobnosti redukcije Fe** jona (FRAP test). IstraZivane podloge kao i
njihove interakcije pokazale su statisticki znacajan uticaj kod svih istrazivanih

biohemijskih parametara.

Tabela 5.1.4.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za istrazivane biohemijske

parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema reakciji podloge ¥

F-test
Svojstvo Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B
Ukupni fenoli (mg GAE/g SVM) 2,62 V7 12,08 ~ 251
Ukupni flavonoidi (mg QE/g SVM) 9,78 ” 28,24 6,28
FRAP (mg ASC/g SVM) 2,31 3434 2,01 °
ABTS' (mM TE/g SVM) 9,79 ~ 31,44 2,36 "
DPPH" (mM TE/g SVM) 459 ~ 28,38 320 7

Legenda: #’Stepeni slobode za genotip: dfx = 4; stepeni slobode za podlogu dfs = 3; stepeni slobode za
interakciju A xB: dfaxg = 12; stepeni slobode za pogresku dfzgg = 60 i stepeni slobode totala dfy = 79. b)*

- Statisticki znacajan F-test za nivo 0=0,05; . Statisticki znacajan F-test za nivo 0=0,01

5.1.4.1 Rezulatati sadrzaja ukupnih fenola
Analizirajuéi sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima bele topole moze Se videti da

njihov sadrzaj raste sa smanjenjem vrednosti pH podloge (Grafikon 5.1.4.1.1.b.).

Najvec¢i sadrzaj ukupnih fenola izmeren je kod genotipova LBM (2,43 mg
GAE/g SVM) i LCM (2,67 mg GAE/g SVM) (Grafikon 5.1.4.1.1.a.).

Na osnovu NZR testa moze se videti da je sadrzaj ukupnih fenola, u ekstraktima
genotipova koji su rasli na podlozi ¢ija je pH vrednost podesena na 3,0, porastao za 50%

u odnosu na kontrolnu podlogu.
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Grafikon 5.1.4.1.1. Sadrzaj ukupnih fenola a) Prose¢ne vrednosti istraZivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05

Tabela 5.1.4.1.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za izmereni sadrzaj ukupnih fenola u ogledu istrazivanja tolerantnosti

genotipova prema reakciji podloge

Sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/g SVM)

Genotip Podloga
Kontrola pH 3,0 pH 4,0 pH 5,5
L-80 1,16 ¢ 2,79 b 1,70 ¢ 2,25 bece
L-12 1,12 © 2,10 Pece 1,78 bede 1,89 bede
LBM 1,82 Pete 314 ° 2,93 ™ 1,86
LCM 1,46 5,67 2 1,91 bece 1,67 ©*
Villafranca 1,39 * 2,30 Pece 2,38 Pece 1,46

Legenda: ’ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05

Statisticki znacajno najviSe vrednosti sadrzaja ukupnih fenola na podlozi pH 3,0
ostvario je genotip LCM (5,67 mg GAE/g SVM). Na podlozi pH 4,0 nije bilo statisti¢ki
znacajne razlike prema rezulatima NZR testa (Tabela 5.1.4.1.1.). Sadrzaj ukupnih fenola

na kontrolnoj podlozi bio je u rasponu vrednosti od 1,12 do 1,82 mg GAE/g SVM.
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5.1.4.2 Rezultati sadrzaja ukupnih flavonoida
Rezultati NZR testa potvrdili su statisticki znacajan uticaj istrazivanih podloga

na istrazivane genotipove bele topole kod sadrzaja ukupnih flavonoida. Na osnovu
prosecnih vrednosti za istrazivane podloge (Grafikon 5.1.4.2.1.b) moze se videti da je
sadrzaj ukupnih flavonoida opadao sa smanjem pH vrednosti podloge, tako da su
najvise vrednosti ovog parametra zabelezene na kontrolnoj podlozi, dok su najnize
vrednosti izmerene na najkiselijoj istrazivanoj podlozi (pH 3,0). Takode, na Grafikonu
5.1.4.2.1.a. se moze videti da je najmanji sadrzaj ukupnih flavonoida ostvario genotip
LBM.
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14 14
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08 1,0
0,6 0,8
0,4 0,6
0.2 0,4
0,0 '

0,2
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Kontrola pH3,0 pH4,0 pHS55
) = Ukupni flavonoidi (mg QE/g SVM) ) = Ukupni flavonoidi (mg QE/g SVM)
a

Grafikon 5.1.4.2. Sadrzaj ukupnih flavonoida a) Proseéne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Najvise vrednosti sadrzaja ukupnih flavonoida u ekstraktima genotipova bele
topole raslih na kontrolnoj podlozi izmerene su kod genotipa LCM (2,05 mg QE/g
SVM). Posmatrajuéi dobijene rezultate na podlozi pH 3,0 moze se videti da su najnize
vrednosti ostvarili genotipovi LCM (0,43 mg QE/g SVM) i LBM (0,43 mg QE/g SVM),
a najvise vrednosti sadrzaja ukupnih flavonoida genotipovi L-80 (1,24 mg QE/g SVM) i
L-12 (1,22 mg QE/g SVM) (Tabela 5.1.4.2.1). Na podlozi pH 4,0 su se takode izdvojili
genotipovi L-12 i L-80, kao genotipovi koji su imali najveci sadrzaj ukupnih flavonoida.
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Tabela 5.1.4.2.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za izmereni sadrzaj flavonoida u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova

prema reakciji podloge

Sadrzaj ukupnih flavonoida (mg QE/g SVM)

Genotip Podloga
Kontrola pH 3,0 pH 4,0 pH 5,5
L-80 1,54 °9 1,24 bedet 1,54 ° 1,12 ©"
L-12 1,23 bedef 1,22 bedef 1,16 % 1,21 ccef
LBM 1,27 bece 0,43 ! 0,85 o 0,92 fo"
LCM 2,05 @ 0,50 ! 1,48 0,79 "
Villafranca 1,48 " 0,97 o 0,97 ©fon 1,13 ©M

Legenda:*) Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05

5.1.4.3 Rezultati FRAP testa
Na osnovu prikaznih rezultata na Grafikonu 5.1.4.3.1.a. i b. moze se videti da je

najmanju sposobnost da redukuje gvozde pokazao genotip L-12, dok se na osnovu
prose¢nih vrednosti za istraZzivane podloge moze videti da je najviSa vrednost postignuta

na podlozi pH 3,0.

Rezultati prikazani u Tabeli 5.1.3.4.1. pokazuju da je samo genotip LBM
ispoljio vecu sposobnost redukcije gvozda na kontrolnoj podlozi. U uslovima najnize
testirane pH vrednosti podloge (3,0) moze se uociti poveéanje FRAP vrednosti u odnosu
na kontrolnu podlogu. Genotip L-80 je pokazao najvise vrednosti FRAP testa na podlozi
pH 5,5 sa dodatkom limunske kiseline u odnosu na ostale istrazivane genotipove.
Izmerene vrednosti za FRAP test su na kontrolnoj podlozi varirale u rasponu od 3,73
mg ASC/g sveze mase izbojaka za L-12 do 5,60 mg ASC/g za LBM . Na podlozi pH
3,0 vrednosti za FRAP test su bile od 7,04 mg ASC/g (L-12) do 12,04 mg ASCl/g
(LCM) sveze mase izbojaka. Razlike medu istrazivanim genotipovima na podlogama
pH 4,0 i pH 5,5 puferisanim limunskom kiselinom nisu bile znac¢ajne kao na podlozi pH

3,0.
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) # FRAP-test (mg ASC/g SVM) ) i FRAP-test (mg ASC/g SVM)

a

Grafikon 5.1.4.3.1. Rezultati FRAP testa a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova;

b) prosecne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Tabela 5.1.4.3.1. Rezultati testa najmanje znac¢ajne razlike na nivou interakcije genotip

x podloga za FRAP test u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema reakciji

podloge
FRAP test (mg ASC/g SVM)
Podloga
Genotip

Kontrola pH 3,0 pH 4,0 pH 5,5
L-80 4,29 99 9,73 *® 5,67 % 6,78 '
L-12 373 9 7,04 4,61 9 4,81 9
LBM 5,60 % 9,86 * 6,03 % 4,83
LCM 4,26 9 12,00 ® 5,16 ©1 4,46 "
Villafranca 3,97 ¢ 8,57 ™ 7,65 4,16 ¢

Legenda: ’ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

0=0,05

5.1.4.4 Rezultati ABTS testa
Na osnovu prikazanih rezultata na Grafikonima 5.1.4.4.1.a. i 5.1.4.4.1.b. moze

se videti da je najveéa sposobnost neutralizacije ABTS" radikala ostvarena na podlozi
pH 3,0 i kod genotipova L-12 i LBM.
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Grafikon 5.1.4.4.1. Rezultati ABTS testa a) ProseCne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Tabela 5.1.4.4.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip

x podloga za ABTS test u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema reakciji

podloge
ABTS test (mM TE/g SVM)
Podloga
Genotip

Kontrola pH 3,0 pH 4,0 pH 5,5
L-80 2,97 ™) 12,49 ® 4,22 1 9,92 b
L-12 4,30 11,38 ° 5,96 ©M 10,99 °
LBM 6,29 15,23 ® 6,43 10,51 °
LCM 3,76 ©1 10,11 ™ 4,20 7,02
Villafranca 4,36 " 6,36 4,81 © 2,47 ¢

Legenda: ’ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

0=0,05

Prema rezultatima ABTS testa, niska vrednost pH podloge rezultirala je
povecanjem antioksidativnog kapaciteta kod svih istrazivanih genotipova (Tabela
5.1.4.4.1.). Prema rezultatima koji su dobijeni ABTS analizom na podlozi sa pH 3,0,
najvece vrednosti ostvarili su genotipovi LBM (9,62 mM TE/g SVM), L-12 (8,16 mM
TE/g SVM) i L-80 (7,40 mM TE/g SVM) dok je genotip Villafranca (6,36 mM TE/qQ)
pokazao najmanje vrednosti ABTS-a na pH 3,0.
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Genotip Villafranca je pokazao i statisticki znacajno najnize vrednosti i na
podlozi pH 5,5 sa dodatkom limunske kiseline. ABTS analizom izmedu istrazivanih
genotipova na kontrolnom tretmanu, kao i na podlozi sa pH 4,0 reakcijom, nisu

zabeleZene statisticki znacajne razlike.

5.1.45 Rezultati DPPH testa
Prema rezultatima NZR testa sposobnost neutralizacije DPPH" radikala izrazen

troloks ekvivalentima kod istrazivanih genotipova bele topole raste pod uticajem niske
pH vrednosti (Grafikon 5.1.4.5.1.b.). Tako su na najnizoj istrazivanoj pH 3,0 izmerene

najvise vrednosti ovog parametra.

6,0 a 8,0
5,0 7,0 "
4,0 6,0
3.0 5,0
20 4,0
10 3,0
0.0 2,0

1,0

< Kontrola pH3,0 pH4,0 pH55
= DPPH-test (mM TE/g SVM) # DPPH-test (mM TE/g SVM)
a) b)

Grafikon 5.1.45.1. Rezultati DPPH testa a) ProseCne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05

Na ovoj podlozi su uocene 1 najznaCajnije razlike medu istraZzivanim
genotipovima (Tabela 5.1.4.5.1.), gde je genotip LCM ispoljio najve¢u sposobnost
neutralizacije DPPH radikala na pH 3,0 (10,2 mM TE/g SVM), a genotip L-12 najmanju
(4,59 mM TE/g SVM). Najnizu vrednost DPPH testa na podlozi pH 5,5 sa dodatkom

limunske kiseline je zabelezio genotip Villafranca.

50



Vanja Vuksanovié¢ Doktorska disertacija

Tabela 5.1.4.5.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za DPPH test u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema reakciji

podloge
DPPH test (mM TE/g SVM)
Podloga
Genotip
Kontrola pH 3,0 pH 4,0 pH 5,5
L-80 2,63 M7 6,75 ° 2,89 o 5,42 bode
L-12 2,74 9 4,59 %fn 2,95 fonu 5,03 Pede
LBM 3,38 efghij 6,66 bc 4754 defgh 4703 defghi
LCM 2,61 M 10,20 @ 4,86 bedef 4,72 Pedefy
Villafranca 2,16 ! 5,88 b« 4,62 coefon 1,84 !

Legenda: ) Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05

5.1.5 Korelaciona analiza
Prema koeficijentima korelacije medu istrazivanim parametrima prikazanim u

Tabeli 5.1.5.1. postoji statisticki znaajno pozitivna Kkorelacija izmedu veéine
istrazivanih morfoloSkih parametara. ZabeleZena je statistiCki znaCajna pozitivna
korelacija visine izbojka sa brojem korenova prvog reda, duzinom korena i procentom
prezivljavanja. Ocekivano, procenat oZiljavanja bio je u pozitivnoj korelaciji sa brojem

korenova.

Postoji jaka pozitivna korelacija izmedu sadrzaja hlorofila a i hlorofila b
(r=0.951). Takode, rezultati pokazuju da je znafajna pozitivna korelacija utvrdena
izmedu vecine istrazivanih fotosintetickin parametara (hlorofila a, hlorofila b,
karotenoida, hlorofila a+b) i ukupnih flavonoida. Statisticki znacajna negativna
korelacija dobijena je izmedu fizioloskih (sadrzaj hlorofila i karotenoida) i istrazivanih
biohemijskih parametara (sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, FRAP, ABTS i DPPH).

Sadrzaj ukupnih fenola je nakon primenjene korelacione analize pokazao
statisti¢ki negativnu korelaciju samo u poredenju sa sadrzajem flavonoida, dok je jaka
pozitivna korelacija ispoljena u poredenju sa FRAP-om (r=0.878), ABTS-om (r=0.530)
i DPPH testom (r=0.906). Nasuprot ukupunim fenolima, ukupni flavonoidi su pokazali
statisti¢ki znacajnu negativnu korelaciju sa FRAP-om (r=-596), ABTS-om (r=-0.574) i
DPPH testom (r= -0.655). Utvrdena je i statisti¢ki pozitivna korelacija izmedu ABTS i
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DPPH (1=0.686). Statisticki znacajna pozitivna korelacija zabeleZena je i izmedu FRAP
I DPPH testa (r=0.898).
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Tabela 5.1.5.1. Koeficijenti korelacije i znacaj z-testa za istrazivana svojstva u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema reakciji

podloge ¥
VI _BK DK PP PO SVMI SUMI SVMK SUMK SVI OSUM Chla Chlb Car a+b ab Fen. Flav. FRAP ABTS
BK 0.8
DK 0.6 0.2
PP 05 04 04
PO 07 08 04 03
SVYMI 04 04 05 03 05
SUMI 05 05 04 01 06 08
SYMK 06 06 06 03 06 09 07
SUMK 08 08 05 04 07 06 06 08
svi 03 02 04 05 00 04 -01 04 02
OSUM 05 05 01 02 04 00 01 02 06 01
Chla 05 03 02 02 02 00 00 01 03 -01 02
Chib 04 03 03 02 02 00 00 01 03 00 01 10
Car 04 03 01 02 01 00 00 01 02 -01 02 10 09
atb 05 03 03 02 02 00 00 01 03 00 02 10 10 09
alb 03 02 02 01 03 00 01 02 03 02 04 07 06 07 07
Fen. 05 -04 -05 -04 -03 04 04 -04 04 02 -02 -07 07 -07 -07 -07
Fla. 04 02 03 01 02 01 01 00 01 01 00 08 08 07 08 04 -07
FRAP  -06 04 -06 -05 -04 -05 03 04 -04 -05 02 -06 -06 -05 -0.6 -05 09 -06
ABTS -05 -03 -04 -06 -0 00 01 -01 -03 -3 -01 -06 -06 -05 -06 -03 05 -06 06
DPPH  -06 -05 06 -05 -04 -04 03 04 -05 -03 02 -08 -08 -07 -08 06 09 -07 09 07

Legenda: Skracenice u tabeli:

neutralizacije DPPH" radikala

VI- visina izbojka; BK- broj korenova prvog reda;

DK- duzina najduzeg korena; PP- procenat prezivelih eksplantanata; PO- procenat
oziljenih eksplantanata; SVMI- sveza masa izbojaka; SUMI- suva masa izbojaka; SVMK- sveza masa korenova;, SUMK- suva masa korenova; SVI- sadrzaj viage u
izbojku; OSUM- odnos suve mase korena i izbojka; Chla- hlorofil a; Chlb- hlorofil b; Car- karotenoidi; a+b- hlorofil a+b; a/b- odnos hlorofila a i b; Fen.- sadrzaj
ukupnih fenola; Flav.- sadrZaj ukupnih flavonoida; FRAP- redukciona sposobnost ektrakta; ABTS- sposobnost neutralizacije ABTS™ radikala; DPPH- sposobnost

3 podebljani brojevi predstavijalju koeficijente korelacije koji se znacajno razlikuju ((p>0,05)
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5.1.6 Analiza glavnih komponenti (PCA)
Primenom analize glavnih komponenti (Principle components analysis - PCA)

analiziran je odnos na nivou interakcija genotip x podloga. Prema dobijenom biplot-u
(Grafikon 5.1.6.1.), formiranom na osnovu prve dve glavne komponente koje opisuju
65,38% od ukupne varijabinosti, istrazivani parametri su grupisani u tri grupe. Prvu
grupu Cini vecina biohemijskih parametara izuzev sadrzaja flavonoida, drugu grupu
fotosintetiCki parametri i sadrzaj flavonoida, koji je sa prethodnom grupom u jakoj, ali
negativnoj korelaciji, i tre¢a grupa koju ¢ine morfoloski i parametri biomase, koji su sa
parametrima prethodne dve grupe u slaboj korelaciji. Ovi rezultati su u saglasnosti sa

odnosom medu parametrima dobijenim koeficijentima korelacije (Tabela 5.1.5.1.).

10

05

FRAP
0,0

Fen.
DPPH

Factor 2 : 20,47%

ABTS

-0,5

-1,0

Factor 1 :44,91%

Grafikon 5.1.6.1. Analiza glavnih komponenti u ogledu istrazivanja tolerantnosti
genotipova prema reakciji podloge ¥

Legenda: Skraéenice na grafikonu: VI- visina izbojka; BK- broj korenova prvog reda; DK- duzina
najduzeg korena; PP- procenat prezZivelih eksplantanata; PO- procenat oziljenih eksplantanata; SVMI-
sveza masa izbojaka;, SUMI- suva masa izbojaka; SVMK- sveZa masa korenova, SUMK- suva masa
korenova; SVI- sadrzaj viage u izbojku; OSUM- odnos suve mase korena i izbojka; Chla- hlorofil a;
Chlb- hlorofil b; Car- karotenoidi; a+b- hlorofil a+b; a/b- odnos hlorofila a i b; Fen.- sadrzaj ukupnih
fenola; Flav.- sadrzaj ukupnih flavonoida;, FRAP- redukciona sposobnost ektrakta; ABTS- sposobnost

neutralizacije ABTS" radikala; DPPH- sposobnost neutralizacije DPPH" radikala
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Prema rezultatima PCA analize na nivou interakcija genotip x podloga, postoji
znacajna razlika izmedu istrazivanih genotipova u njihovom odgovoru na istrazivane
podloge (Grafikon 5.1.6.2.). Nije moguce izvrsiti grupisanje prema genotipovima, ali se
primeéuje grupisanje po istrazivanim podlogama. Tako se vrednosti genotipova za
podlogu pH 3,0 grupiSu na negativnoj strani prve glavne komponente, za pH 4,0
variraju uglavnom po drugoj glavnoj komponenti, za kontrolni tretman su uglavnhom na
pozitivnoj strani za prvu glavnu komponentu, a za podlogu sa pH 5,5 puferisanu
limunskom Kiselinom uglavnom na negativnoj strani za drugu glavnhu komponentu. U

tom smislu, najjacu reakcju u odnosu na kontrolu, istrazivani genotipovi su postigli na
podlozi pH 3,0.

8

6
. Villaf. pH3,0
LCM pH4,0 LEMK
02 L-12 pH3,0 Villaf. K
5 L-80 pH3,0 L-12 pH4,0 °
g . « L-80 pH4,0
S LBMPHAD | ) 0P
S s
5 L-80 pHS5 Villaf. pH4,OBM .
8 LCM pH3,0 LBM pH3,0 s -2 pHs5 .
2 ; : LCM phiss [ P> LBOK
u LBM pH5,5
6
-8
-12 -10 -8 -6 -4 -2 0 2 4 6 g

Factor 1: 44,91%

Grafikon 5.1.6.2. Prikaz rezultata prve dve glavne komponente za istrazivane

interakcije genotip x podloga u ogledu istrazivanja tolerantnosti prema reakciji podloge

Legenda: Skracenice na grafikonu:Villaf. — genotip Villafranca; K- kontrolna podloga
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5.2 Rezultati istrazivanja tolerantnosti genotipova prema zaslanjenoj podlozi u
in vitro uslovima

5.2.1 Rezultati morfoloskih parametara

Tabela 5.2.1.1. pokazije rezultate analize varijanse na osnovu kojih se moze
videti da su primenjene koncentracije NaCl imale ne samo statisti¢ki znacajan vec i
izuzetno jak uticaj na sve istrazivane morfoloske parametre, dok istrazivani genotipovi
nisu pokazali znaCajan uticaj jedino kod procenta prezivljavanja. Takode, na osnovu
dvofaktorijalne analize varijanse moze se videti da interakcija genotip x podloga nije

pokazala znacajan uticaj kod istrazivanih morfoloskih parametara.

Tabela 5.2.1.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za istrazivane morfoloske

parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova na prisustvo NaCl u podlozi 2

F-test
Svojstvo
Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B

Visina izbojka (mm) 1324 D 39,05 1,51
Broj korenova 16,49 7 24,84 . 0,79
Duzina najduzeg korena (mm) 28,02 7,38 1,24
Prezivljavanje (%) 2,17 2,68 « 0,78
Oziljavanje (%) 338 7 11,27 0,77

Legenda: ® Stepeni slobode za genotip: dfs = 4; stepeni slobode za tretman dfs = 5; stepeni slobode za
interakciju AxB: dfaxg = 20; stepeni slobode za pogresku dfzgg = 120 i stepeni slobode totala dft = 149.

% _ Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; ™ - Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,01

Na osnovu prosecnih vreednosti za istradivane genotipove (Tabela 5.2.1.2.)
moze se Videti da se prema visini izbojka i broju nastalih korenova prvog reda izdvajaju
genotipovi Villafranca i L-12, a da se na osnovu duZzine najduzeg korena, procentu

prezivljavanja i oziljavanja izdvajaju genotipovi L-80 i L-12 (Grafikon 5.2.1.1.a.).

Takode, vrednosti svih istrazivanih morfoloskih parametara pokazale Ssu

tendenciju opadanja sa poveé¢anjem koncentracije soli u podlozi (Grafikon 5.2.1.1.b.).

Rezultati NZR testa su potvrdili statisticki znacajan uticaj istrazivanih podloga
na visinu izbojka. Izmerene vrednosti za ovaj morfoloski parametar su nakon 35 dana
gajenja u kulturi tkiva (Slika 5.2.1.1.) na kontrolnoj podlozi iznosile od 22 mm (genotip
LCM) do 34 mm (genotip Villafranca).
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Tabela 5.2.1.2. Prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova i podloga za morfoloske

parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova na prisustvo NaCl u podlozi

Visina izbojka

DuzZina najduzeg korena

Broj korenova

(mm) (mm)
Genotip
L-80 19,85 °” 1,19 ° 28,50 °
L-12 23,35 ° 1,17 ° 26,18 ®
LBM 19,73 ° 1,17 ° 20,27 °
LCM 18,90 ° 1,09 ° 24,20 °
Villafranca 24,97 * 1,31 ° 15,65 ¢
Podloga
Kontrola 25,74 ° 1,22 ° 23,38
1 mM NacCl 2453 ® 1,24 ® 2191 °
3 mM NacCl 23,65 * 1,24 * 24,20 ®
10 mM NaCl 22,74 ° 1,24 ® 24,55 *
33 mM NacCl 19,23 © 1,21 ® 25,92 @
100 mM NacCl 12,27 ¢ 0,94 ° 17,80 °

Legenda: ) Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

o=

a)

0,05
100 | @bab 100 b
99 95
. %
96 85
95 80
%4 75
. SELLLE S
& %ﬁ\ & o8 \Q@Q

# Prezivljavanje (%)

1 Oziljavanje (%)

b)

i Prezivljavanje (%) 11 Oziljavanje (%)

Grafikon 5.2.1.1. Prezivljavanje i oziljavanje eksplantanata a) Prose¢ne vrednosti

istrazivanih genotipova; b) prosec¢ne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05
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Sagledavajuci dobijene rezultate ovog istrazivanja moze se videti da je genotip
Villafranca pretrpeo najslabiji uticaj NaCl u koncentraciji od 100 mM, dok je najjaci
uticaj ovog tretmana pretrpeo genotip L-12 u odnosu na kontrolnu podlogu (Tabela
5.2.1.3.). Koncentracija od 1 mM NacCl uticala je statisticki znac¢ajno na visinu izbojka

jedino kod genotipa Villafranca u odnosu na kontrolnu podlogu.

150 mM NaCl

¥ P A4 4

Villafranca L-12 L-80 LCM LBM

Slika 5.2.1.2. Izbojci istrazivanih genotipova na podlozi sa 150 mM NaCl nakon 35

dana gajenja u in vitro uslovima (foto: V. Vuksanovic)

Najvece vrednosti za istrazivani parametar visina izbojka pri koncentraciji soli
od 3 mM ostvario je genotip Villafranca u odnosu na ostale testirane genotipove.
Koncetracije NaCl od 10 i 33 mM izdvojile su genotipove Villafranca i L-12 kao
najtolerantnije u pogledu visine izbojka. Takode, gledaju¢i dobijene rezultate na
najvisoj testiranoj koncetraciji soli u podlozi (100 mM) ovi genotipovi se isticu po visini
izbojka, ali ove razlike izmedu genotipova nisu bile statisticki znacajne. Rezultati NZR
testa pokazuju da je najveci broj korenova na podlozi u kojoj je koncetracija soli
iznosila 100 mM proizveo genotip Villafranca. Interesantno, ovaj genotip je pored
najveceg broja korenova prvog reda imao na istoj podlozi 1 najmanju duzinu korena, kao

1 najmanji procenat prezivelih eksplantanata.
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Tabela 5.2.1.3. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip x

podloga za istrazivane morfoloSke parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti

genotipova na prisustvo NaCl u podlozi

Genotip  c¢(NaCl) (mM) VI (mm) BK DK (mm) PP (%) PO (%)
L-80 0 23,40 "7 1,25 < 27,52 ** 100 ® 100 *°
L-12 0 26,60 " 1,21 Pece 26,12 100 ® 100 ®
LBM 0 22,64 " 1,15 © 20,60 *f 100 ® 100 *°
LCM 0 22,00 " 1,14 24,72 e 100 *® 100 *®

Villafranca 0 34,05 ® 1,33 @ 17,96 ™" 99 ® 99 ®
L-80 1 22,32 " 1,27 @ 26,44 < 100 ° 100 °
L-12 1 30,64 ® 1,27 @ 29,40 ® 100 ° 100 °
LBM 1 21,66 " 1,22 bede 18,13 ™o 99 ® 99 ®
LCM 1 19,61 ™ 1,10 ¢ 22,79 99 ® 99 @

Villafranca 1 28,43 ™ 1,31 ® 12,79 " 99 ® 99 @
L-80 3 22,16 °f" 1,25 @ 30,96 ° 100 ° 100 *°
L-12 3 24,32 coetn 1,23 °bcde 25,00 e 100 ° 100 *°
LBM 3 22,24 " 1,28 *° 22,20 100 ° 100 °
LCM 3 21,44 "o 1,11 27,63 ** 93 ° 90 ™

Villafranca 3 28,11 "™ 1,35 ° 15,23 " 99 ® 99 ®
L-80 10 19,36 ™ 1,17 27,84 *° 100 ° 100 °
L-12 10 26,00 Peef 1,20 P 28,48 **° 100 ® 100 ®
LBM 10 20,72 1,25 2% 22,59 08 * 98 *
LCM 10 22,76 ©'" 1,21 Pece 26,59 100 ® 99 *

Villafranca 10 24,84 ©f 1,35 ° 17,24 "o 100 ° 100 °
L-80 33 19,44 ™ 1,18 29,48 ® 100 ° 99 ®
L-12 33 20,20 o 1,20 Pede 27,60 ** 100 ° 100 °
LBM 33 19,48 ™ 1,21 bede 23,70 Peoef 99 @ 99 ®
LCM 33 16,43 " 1,11 ¢ 30,39 ? 90 ° 90 ™

Villafranca 33 20,59 o 1,35 ° 18,45 " 99 ® 99 *
L-80 100 12,40 * 0,99 28,77 **© 97 @ 95 e
L-12 100 12,34 K 0,87 & 20,45 " 99 ® 92
LBM 100 11,67 * 0,88 " 14,42 " 95 @ 68 ¢
LCM 100 11,16 * 0,80 " 13,10 " 08 @ g1 ™

Villafranca 100 13,77 * 1,14 *f 12,25 " 90 ° 84

Legenda: ~ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

0=0,05; skracenice u tabeli: VI - visina izbojka, BK - broj korenova prvog reda, DK — duzina najduzeg

korena, PP- procenat prezivljavanja eksplantatanata, PO — procenat oziljavanja eksplantatanata
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Slika 5.2.1.1. Izgled oziljenih izbojaka razli¢itih genotipova na istrazivanim podlogama

u ogledu istrazivanja tolerantnosti prema NaCl (foto: V. Vuksanovic)

Najve¢i procent oziljavanja prezivelih eksplantantata na najvisoj testiranoj
koncetraciji NaCl (100 mM) u podlozi za oziljavanje imali su genotipovi L-80 i L-12, a

statistiCki znac¢ajno najmanji procenat oziljavanja je ostvario genotip LBM. Na procenat
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prezivljavanja postavljenih eksplantanata koncetracije NaCl od 1, 3, 10 i 33 mM nisu

statisticki znacajno uticale.

5.2.2 Rezultati parametara biomase
Analiza varijanse (Tabela 5.2.2.1.) pokazuje da je na sve istrazivane parametre

biomase statisticki znacajan uticaj imao faktor genotip, a na veéinu istraZivanih
parametara i podloga. Medutim interakcija genotip x podloga nije pokazala statisticki

znacajan uticaj.

Tabela 5.2.2.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za istrazivane parametre

biomase u ogledu istraZivanja tolerantnosti genotipova na prisusutvo NaCl u podlozi ?

F-test
Svojstvo
Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B

Sveza masa izbojaka (g) 9,267 V7 4215 7 1,042
Suva masa izbojaka (g) 3,063 ~ 1,780 0,937
Sveza masa korena (g) 2,802 © 2561 " 0,926

Suva masa korena (g) 7,780 4,755 1,266
Sadrzaj vlage u izbojku 5520 1,874 0,996
Odnos suve mase korena i izbojka 9,664 3882 1,182

Legenda: @ Stepeni slobode za genotip: dfs = 4; stepeni slobode za tretman dfs = 5; stepeni slobode za
interakciju AxB: dfaxg = 20; stepeni slobode za pogresku dfegg = 120 i stepeni slobode totala df; = 149.

)" _ Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; " - Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,01

Na osnovu prosecnih vrednosti dobijrnih za istraziavne podloge moZe se videti
da je samo primenjena koncentracija soli od 100 mM statisticki znacajno uticala na
istrazivane parametre biomase (Grafikon 5.2.2.1.b., Grafikon 5.2.2.2.b. i Grafikon
5.2.2.3.b).

Analizirajuci dobijene rezultate moze Se zakljuciti da se istrazivani genotipovi
mogu grupisati u dve grupe. U prvu grupu spadaju genotipovi L-80 i L-12 koji su
zabelezili najviSe vrednosti za svezu i1 suvu masu izbojka, dok drugu grupu cine
genotipovi LBM, LCM 1 Villafranca sa znacajno niZim vrednostima za pomenute

parametre biomase (Grafikon 5.2.2.1.a. i Grafikon 5.2.2.2.a.).

Posmatrajuéi izracunate vrednosti za parametar sadrzaj vlage u izbojku, moze se

videti da je statisticki znacajno najmanje vlage u izbojku izracunato za genotip LCM
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(0,85) dok su najveéi sadrzaj vlage ostvarili genotipovi L-12 (0,89) i L-80 (0,88)

(Grafikon 5.2.2.3.a.).
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a

Grafikon 5.2.2.1. Sveza i suva masa izbojaka a) Proseéne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05
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Grafikon 5.2.2.2. Sveza i suva masa korena a) Prosecne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05
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Grafikon 5.2.2.3. Sadrzaj vlage u izbojku i odnos suve mase korena i izbojka a)
Prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova; b) proseéne vrednosti za istraZivane
podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Sto se ti¢e odnosa suve mase korena i izbojka prema totalu genotipova izdvajaju
se genotipovi LBM 1 LCM kod kojih je izracunati odnos bio statisticki znacajno vec¢i u

odnosu na genotipove L-12, L-80 i Villafranca (Grafikon 5.2.2.3.a.).

Testirane koncentacije natrijum hlorida u modifikovanoj ACM podlozi od 1, 3,
10 i 33 mM nisu ispoljile inhibitorni efekat, ¢ak su dovele i do blagog stimulativnog
efekta na merene parametre biomase izbojka i korena (Tabela 5.2.2.2.). NZR test je
potvrdio uticaj genotipa na istrazivana Svojstva biomase. Istrazivani genotipovi Su
pokazali statisti¢ki zna¢ajnu reakciju parametrima biomase jedino na podlozi u kojoj je
natrijum hlorid dodat u koncetraciji od 100 mM. NajviSe sveze i suve mase izbojka na
tretmanu sa 100 mM NacCl izmereno je kod genotipova L-12 (0,306 g SVM; 0,037 g
SUM) i L-80 (0,228 g SVM; 0,030 g SUM), dok je na istom tretmanu genotip LBM
postigao znatno manje vrednosti (0,153 g SVM; 0,025 g SUM).

Sagledavaja¢i dobijene rezultate za svezu masu korena mogu se izdvojiti
genotipovi L-80 (0,074 g) i L-12 (0,070 g) kao genotipovi kod kojih je izmereno najvise

sveze mase korena u odnosu na genotip LBM (0,020 g).
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Tabela 5.2.2.2. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip x
podloga za istrazivane parametre biomase u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova

na prisustvo NaCl u podlozi

Genotip c(NaCl) (mM) SVMI(g) SUMI(g) SVMK (g) SUMK (g) SVI OSuUM
L-80 0 0,377 0,04* 0,09 0,01%9 0,89®¢ 0,22
L-12 0 0,34 0,03 %% 0,06 **" 0,01%% 0,90 *° 0,179
LBM 0 0,32%  004° 0,08 "%  0,01%%  0,86"%*0 020
LCM 0 0,22 ®f 0,03 %s o5 01 0,86 % 0,24 ¢

Villafranca 0 0,28 " 0,03 %0 g P o1 0,89 % 0,220
L-80 1 0,34%® 0,04 % 012%® 0,01 %% 089  (,28°"
L-12 1 0,31 %% 003" 006" 001%¢ 091° 0,35 *™
LBM 1 0,30 % 0,04 ** 0,09  0,02% 0,86 *M" 0,57 Pecef
LCM 1 016" 0,02 " 0,05°" 002°* 085 074%™

Villafranca 1 0,26 @ 0,030 010%* 0,01 087" 0,29
L-80 3 033™ 0,047 015° 0,01 %%  0,88%" 0,27°0
L-12 3 0,36 * 0,04 @ g og9P®  001% 089%¢ 0227
LBM 3 0,26 "*fa 0,03 oo 0,10 0,02 %" 0,90%® 0,69
LCM 3 0,22 °*fd 03 %ckle gt o1 %0 (0,86 0,34 *0

Villafranca 3 0,27 "t 03 %cefe g g7 bt g1 % g9 (28 °"
L-80 10 0,36 ® 0,04 ° 0,10 0,02 pgg®d  24°0
L-12 10 0,28°%  0,03%0 006" 001L*% 083%* 035%"
LBM 10 031 0,04 0,07 °® 0,02 087 ®* 0,48
LCM 10 0,28°%  0,03%0 010%™ 002°  087% 0,69

Villafranca 10 0,30 % 0,04 et Q70 o1%0®  ggd* 35 %*0
L-80 33 0,32 % 0,04 0,09 "% 0,01 °™ 0,88 e (40 o
L-12 33 0,39 ° 0,04 % 0,11%  0,01%% 090%¢  0,29°¢
LBM 33 0,36 ® 0,03 2cefs g g7 et 032 0,89 2 1,01°
LCM 33 0,22 %9 0,04 %" 009%%* 003 0,841 0,93

Villafranca 33 0,21 ™ 0,02 €' 0,04 0,00 ¢ 0,89 0,19
L-80 100 0,23 °*f9 0,03 %l g7t 901" 0,86 9 0,20
L-12 100 0,31 %% 0,04 % Q7% 001% (872 (25°"0
LBM 100 0,15°¢ 0,02 *f 0,02f 0,01 %% 0,839 0,44 ©%f0
LCM 100 0,20 € 0,03 cfo 0,03 ¢ 0,01 °*f9 0,86 M (59 bece

Villafranca 100 0,16 " 0,02 ¢ 0,05 001" 0,87 ¢t 0,25 0

Legenda: ) Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti
a=0,05, skracenice u tabeli: SVMl-sveza masa izbojaka, SUMI-suva masa izbojaka, SVMK-sveza masa
korenova, SUMK-suva masa korenova, SVI-sadzaj vlage u izbojku i OSUM-odnos suve mase korena i

izbojka
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5.2.3 Rezultati sadrzaja fotosinteti¢kih pigmenata
Na osnovu rezultata F testa prikazanih u Tabeli 5.2.3.1. moze se videti da su

statisticki znacajan uticaj na koncetraciju fotosintetiCkih pigmenata imale primenjene
koncetracije soli u podlozi za oziljavanje u kontrolisanim uslovima. Istrazivani
genotipovi ispoljili su statisticki znacajan uticaj samo na sadrzaj hlorofila b. Interakcija
izmedu istrazivanih koncetracija soli i istrazivanih genotipova nije bila statisticki

znacajna ni kod jednog pomenutog paramerta.

Tabela 5.2.3.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za merene parametre
sadrzaja fotosinteti¢kih pigmenata u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova na

prisustvo NaCl u podlozi ?

F-test
Svojstvo Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B
Hlorofil a (mg/g SVM) 1,31 50,69 1,19
Hlorofil b (mg/g SVM) 3,00 7 38,95 1,45
Karotenoidi (mg/g SVM) 1,32 3552 1,52
Hlorofil a + b (mg/g SVM) 1,81 50,40 ~ 1,30
Hlorofil a/b 1,05 0,85 0,22

Legenda: ® Stepeni slobode za genotip: df, = 4; stepeni slobode za tretman dfs = 5; stepeni slobode za
interakciju AxB: dfaxg = 20; stepeni slobode za pogresku dfegg = 117 i stepeni slobode totala dft = 146.

D" Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; - Statisticki znacajan F-test za nivo 0=0,01

Prema dobijenim prose¢nim vrednostima najmanji sadrzaj hlorofila a izmeren je
u ekstraktima izbojaka biljaka gajenih na podlogama u kojima je koncetracija soli
iznosila 100 mM (0,40 mg/g SVM) (Grafikon 5.2.3.1.b.). Prose¢ne vrednosti za sadrzaj
hlorofila a u kontroli bile su u rasponu od 1,70 do 1,20 mg/g SVM (Grafikon 5.2.3.1.a.).
Najmanji sadrzaj karotenoida je ostvario genotip L-12 (0,16 mg/g SVM) a najveci
genotipovi Villafranca i L-80 (0,18 mg/g SVM) (Grafikon 5.2.3.2.a.). Odnos hlorifila a i
b nije pokazao statisti¢ki znacajnu razliku ni izmedu testiranih genotipova ni izmedu

istrazivanim koncetracijama soli (Grafikon 5.2.3.3.a. i Grafikon 5.2.3.3.b.).
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Grafikon 5.2.3.1. Sadrzaj hlorofila a i hlorofila b a) Prosecne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05
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Grafikon 5.2.3.2. Sadrzaj karotenoida i hlorofila a+b a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Rezultati NZR testa su potvrdili statisticki znacajan uticaj primenjenih
koncentracija NaCl na sadrzaj fotosintetickih pigmenata (Tabela 5.2.3.2.). Generalno
gledajuc¢i moze se reci da je sadrzaj fotosintetiCkih pigmenata opadao sa povecanjem

koncetracije NaCl u podlozi.
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Grafikon 5.2.3.3. Odnos hlorofila a i b a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova;

b) prosecne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Statisticki znacajan pad sadrzaja hlorofila a od 16% izmeren je veé pri
koncetraciji NaCl od 10 mM u odnosu na kontrolnu podlogu. Najmanji sadrzaj hlorofila
a na podlozi sa 100 mM NaCl ostvario je genotip LCM (0,19 mg/g SVM) dok su na
istoj podlozi najvise vrednosti ovog hlorofila ostvarili genotipovi Villafranca (0,61 mg/g
SVM) i L-80 (0,56 mg/g SVM) . Vrednosti za sadrzaj hlorofila b pokazale su isti trend
kao 1 za sadrzaj hlorofila a. Prose¢ne vrednosti ovog pigmenta pri tretmanu od 100 mM
NaCl iznosile su od 0,25 do 0,07 mg/g SVM. Isto kao i kod hlorofila a i ovde se
genotipovi Villafranca i L-80 mogu izdvojiti kao najtolerantniji prema zaslanjenosti.
Statisticki znaCajano opadanje sadrzaja karotenoida detektovano je u ekstraktima
izbojaka biljaka koje su gajene na podlogama u kojima je natrijum hlorid dodavan u
koncentracijama od 33 i 100 mM. Sadrzaj hlorifila na kontrolnoj podlozi je iznosio:
2,53 mg/g SVM (Villafranca), 2,11 mg/g SVM (LBM), 2,03 mg/g SVM (LCM), 1,70
mg/g SVM (L-12) i 1,68 mg/g SVM (L-80). Pod uticajem razli¢itih koncetracija soli
sadrzaj hlorofila a+b se menjao u opsegu: 2,05 mg/g SVM (kontrola), 1,93 mg/g SVM
(2 mM NacCl), 1,92 mg/g SVM (3 mM NacCl), 1,72 mg/g SVM (10 mM NacCl), 1,60
mg/g SVM (33 mM NacCl) i 0,56 mg/g SVM (100 mM NacCl).
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Tabela 5.2.3.2. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip x

podloga za mereni sadrzaj fotosintetiCkih pigmenata u ogledu istrazivanja tolerantnosti

genotipova na prisustvo NaCl u podlozi

c(NacCl) Karotenoidi Hlorofil a+b Odnos
Genotip Hlorofil a Hlorofil b hlorofila

(mg/g SVM) (mg/g SVM) (mg/g SVM)  (mglg SVM) aib

L-80 0 1,20 ) 0,48 e 0,19 e’ 1,68 > 2,53 %
L-12 0 1,30 Pecef 0,49 Pece 0,30° 1,78 e 2,69 %
LBM 0 1,50 ®° 0,61 0,23° 2,11%¢ 2,48 ®
LCM 0 1,45 bcde 0,59 ™ 0,21 Pece 2,04 2,50 ®
Villafranca 0 1,70 ° 0,83° 0,22 2,53° 2,13°
L-80 1 1,32 becef 0,52 "ede 0,20 "o 1,85 o 2,54 %
L-12 1 1,28 bedef 0,51 bede 0,16 °%fo 1,79 bede 2,52 %
LBM 1 1,38 abede 0,53 "ede 0,21 " 1,92 e 2,61%®
LCM 1 1,43 bcde 0,57 ™ 0,21 Pece 2,00 ™ 2,54%®
Villafranca 1 1,45 @ 0,62° 0,21 bece 2,08 2 2,34
L-80 3 1,54 ® 0,60 ™ 0,23° 2,15%® 2,57%®
L-12 3 1,26 Pecef 0,52 "ede 0,19 Pecef 1,79 bece 2,49 ®
LBM 3 1,35 bede 0,53 "ede 0,21 Pece 1,87 b 2,57%®
LCM 3 1,47 2bede 0,54 " 0,21 Pece 1,96 ™ 2,60 ®
Villafranca 3 1,30 Pecef 0,55 ™ 0,21 Poce 1,85 2,36
L-80 10 1,27 Peoet 0,50 P 0,21 Pece 1,77 oo 2,55 &
L-12 10 1,12 ¢ 0,55 ™ 0,17 ©f0 1,66 2,13°
LBM 10 1,27 becef 0,60 ™ 0,17 1,87 b 2,26°
LCM 10 1,18 of 0,46 0,17 1,64 ¢ 2,56 *
Villafranca 10 1,27 becef 0,53 "ede 0,20 "o 1,80 "o 2,38%®
L-80 33 1,23 bedef 0,48 " 0,19 Pecef 1,70 e 2,59 ®
L-12 33 1,27 Peoet 0,51 Peoe 0,14 ™" 1,78 e 2,47
LBM 33 0,99 ' 0,38 ¢ 0,16 1,36 ° 2,61%®
LCM 33 1,17 0,44 0,16 %' 1,61 % 2,70
Villafranca 33 1,13 % 0,47 "o 0,18 1,60 ® 2,39 ®
L-80 100 0,56 9" 0,22 "o 0,10 M 0,78 " 2,60 ®
L-12 100 0,41 9 0,15 " 0,07 " 0,56 ™" 2,63%
LBM 100 0,24 "™ 0,10 " 0,06 0,34 %" 3,03°
LCM 100 0,20 0,08" 0,051 0,28" 2,89 ®
Villafranca 100 0,629 0,26 " 0,119 0,88 " 2,44 %

Legenda™’ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

o=0,05
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5.2.4 Rezultati biohemijskih parametara
Na osnovu rezultata F-testa (Tabela 5.4.2.1.) jasno se moze videti da je

statisticki znacCajan uticaj na istrazivane biohemijske parametre ispoljio i genotip i
podloga dok je razlika u interakciji genotip x podloga ispoljila statisticki znacajan uticaj

samo kod sadrzaja ukupnih fenola i flavonoida.

Tabela 5.4.2.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za istraZzivane

biohemijske parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova na prisustvo NaCl

u podlozi ?
F-test
Svojstvo Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B
Ukupni fenoli (mg GAE/g SVM) 39,73 P 589 3,89 7
Ukupni flavonoidi (mg QE/g SVM) 3,06 ~ 119,79 7 1,99 7
FRAP (mg ASC/g SVM) 931 ” 231 " 1,50
ABTS' (mM TE/g SVM) 427 357 7 1,02
DPPH" (mM TE/g SVM) 437 7 2,51 " 1,47

Legenda: ® Stepeni slobode za genotip: dfs = 4, stepeni slobode za tretman dfs = 5, stepeni slobode za
interakciju AXB: dfaxg = 20, stepeni slobode za pogresku dfegg = 120 i stepeni slobode totala df; = 149. b)

“- Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; " - Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,01

5.2.4.1 Rezultati sadrzaja ukupnih fenola
Rezultati NZR testa su potvrdili statisti¢ki znacajan uticaj istrazivanih podloga.

Generalno, sagledavaju¢i rezultate ovog testa moze se videti da je sadrzaj ukupnih
fenola opadao sa poveéanjem koncentracije soli u podlozi (Grafikon 5.2.4.1.1.b.).
Najmanji sadrzaj ukupnih fenola detektovan je u ekstraktima izbojaka biljaka koje su
rasle na podlogama u kojima je NaCl dodat u koncentraciji od 33 mM (0,80 mg GAE/g
SVM) i 100 mM (0,85 mg GAE/g SVM), dok je najveci sadrzaj fenola izmeren na
kontrolnoj podlozi i kretao se u proseku oko 1 mg GAE/g SVM.
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Grafikon 5.2.4.1.1. Sadrzaj ukupnih fenola a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane pogloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Tabela 5.2.4.1.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za izmereni sadrzaj ukupnih fenola u ogledu istrazivanja tolerantnosti

genotipova na prisustvo NaCl u podlozi

Sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/g SVM)

c¢(NaCl) (mM) Genotip

L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 055 ™7 121 % 1,01 0 0,98 " 134 *
1 0,71 ¥ 0,81 "M 1,12 Pece 0,91 ok 0,93 €
3 0,62 ™ 0,84 9"k 1,08 Pocef 1,20 1,08 Pocef
10 0,61 '™ 0,96 o 0,92 o 1,02 ©fo 0,98 o
33 043 " 0,89 ok 0,83 9"k 1,00 " 0,83 9k
100 0,56 ™ 0,75 Jm 1,28 ® 0,78 ™ 0,89 fank

Legenda: ~ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

0=0,05

Na najviSoj ispitivanoj koncetraciji soli u podlozi (100 mM NaCl) dobijena je
najbolja diferencijacija genotipova (Tabela 5.2.4.1.1.). Tako je na ovoj podlozi genotip
LBM akumulirao najveci sadrzaj ukupnih fenola (1,28 mg GAE/g SVM), zatim genotip
Villafranca sa 0,89 mg GAE/g SVM, a najmanji sadrzaj ukupnih fenola izmeren je kod
genotipa L-80 (0,56 mg GAE/g SVM).

70



Vanja Vuksanovié¢ Doktorska disertacija

5.2.4.2 Rezultati sadrzaja ukupnih flavonoida
Sadrzaj ukupnih flavonoida je takode opadao sa povecanjem koncetracije soli u

podlozi (Grafikon 5.2.4.2.1.b.). Prose¢na vrednost sadrzaja ukupnih flavonoida u
ekstraktima istrazivanih genotipova bele topole u kontrolnoj podlozi iznosila je 1,75 mg
QE/g SVM, dok je njihov sadrzaj u ekstraktima izbojaka biljaka koje su rasle na podlozi
u kojoj je NaCl dodat u koncentaciji od 100 mM opao za 72,5% u odnosu na kontrolnu
podlogu. Na osnovu rezultata prikazanih za najvisu ispitivanu koncentraciju NaCl (100
mM) u Tabeli 5.2.4.2.1. moZe se videti da je genotip L-80 akumulirao najvecéi sadrzaj
ukupnih flavonoida (0,63 mg QE/g SVM). Genotipovi LBM i LCM zabelezili su
najmanji sadrzaj ukupnih flavonoida na koncentraciji od 100 mM NaCl. Njihov sadrzaj
ukupnih flavonoida se u odnosu na kontrolu smanjio za 72% (LBM) i 87% (LCM).

1,6
1,6
15
1,5
1,4
1,4
1,3
1,3

= Ukupni flavonoidi (mg QE/g SVM) = Ukupni flavonoidi (mg QE/g SVM)
a) b)

Grafikon 5.2.4.2.1. Sadrzaj ukupnih flavonoida a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05
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Tabela 5.2.4.2.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za izmereni sadrzaj ukupnih flavonoida u ogledu istrazivanja tolerantnosti

genotipova na prisustvo NaCl u podlozi

Sadrzaj ukupnih flavonoida (mg QE/g SVM)

Genotip
c(NaCl) (mM)

L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 1,57 %Y1 76 edefs g 76 bcdels q gp abede 1,85 °
1 1,86 ® 1,54 " 1,63 Pecefo 1,84 1,81 abedef
3 1,99 ° 1,69 Pedefo 1,62 Pecefo 1,76 ekt 1 g3 bedefo
10 1,73 @cdefa 1 49 O 1,60 Pedefo 1,48 & 1,57 cdefon
33 1,59 Pedefoh 1 5p of 1,11 " 1,55 ©fon 1,32 M
100 0,63 ! 0,47 * 0,50 * 0,24 X 0,60 '

Legenda: ) Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05

5.2.4.3 Rezultati FRAP testa
Na Grafikonima 5.2.4.3.1.a. i 5.2.4.3.1.b. prikazani su rezultati FRAP testa na

podlogama sa razli¢itim koncentracijama NaCl na osnovu kojih se moze videti da je
postojala statisti¢ki znacajna razlika ukupne redukcione sposobnosti izmerene FRAP
testom izmedu primenjenih koncentracija NaCl. Prose¢na vrednost FRAP testa na
kontrolnoj podlozi iznosila je 4,15 mg ASC/g SVM. Statisti¢ki znacajno vece vrednosti
ovog testa zabelezili su genotipovi Villafranca (4,31 mg ASC/g SVM), LCM (4,33 mg
ASC/g SVM) i LBM (4,93 mg ASC/g SVM) u odnosu na genotipove L-12 (3,47 mg
ASC/g SVM) i L-80 (3,23 mg ASC/g SVM). Ako bi se koncetracija od 100 mM NacCl
uzela kao model za diferencijaciju genotipova onda bi se genotip LBM izdvojio kao
genotip sa statistiCki znacajno najviSom vrednoséu za FRAP testa (7,03 mg ASC/g
SVM) (Tabela 5.2.4.3.1.), dok se genotip L-80 izdvaja kao genotip sa najmanjom
vrednoscu (2,81 mg ASC/g SVM).
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Grafikon 5.2.4.3.1. Rezultati FRAP testa a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova;

b) prosecne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Tabela 5.2.4.3.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za vrednosti FRAP testa u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova na

prisustvo NaCl u podlozi

FRAP test (mg ASC/g SVM)
Genotip
c¢(NaCl) (mM)

L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 3702 fgh *) 3,98 cdefgh 4734 bcdefy 4717 cdefgh 5,26 bc
1 3,79 cdefgh 3,35 fgh 5,86 ab 4732 bcdefy 4722 cdefgh
3 3,53 defgh 3,37 fgh 5705 bed 4,38 bcdefy 4740 bedef
10 3’51 defgh 3’95 cdefgh 3,86 cdefgh 3’72 cdefgh 3,85 cdefgh
33 2,75 " 2,94 fon 3,49 °fon 4,38 Doty 3,76 et
100 2,81 " 3,27 ™o 7,03 2 5,04 bede 4,41 beef

Legenda: ~ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

0=0,05

5.2.4.4 Rezultati DPPH testa
Sli¢ne rezultate pokazao je DPPH test na osnovu ¢ijih vrednosti se moze videti

da je sposobnost neutralizacije slobodnih DPPH" radikala statiticki zna¢ajno bila veéa

pri tretmanu od 100 mM NaCl u odnosu na kontrolnu podlogu (Grafikon 5.2.4.4.1.b.).
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Grafikon 5.2.4.4.1. Rezultati DPPH testa a) ProseCne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Tabela 5.2.4.4.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za vrednosti DPPH testa u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova na
prisustvo NaCl u podlozi

DPPH test (mM TE/g SVM)

Genotip
c¢(NaCl) (mM)
L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 2,96 “7 342« 3,60 3,23 3,98 "
1 3,46 2,62 " 5,38 * 3,34 3,69
3 335 “ 321 ° 3,67 3,40 ° 4,18
10 3,54 3,51 3,11 ©*f 2,92 ¢ 4,29 *°
33 2,89 ¢ 3,26 2,85 ¢ 2,87 ¢ 3,58
100 3,88 e 4,27 *° 5,00 ® 2,99 ® 3,98 Poe

Legenda: ~ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

0=0,05

Trend opadanja sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala sa povecanjem
koncentracije soli (do 33 mM) se pokazao i kod ovog testa. Posmatrajuéi samo podlogu
sa najvisom ispitivanom koncentracijom soli (100 mM NaCl) moze se videti da se kao

genotip koji je ostvario najvisu vrednost za DPPH testa izdvaja LBM (5,0 mM TE/g
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SVM), dok je genotip LCM (2,99 mM TE/g SVM) ostvario najnizu vrednost za DPPH
test (Tabela 5.2.4.4.1.).

5.2.45 Rezultati ABTS testa
Test najmanje znacajne razlike nam je potvrdio da sa povecanjem NaCl do

koncentracije od 33 mM dolazi do smanjenja sposobnosti neutralizacije ABTS" radikala
(Grafikon 5.2.4.5.1.b.). Takode, rezultati ovog testa pokazuju da je doslo do povecanja
sposobnosti neutralizacije ABTS" radikala pri koncetraciji NaCl od 100 mM u odnosu

na kontrolnu podlogu.

14 a a
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0 c>
I e@e‘b@
P
QN \Q
# ABTS-test (MM TE/g SVM) # ABTS-test (mM TE/g SVM)
a) b)

Grafikon 5.2.4.5.1. Rezultati ABTS testa a) Prosetne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Povedana je sposobnost neutralizacije ABTS" radikala od 49% u odnosu na
kontrolnu podlogu. Proseé¢na vrednost za sposobnost neutralizacije ABTS" radikala kod
genotipa L-80 iznosila je 1,21 TE/g SVM. Ovaj genotip se takode izdvaja kao genotip
koji je ispoljio najveéu sposobnost neutralizacije ABTS® radikala na najvisoj

primenjenoj koncetraciji soli u podlozi (2,35 mM TE/g SVM) (Tabela 5.2.4.5.1.).
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Tabela 5.2.4.5.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za vrednosti ABTS testa u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova na

prisustvo NaCl u podlozi

ABTS test (mM TE/g SVM)

Genotip
c(NaCl) (mM)
L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 0,97 P4 0,82 P 0,65 "« 0,85 P« 0,69 P«
1 1,21 ° 0,89 P« 0,98 o« 0,82 b« 0,86 "™
3 1,17 b 0,92 b« 0,64 0,85 ™ 0,82 b«
10 0,83 P« 0,72 b« 0,63 ™ 0,89 P« 0,81 P«
33 0,78 b« 0,45 ¢ 0,42 ¢ 0,48 « 0,48 “
100 2,35 @ 0,94 P 0,67 P« 0,64 P« 1,26 °

Legenda: ) Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05

5.2.4.6 Rezultati sadrzaja natrijuma, kalijuma i magnezijuma
Rezultati prikazani u Tabeli 5.2.4.6.1. pokazuju da je na sadrzaj natrijuma,

kalijuma i magnezijuma kao i na odnos kalijuma i natrijuma statisticki znac¢ajan uticaj
imao i genotip i podloga kao i njihova interakcija koja opisuje razlike u reakciji

istrazivanih genotipova na istrazivanim podlogama.

Tabela 5.2.4.6.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za sadrzaj natrijuma,
kalijuma i magnezijuma u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova na prisustvo
NaCl u podlozi

F-test
Svojstvo Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B
Sadrzaj Na (mg/g SUM) 1117443 O™ 46853706 112259,0
Sadrzaj K (mg/g SUM) 4740184 ~ 558616,8 15312,4
Sadrzaj Mg (mg/g SUM) 9042 122 7 2350 7
Odnos K i Na 29024 ™ 30203,6 836,6

Legenda: ¥ Stepeni slobode za genotip: df, = 4; stepeni slobode za tretman dfs = 5; stepeni slobode za
interakciju AxB: dfaxg = 20; stepeni slobode za pogresku dfrs = 60 i stepeni slobode totala df; = 89. ?~

- Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; " - Statisticki znacajan F-test za nivo 0=0,01

Sagledavaju¢i proseéne vrednosti dobijene nakon istrazivanja tolerantnosti
genotipova prema zaslanjenosti podloge (Grafikoni 5.2.4.6.1.a. i 5.2.4.6.1.b.) moze se

videti da je najmanji sadrzaj Na izmeren kod genotipova LCM, LBM i L-80, dok su
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genotipovi L-12 i Villafranca postigli znatno vece vrednosti. Takode, moze se videti da
je povecanje koncentracije NaCl u podlozi za oziljavanje rezultiralo povecanje sadrzaja
Na. Najveci sadrzaj natrijuma izmeren je kod genotipova koji su rasli na podlozi sa 100
mM NacCl (73,3 mg/g SUM) dok je najmanji sadrzaj izmeren na kontrolnoj podlozi
(3,75).
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Grafikon 5.2.4.6.1. Sadrzaj natrijuma a) Prosecne vrednosti istraZivanih genotipova; b)

prosecne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Nasuprot sadrZaju natrijuma sadrzaj kalijuma se smanjivao sa povecanjem
koncentracije NaCl u podlozi. NajviSe kalijuma izmereno je u izbojcima genotipova koji
su rasli na kontrolnoj podlozi 1 iznosio je 55,0 mg/g SUM, dok je najmanji sadrzaj
kalijuma izmeren kod genotipova raslih na podlozi sa 100 mM NaCl i iznosio je 28,34
mg/g SUM (Grafikon 5.2.4.6.2.b.). Na Grafikonu 5.2.4.6.2.a. moze se videti da je
najmanji sadrzaj kalijuma izmeren kod genotipa LBM (31,0 mg/g SUM), a najve¢i kod
genotipa Villafranca (52,6 mg/g SUM).

SadrZaj magnezijuma je opadao do koncentracije od 10 mM NacCl, da bi na pri
koncentracijama 33 i 100 mM NaCl ponovo bio ostvaren rast sadrzaja magnezijuma
(Grafikon 5.2.4.6.3.b.). Na koncentraciji od 33 mM NaCl sadrzaj magnezijuma je bio na
nivou koji je ostvaren u u kontroli, dok je na koncentraciji od 100 mM NaCl doslo

ponovo do opadanja sadrzaja magnezijuma. Na osnovu prikazanih rezultata na
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Grafikonu 5.2.4.6.3.a. moze se videti da je najveci sadrzaj magnezijuma izmeren kod
genotipa L-12 (2,7 mg/g SUM), a najmanji kod genotipa LCM (1,8 mg/g SUM).
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Grafikon 5.2.4.6.2. Sadrzaj kalijuma a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova; b)

prosecne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05
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Grafikon 5.2.4.6.3. Sadrzaj magnezijuma a) ProseCne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) prose¢ne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05
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Dobijene vrednosti za odnos kalijuma i natrijuma su se smanjile na podlozi sa
100 mM NaCl u odnosu na kontrolnu podlogu za ¢ak 97% (Grafikon 5.2.4.6.3.b.).
Najveca prose¢na vrednost za odnos kalijuma i natrijuma dobijena je kod genotipa

Villafranca, dok je LBM zabeleZio najmanju prose¢nu vrenost (Grafikon 5.2.4.6.3.a.).
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Grafikon 5.2.4.6.4. Odnos kalijuma i natrijuma a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Rezultati testa najmanje znacajne razlike potvrdili su zna¢ajan uticaj istrazivanih
genotipova 1 podloga. Na osnovu rezultata iz Tabele 5.2.4.6.1. moze se videti da su
istrazivani genotipovi razli¢ito reagovali na prisustvo NaCl u podlozi u pogledu sadrzaja
natrijuma. Na podlozi sa 100 mM NaCl najmanje vrednosti sadrzaja natrijuma izmerene
su kod genotipa LBM (52,9 mg/g SUM), a najveée kod genotipa L-12 (113,1 mg/g
SUM). Na istoj podlozi najvise kalijuma izmereno je kod genotipa Villafranca (37,6
mg/g SUM), a najmanje kog genotipa LBM (17,4 mg/g SUM). Najmanje magnezijuma
akumulirali su genotipovi L-80 i Villafranca, a najvise genotipovi L-12 i LBM na
podlozi sa 100 mM NacCl.
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Tabela 5.2.4.6.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za mereni sadrzaj Na, K, Mg u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova

na prisustvo NaCl u podlozi

] c(NaCl) Sadrzaj Mg
Genotip Sadrzaj Na Sadrzaj K K/Na
(mM) (mg/g SUM)
(mg/g SUM) (mg/g SUM)

L-80 0 4,79 ™" 48,86 " 2,431 10,21
L-12 0 415" 59,60 ° 3,11° 14,37 ¢
LBM 0 427" 47,27} 1,89 11,07
LCM 0 2,827 59,36 ¢ 1,46 ° 21,05°
Villafranca 0 2,747 60,27 @ 2,46 " 22,032
L-80 1 350" 43,25 2,20" 12,36 "
L-12 1 345" 49,659 2,73 14,40 ®
LBM 1 3,25 4130™ 1,77™ 12,69 ¢
LCM 1 3,26 54,11¢ 1,89 M 16,58 ¢
Villafranca 1 3,90° 58,32 ¢ 2,229 14,97 ¢
L-80 3 2,96 " 43,08" 1,85 14,54 ¢
L-12 3 563" 46,14 % 3,06° 8,19°
LBM 3 418" 36,14 " 1,66 " 8,65
LCM 3 4,69 ° 52,57 ¢ 1,81'm 11,22
Villafranca 3 4,32° 56,07 ¢ 2477 12,977
L-80 10 7,18 ™ 38,47 " 3,21°2 5,36 °
L-12 10 8,08' 36,97 ° 2,399 458°
LBM 10 11,06 K 23,207 1,33° 2,10°
LCM 10 7,51 50,32 f 1,01 % 6,70 "
Villafranca 10 556" 54,74 ¢ 2,00" 9,84
L-80 33 15,74 32,96° 1,98 2,09°
L-12 33 21,89" 3345° 2,77 1,53"
LBM 33 28,04 " 20,75 281°¢ 0,74V
LCM 33 17,341 41,09" 1,77™ 237"
Villafranca 33 27,579 48,77 1,97 1,771
L-80 100 70,47 © 28,52 ¢ 1,82 Kim 0,40 *
L-12 100 113,192 30,01" 2,63°¢ 0,27 %
LBM 100 52,99 ¢ 17,48 " 2,70 % 0,332
LCM 100 61,89 ¢ 27,20V 2,09' 0,447
Villafranca 100 78,42 ° 37,62° 1,82 KIm 0,487

Legenda: ~ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

o=0,05
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U pogledu odnosa kalijuma i natrijuma nije bilo statisticki znacajne razlike
izmedu genotipova koji su rasli na podlozi sa 100 mM NaCl, te je najbolja
diferencijacija genotipova dobijena na podlozi sa 33 mM NaCl. Na ovoj podlozi najvece
vrednosti za odnos kalijuma i natrijuma dobijene su genotipa LCM (2,3 mg/g SUM), a
najmanje kod genotipa LBM (0,74 mg/g SUM).

5.2.5 Korelaciona analiza
Na osnovu prikazanih rezultata korelacione analize za istrazivane genotipove

bele topole prema zaslanjenosti moze se videti da postoji visok stepen pozitivne
korelacije izmedu visine izbojka i broja korena prvog reda (Tabela 5.2.5.1.). Takode,
korelaciona analiza je pokazala i visok stepen pozitivne korelacije izmedu visine
izbojka i procenta prezivljavanja i oziljavanja, kao i sveze mase izbojaka. Visoke i
znacajne vrednosti utvrdene su i izmedu broja i duzine korena, procenta prezivljavanja i
procenta oziljavanja izbojaka. Pozitivni korelacioni faktor utvrden je i izmedu sveze
mase izbojka i sveze mase korena (r = 0,63). Hlorofil a pokazao je pozitivnu korelaciju
sa hlorofilom b, karotenoidima i hlorofilom a+b, dok je negativnu korelaciju (r = -0,57)
pokazao u odnosu na odnos hlorofila (a/b). lzuzetno visoku vrednost korelacionog
koeficijenta (r=0,97) hlorofil a je zabelezio sa sadrzajem ukupnih flavonoida. Sadrzaj
ukupnih fenola imao je visok stepen pozitivne korelacije sa vrednostima izmerenim za
FRAP 1 DPPH test §to ukazuje da fenolna jedinjenja imaju klju¢nu ulogu pri
neutralizaciji slobodnih radikalskih vrsta. Vrednosti FRAP testa su pokazale statisticki
znacajnu korelaciju sa DPPH testom (r = 0,61). Sadrzaj natrijuma pokazao je jaku
negativnu korelaciju sa ve¢inom morfoloskih i fotosintetickih parametara kao i sa
sadrzajem flavonoida. Nasuprot natrijumu, sadrzaj kalijuma je bio je u pozitivnoj
korelaciji sa visinom izbojaka, brojem korena prvog reda, sadrzajem hlorofila a, b i

karotenoidima.
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Tabela 5.2.5.1. Koeficijenti korelacije i znacaj z-testa za istrazivana svojstva u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova na prisustvo
NaCl u podlozi ¥

VI BK DK PP PO SVMI SUMI SVMK SUMK SVI OSUM Chla Chlb Car a+b a/b Fen. Flav. FRAP ABTS DPPH Na K Mg
BK 0,8
DK 0,1 01
PP 05 04 02
PO 0,7 0,7 04 07
SVMI 04 04 05 06 0,6
SUMI 02 02 04 04 05 0,8
SVMK 0,3 05 05 03 0,6 0,6 0,7
SUMK -0,1 0,0 0,1-0,1 01 0,2 0,2 0,1
SVi 06 06 02 06 06 0,7 0,2 0,3 -0,2
OosumMm -02-02 00-02-01 -02 -01 -0,1 0,9 -03
Chla 08 08 03 04 038 04 0,4 0,6 0,0 0,3 -0,1
Chib 08 08 02 04 07 04 0,3 0,5 0,0 0,3 -02 1,0
Car 0,7 0,7 03 04 0,7 04 0,3 0,5 0,0 0,3 -02 09 08
atb 08 08 03 04 08 0,4 0,4 0,6 0,0 0,3 -01 10 10 09
a/b -0,7-0,7 0,0-03-06 -02 -01 -0,2 0,2 -04 03 -06 -0,7-04 -0,6
Fen. 03 01-04-02-02 -03 -03 -0,3 0,1-0,2 01 02 0202 02-0,1
Flav. 08 0,7 04 04 0,7 04 0,4 0,6 00 03 -01 10 09 09 10-05 01
FRAP -0,1-02-06-03-06 -05 -04 -0,4 0,1-05 02 -02 -01-01 -01 03 0,7 -0,2
ABTS -0,2-0,2 0,2-01 00 -01 -01 0,2 -0,3 -0,1 -04 -02 -02-01 -02 01 -04 -0,2 -03
DPPH -0,1-0,1-06-0,1-03 -03 -01 -0,2 -0,1 -0,3 -02 -02 -02-01 -02 0,1 04 -0.2 0,6 0,2
Na -0,8 -0,7-0,3-04-06 -03 -03 -0,4 -0,2 -0,3 00 -09 -08-08 -09 04 -02 -09 0,0 0,3 0,3
K 0,7 05 00 02 05 00 -01 0,2 -0,3 0,2 -03 07 0707 07-04 03 0,7 -01 00 -01 -06
Mg 0,2 00 0,1 03 0,0 0,5 0,2 0,0 0,0 05 -02 01 01 00 -01 01 00 -01 -02 -02 0,0 0,0 0,0
K/Na 0,7 05 0,0 04 05 0,1 0,0 0,3 -0,2 0,1 -02 0,7 07 07 07-03 03 0,7 0,2 0,0 00 -07 08 -0,1

Skracéenice u tabeli: VI- visina izbojka; BK- broj korenova prvog reda; DK- duzina najduzeg korena; PP- procenat prezivelih eksplantanata; PO- procenat oZiljenih
eksplantanata; SVMI- sveza masa izbojaka; SUMI- suva masa izbojaka; SVMK- sveZa masa korenova, SUMK- suva masa korenova; SVI- sadrzaj viage u izbojku,
OSUM- odnos suve mase korena i izbojka; Chla- hlorofil a; Chlb- hlorofil b; Car- karotenoidi; a+b- hlorofil a+b; a/b- odnos hlorofila a i b; Fen.- sadrzaj ukupnih
fenola; Flav.- sadrzaj ukupnih flavonoida; FRAP- redukciona sposobnost ekstrakta; ABTS- sposobnost neutralizacije ABTS® radikala; DPPH- sposobnost
neutralizacije DPPH" radikala
3 Podebljani brojevi predstavijalju koeficijente korelacije koji se znacajno razlikuju ((p>0,05)
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5.2.6 Analiza glavnih komponenti (PCA)

Prema opterecenjima prve dve glavne komponente, koje opisuju 58,03% ukupnog
variranja, istice se grupisanje fotosintetickih parametara, sadrzaja flavonoida i broja
korenova, kao jedne grupe parametara, i morfoloskih i parametara biomase kao druge
grupe parametara. Biohemijski parametri su uglavnom grupisani nasuprot morfoloskih i
parametara biomase. ABTS, sadrzaj magnezijuma, suva masa korenova i odnos suve
mase korena i izbojka su slabo opisane sa prve dve glavne komponente, pa se moze
pretpostaviti da su u slaboj korelaciji sa ostalim parametrima (Grafikon 5.2.6.1.).
Sadrzaj kalijuma i odnos kalijjuma i natrijuma su se grupisali sa fotosintetickim
parametrima, dok je natrijum bio u negativnoj Kkoralaciji sa kalijumom i odnosom
kalijuma i natrijuma.

1,0
SVMI ™
DNK osumi
0,5 ! svi
Mg SVMK Po‘
PP
" Na ABTS
'5'.{ Chla
mn
.Ff 00 AV 4
~ OSUM BKFlav.
s N —— - Chla
g T gplath
: DNI chib
DPP : K
-0,5 : K/Na
FRAP “ | Fen.
-1,0
-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

Factor 1 : 42,08%

Grafikon 5.2.6.1. Analiza glavnih komponenti u ogledu istrazivanja tolerantnosti
genotipova n prisustvo NaCl u podlozi

Legenda ” Skracenice na grafikonu: VI- visina izbojka; BK- broj korenova prvog reda; DK- duzina
najduzeg korena; PP- procenat prezZivelih eksplantanata; PO- procenat ozZiljenih eksplantanata; SVMI-
sveza masa izbojaka;, SUMI- suva masa izbojaka; SVMK- sveZa masa korenova, SUMK- suva masa

korenova; SVI- sadrzaj viage u izbojku; OSUM- odnos suve mase korena i izbojka; Chla- hlorofil a;
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Chlb- hlorofil b; Car- karotenoidi; Chl a+b- hlorofil a+b; Chl a/b- odnos hlorofila a i b; Fen.- sadrzaj
ukupnih fenola; Flav.- sadrzaj ukupnih flavonoida;, FRAP- redukciona sposobnost ekstrakta; ABTS-

sposobnost neutralizacije ABTS™ radikala; DPPH- sposobnost neutralizacije DPPH™ radikala

Na osnovu prve dve glavne komponente, primetno je grupisanje tretmana na R6
podlozi na negativnoj strani prve glavne komponente, i kontrole na desnoj strani prve
glavne komponente Ostali tretmani su rasporedeni izmedu ove dve grupe tretmana, ali
su blize kontroli. Variranje genotipova unutar ispitivanih podloga je viSe opisano

drugom glavhom komponentom (Grafikon 5.1.6.2.).

I
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3 ; JL12RS5
L12 R5 3O Re LBM RS : L-80,R4
T 1-80 K
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1 1 L12 R2
< LCM R6 LBM R4L12 R4
o : LCM R4
< T S4——_— o —————
ﬁ LCM R | e
o : LBM K
S V! RYilay RSyillaf d
5 -
3 Villaf. R6 : LBM R3
i . Villaf. R2
-2 LcMm Rs Villaf. R3
. ULeMK
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-3 LBM R6 LAM R2 )
. : Villaf. K
-4 |
|
|
-5 t
-6
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Factor 1: 42,08%

Grafikon 5.1.6.2. Prikaz rezultata prve dve glavne komponente za istrazivane
interakcije genotip x podloga u ogledu istrazivanja tolerantnosti na prisustvo NaCl u
podlozi.

Legenda: ” skracenice na grafikonu: K- kontrola OmM NaCl; R2- tretman 1 mM NaCl; R3-

tretman 3 mM NacCl; R4- tretman 10 mM NaCl; R5- tretman 33 mM NaCl; R6- tretman 100 mM
NacCl.
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5.3 Rezultati istrazivanja tolerantnosti genotipova bele topole prema susi
izazvanoj PEG 6000 u in vitro uslovima

5.3.1 Rezultati morfoloskih parametara

Nakon testiranja razli¢itih koncentracija polietilen glikola u podlogama za
oziljavanje u in vitro uslovima (Slika 5.3.1.1.), rezultati analize varijanse pokazuju da je
statistiCki znaCajan uticaj na vecinu istrazivanih parametara imao faktor genotip, osim
kod procenta oziljavanja, dok je efekat primenjenih koncentracija PEG-a bio statisti¢ki
znacajan, izuzev za morfoloski parametar duzina najduzeg korena. Interakcija genotip x
podloga nije statisti¢ki znacajno uticala na procent preZivljavanja i na broj korenova

prvog reda (Tabela 5.3.1.1.).

Tabela 5.3.1.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za istrazivane morfoloSke

parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema susi 2

F-test
Svojstvo Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B
Visina izbojka (mm) 36,8 416 18
Broj korenova 9,26 37,49 7 1,71
Duzina najduzeg korena (mm) 9,52 o 0,13 1,79 *
Prezivljavanje (%) 1,77 9,25 1,03
Oziljavanje (%) 2,26 115 7 312 7

Legenda: @ Stepeni slobode za genotip: dfs = 4; stepeni slobode za tretman dfs = 4; stepeni slobode za
interakciju AxB: dfaxg = 16; stepeni slobode za pogresku dferg = 75 i stepeni slobode totala dfy = 99. 2"

- Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; - Statisticki znacajan F-test za nivo =0,01

Najbolja diferencijacija genotipova po morfoloskim parametrima je dobijena na
podlozi sa 50 mg/L PEG 6000. Susa izazvana dodavanjem polietilen glikola u podlozi
za oziljavanje znacajno je uticala na smanjenje vrednosti istrazivanih morfoloskih

parametara.

Generalno, genotip Villafranca pretrpeo najslabiji uticaj suSe izazvane PEG-om
sagledavajuci rezultate morfoloskih parametara (Tabela 5.3.1.2., Grafikon 5.3.1.1.a.).
Zatim slede genotipovi L-12 i L-80, dok su genotipovi LCM i LBM pretpeli najjaci

uticaj suSe u kontrolisanim uslovima.

Tabela 5.3.1.2. Prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova i podloga za morfoloske

parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema susi
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Visina izbojka (mm)

Broj korenova

DuzZina najduzeg korena (mm)

Genotip
L-80 24,20 ©7 1,06 ° 27,60 °
L-12 28,50 ° 1,05 ° 36,40 °
LBM 26,50 ™ 1,20 * 20,50 ¢
LCM 26,00 1,12 ° 21,60 ©
Villafranca 42,30 ° 1,24 ® 26,30 ™
¢ (PEG) (g/L)

0 38,40 ° 1,30 ° 26,90 °
1 35,10 ° 1,24 ® 26,40 °
10 30,10 ° 1,17 ° 27,30 *
20 25,10 © 1,09 ° 25,40 °
50 18,90 ¢ 0,84 ¢ 26,50 °

Legenda: ~ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05
100 100
90 90
80 80
20 70
N 2 2 2 2
. 6‘@ QQ’G QQ’Q QQ’G QQ’Q
Yy Y
SR SN SN
# Prezivljavanje (%) 11 Oziljavanje (%) @ Prezivljavanje (%) 11 0zZiljavanje (%)
a) b)

Grafikon 5.3.1.1. Prezivljavanje i oziljavanje eksplantanata a) Prose¢ne vrednosti

istrazivanih genotipova; b) prosec¢ne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Rezultati

NZR testa su potvrdili statisticki znacajan uticaj primenjenih

koncentracija PEG na istrazivane morfoloske parametre (Tabela 5.3.1.3.). Visina

izbojka na najvi$oj primenjenoj koncentraciji PEG-a od 50 g/L iznosila je od 12,6 mm

(L-12) do 30,0 mm (Villafranca). Iz Tabele 5.3.1.3. se moze videti da je koncetracija od
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50 g/L rezultirala smanjenjem visine izbojka za ¢ak 50% u odnosu na kontrolnu
podlogu. Sto se ti¢e istrazivanog parametra broja korenova prvog reda, nije bilo
statisticki znacajnih razlika kod istrazivanih podloga na koncetraciji od 50 g/L PEG-a.
Najduzi koren na najviSoj primenjenoj koncetraciji PEG-a postigli su genotipovi
Villafranca i L-12. Najmanju duzinu korena zabelezili su genotipovi LBM i LCM na
podlozi sa 50 g/L PEG-a. Interesantno, da su se genotipovi L-80 i LBM izdvojili kao
genotipovi sa 95% prezivljavanjem na podlozi sa 50 g/L PEG-a. Najbolje oZiljavanje na
istoj podlozi ostvarili su genotipovi L-80 i Villafranca - ¢ak 100%. Sagledavajuci
rezultate tretmana sa 50 g/L PEG, selekcionisani italijanski genotip Villafranca ostvario
je najveci procenat oziljavanja i visinu izbojka, najveci broj korenova prvog reda, dok

mu je duZina korena bila jedino manja od genotipa L-12.

Slika 5.3.1.1. Ispitivanje tolerantnosti genotipova prema susi u in vitro uslovima (foto:

V. Vuksanovic)
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Tabela 5.3.1.1.3. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za istrazivane morfoloske parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti

genotipova prema susi

. c (PEG)
Genotip @) VI (mm) BK DK (mm) PP (%) PO (%)
g
L-80 0 28,50 “erONT) 1 18 coeloh 29,10 Pedet 100 @ 100 *®
L-12 0 42,60 *° 1,30 34,80 ¢ 100 @ 100 @
LBM 0 33,70 ® 1,41 @ 21,80 %M 100 @ 100 @
LCM 0 31,10 %M 1,29 @ 24,30 °eet 100 @ 100 @
Villafranca 0 56,00 ° 1,29 @cd 24,70 °oet 100 @ 100 @
L-80 1 29,80 dfon 1,12 ©fon 37,80 ® 95 ® 100 @
L-12 1 32,80 * 1,13 ©fon 34,00 P 100 @ 100 @
LBM 1 32,10 *® 1,27 @bedef 21,00 ©f 100 *® 100 @
LCM 1 35,80 “ 1,32 *° 20,80 ©™ 95 @ 100 *®
Villafranca 1 44,90 ° 1,35 ® 18,70 ™ 100 *® 100 *®
L-80 10 22,50 Nk 1,06 9 24,60 95 @ 100 *®
L-12 10 31,20 % 1,11 fo 34,50 P 100 @ 100 @
LBM 10 27,30 °fon 1,23 beoefy 24,00 °eet 95 ® 100 @
LCM 10 24,10 o 1,17 coefon 26,70 beoel 80 ° 100 @
Villafranca 10 4530 ° 1,26 beoef 27,00 beoel 95 ® 100 @
L-80 20 21,40 " 0,97 * 21,00 % 95 98 ®
L-12 20 23,60 9K 0,97 * 31,40 Pedef 95 100 @
LBM 20 23,00 Mk 1,16 %o 22,70 °o¢t 95 100 @
LCM 20 22,60 Mk 1,01 Mk 23,10 cef 80 ° 100 @
Villafranca 20 35,30 1,28 abcce 28,50 bedel 89 ° 100 @
L-80 50 18,90 ™ 0,96 25,60 Pbedero 95 ® 100 @
L-12 50 12,60 0,66 ' 47,50 @ 76 ° 96
LBM 50 16,40 ¥ 0,84 ¥ 13,20 ¢ 95 ® 86 °©
LCM 50 16,40 ¥ 0,69 ' 13,10 ¢ 88 ° 71 ¢
Villafranca 50 30,00 %" 1,00 " 32,80 "o 80 ° 100 @

Legenda: ’ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti
0=0,05, skracenice u tabeli: VI - visina izbojka, BK - broj korenova prvog reda, DK — duzina najduzeg

korena, PP- procenat prezivijavanja eksplantanata, PO — procenat oZiljavanja eksplantanata

5.3.2 Rezultati parametara biomase
Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse nakon kultivacije pet genotipova bele

topole pokazali su da su samo primenjeni tretmani faktora podloga statisticki zna¢ajno

uticali na istrazivane parametre biomase. Genotip, kao izvor variranja, ispoljio je
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statisticki znacajnu razliku samo kod sveze i suve mase izbojaka, dok interakcija, koja
opisuje razlike u reakciji genotipova na istrazivane podloge, nije imala statisticki

znacajan uticaj ni na jedan od istrazivanih parametara biomase (Tabela 5.3.2.1.).

Tabela 5.3.2.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za istrazivane parametre

biomase u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema susi ¥

F-test
Svojstvo Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B

Sveza masa izbojaka (g) 3,281 V7 9,704 0,655
Suva masa izbojaka (g) 3113 © 4,056 0,960
Sveza masa korena (g) 1,694 3,226 0,948

Suva masa korena (g) 1,847 4280 7 1,487
Sadrzaj vlage u izbojku 0,540 12,670 7 0,510
Odnos suve mase korena i izbojka 1,606 4293 7 1,567

Legenda: ® Stepeni slobode za genotip: dfs = 4; stepeni slobode za tretman dfs = 4; stepeni slobode za

interakciju AxB: dfaxg = 16; stepeni slobode za pogresku dferg = 50 i stepeni slobode totala dfy = 74. 2"

- Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; - Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,01

Prema rezultatima testa najmanje znacajne razlike postoji znacajna razlika u
reakciji istrazivanih parametara biomase izmedu podloga u kojima je primenjena
koncentracija polietilen glikola bila 50 g/L u odnosu na kontrolnu podlogu. Ovaj efekat
je jasan kako na nivou totala podloga, tako i kod podloga unutar pojedinih genotipova
(Tabela 5.3.2.2., Grafikon 5.3.2.1.b). Najvise sveze mase izbojaka ostvarili su
genotipovi L-80 i L-12 koji su nasuprot visokim vrednostima za svezu masu izbojaka
imali znaCajno nize vrednosti za visinu izbojaka u odnosu na genotip Villafranca
(Grafikon 5.3.2.1.a.). Takode, kod ovih genotipova (L-12 i L-80) zabelezeno je najvise
suve mase izbojaka. Prose¢na vrednost sveze mase korenova bila je u rasponu od 0,083

g (Villafranca) do 1,139 g (L-80) (Grafikon 5.3.2.2.a.).

Znacajna statisticka razlika kod sveze biomase izbojka i sadrzaja vlage u izbojku
dobijena je pri koncentracijama PEG-a od 20 i 50 g/L kako u odnosu na kontrolnu
podlogu tako i u odnosu na ostale primenjenje koncentracije (1 g/L i 10 g/L PEG-a), gde
su ove dve primenjene koncentracije opet ispoljile najjaci uticaj na pomenuto svojstvo u

odnosu na kontrolu.
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Primenjena koncentracija od 50 g/L polietilen glikola je i kod parametara
biomase omogucila najbolju diferencijajciju genotipova. Primenom testa najmanje
znaCajne razlike uoCene su statistiCki znaCajne razlike u sveZzoj masi izbojaka na
pomenutoj podlozi. Prema ovim rezultatima iz Tabele 5.3.2.1. moze se videti da su
najvise biomase izbojka imali genotipovi L-80 i L-12 (0,385 g i 0,326 g) u odnosu na
genotipove LCM i LBM (0,143 g 1 0,199 g). Smanjenje biomase izbojka na podlozi sa
naviSom koncentracijom PEG-a u odnosu na kontrolu je bilo najveée kod genotipa LCM
(72%).

Kod svih istrazivanih genotipova zabeleZeno je blago povecanje sveze mase
izbojaka pri koncentraciji od 1 g/L polietilen glikola. Takode, uoceno je blago

poveéanje vrednosti na pomenutom tretmanu i kod ostalih istrazivanih parametara

biomase.
0,50 0,60
0,40 0.50
0,40
0,30 0,30
0,20 0,20
0,10 0,10
0,00
0,00
«
i Sveza masa izbojaka (g) i Sveza masa izbojaka (g)
) 1 Suva masa izbojaka (g) b) 1 Suva masa izbojaka (g)
a

Grafikon 5.3.2.1. Sveza i suva masa izbojaka @) Prose¢ne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) prose¢ne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05
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i1 Suva masa korena (g)

Grafikon 5.3.2.2. Sveza i suva masa korena a) ProseCne vrednosti istraZivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05
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Grafikon 5.3.2.3. Sadrzaj vlage u izbojku i odnos suve mase korena i izbojka a)

Posecne vrednosti istrazivanih genotipova; b) prosecne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

91



Vanja Vuksanovié¢ Doktorska disertacija

Tabela 5.3.2.2. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip x
podloga za istrazivane parametre biomase u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova

prema susi

Genotip CE;/EL(;) SVMI(g) SUMI(g) SVMK (g) SUMK (g) SvI OSUM
L-80 0 0,50 %9 0,06 % 0,09 * 0,01 ¢ 0,88 ¢ 0,15 °
L-12 0 0,56 * 0,07 @ 0,11 0,01 ¢ 0,88 ® 0,16 °
LBM 0 0,28 %M 0,04 " 0,08 ™ 0,01 ¢ 0,87 % 026 ¢
LCM 0 0,51 < 0,07 *° 0,15 P 0,02 b g7 ® 025 ¢

Villafranca 0 0,37 c*fd 003 © 0,08 0,01 ® 091 ° 0,27 °
L-80 1 0,56 ® 0,07 ® 0,16 ** 0,01 b g7 ®® 020 ¢
L-12 1 0,58 ° 0,07 ¢ 0,13 P 0,02 > 088 ** 0,26 °
LBM 1 0,49 ®c® 07 ®¢ 013 P« 0,02 b g7 < g21 ¢
LCM 1 0,42 ekt g7 o° 0,09 P 0,01 ¢ 0,83 P 013 ¢

Villafranca 1 0,36 ®c®f g5 @< o 0,01 ¢ 0,88 @@ 0,16 °
L-80 10 0,44 <t 007 ® 0,15 " 0,02 " (g4 Peefo 2o d
L-12 10 0,54 ¢ 0,08 ° 021 ® 0,04 ® 0,85 P 48 b
LBM 10 0,37 c®fa g7 @0 028 ? 0,03 @ 0,82 ®f0 0,43
LCM 10 0,26 ®f 0,04 "% 0,10 "™ 0,02 b g5 e 37 @

Villafranca 10 0,32 beefo g5 e 17 bed 0,01 b .83 " 028 ¢
L-80 20 0,30 °' 0,05 % 015 ®¢ 001 “* 081 " 0,29 °
L-12 20 0,14 ¢ 0,03 © 0,06 0,03 ® 0,82 1,19 ®
LBM 20 0,17 ¢ 0,03 o 0,11 P 0,01 * 0,81 ¢ 0,40
LCM 20 0,14 ¢ 0,02 © 0,05 0,01 °© 0,82 ©1 0,44

Villafranca 20 022 ™ 0,04 "% 0,08 "™ 0,03 ®¢ (g2 9 gp **°
L-80 50 0,38 c*fa g7 * 0,14 P 0,02 > 081 " 0,23 ¢
L-12 50 0,33 c®fs g7 @4 005 « 0,01 © 0,80 ¢ 0,19 °
LBM 50 0,20 " 0,03 o 0,07 « 0,01 ® 0,83 ¢ 101 ®
LCM 50 0,14 ¢ 0,03 * 0,03 ¢ 0,00 ® 0,80 ¢ 0,15 ¢

Villafranca 50 0,25 ©1 0,05 % 0,09 " 0,01 ® 0,80 ¢ 0,24 ¢

Legenda: ~ Razlika izmedu vrednosti obeleZenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti
0=0,05, skracenice u tabeli: SVMI-sveza masa izbojaka, SUMI-suva masa izbojaka, SVMK-sveza masa
korenova, SUMK-suva masa korenova, SVI-sadzaj viage u izbojku i OSUM-odnos suve mase korena i

izbojka

92



Vanja Vuksanovié¢ Doktorska disertacija

5.3.3 Rezultati sadrzaja fotosinteti¢kih pigmenata
Prema rezultatima dvofaktorijalne analize varijanse prikazanih u Tabeli 5.3.3.1.

moze se videti da je efekat suSe izazvan sa PEG-om na variranje sadrzaja fotosinteti¢kih
pigmenata bio statisti¢ki znacajan. Interakcija genotip x podloga ispoljila je statisticki
znaCajan uticaj na sadrzaj hlorofila a i hlorofila a+b. Takode se i uticaj genotipa kao
istrazivanog faktora pokazao statisticki znacajnim kod svih fotosintetickih parametara

izuzev kod odnosa hlorofila a/b.

Tabela 5.3.3.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za merene parametre
sadrzaja fotosinteti¢kih pigmenata u ogledu istraZivanja tolerantnosti genotipova prema

reakciji podloge ¥

F-test
Svojstvo Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B
Hlorofil a (mg/g SVM) 542 V7 61,03 2,08
Hlorofil b (mg/g SVM) 414 ™~ 48,59 1,50
Karotenoidi (mg/g SVM) 2,56 27,36 1,57
Hlorofil a + b (mg/g SVM) 528 61,86 1,91 7
Hlorofil a/b 1,09 0,93 1,11

Legenda: @ Stepeni slobode za genotip: dfy = 4; stepeni slobode za tretman dfs = 4; stepeni slobode za
interakciju A xB: dfaxg = 16; stepeni slobode za pogresku dfegg = 50 i stepeni slobode totala dfy = 74. b)*

- Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; - Statisticki znacajan F-test za nivo =0,01

Primenjena koncetracija PEG-a od 1 mg/L nije statisticki zna¢ajno uticala na
sadrzaj fotosintetickih pigmenata u odnosu na kontrolni tretman, §to ukazuje na to da
ova primenjena koncetracija PEG-a nije bila dovoljna da izazove inhibitorni efekat
(Grafikon 5.3.3.1.b., 5.3.3.2.b. 1 5.3.3.3.b.). Takode, na osnovu NZR testa ima znacajne
razlike u reakciji istrazivanih genotipova na suSu izazvanu razicitim koncentracijama

polietilen glikola u podlozi (Grafikon 5.3.3.1.a., 5.3.3.2.a. 1 5.3.3.3.a.).

Na osnovu rezultata testa najmanje znacajne razlike prikazanih u Tabeli 5.3.3.2.
moze Se videti da sa povecanjem koncentracije polietilen glikola u podlozi za
oziljavanje dolazi do smanjenja vrednosti sadrzaja fotosintetickih pigmenata kod

istrazivanih genotipova bele topole.

Sadrzaj hlorofila a se drasti¢éno smanjio na podlozi sa 50 g/L polietilen glikola u
odnosu na kontrolnu podlogu (bez PEG-a). Genotip L-80 zabelezio je smanjenje ovog
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pigmenta za 68,97%, L-12 za 68,09%, LBM za 67,19%, LCM za 78,85%, dok je
genotip Villlafranca ostvario najmanji procenat smanjenja od 66,22% u odnosu na

kontrolnu podlogu.

Sadrzaj hlorofila b se nakon izlaganja pet genotipova bele topole polietilen
glikolu u koncentraciji od 50 g/L u kontrolisanim uslovima smanjio za 67,74% (L-80),
65,39% (L-12), 59,38% (LBM), 76,92% (LCM) i 65% kod genotipa Villafranca.

Genotip L-80 smanjio je sadrzaj karotenoida za 75,86%, L-12 za 77,78%, LBM
za 78,95%, genotip LCM za 85,90% a genotip Villafranca za 68,92% pri najvecoj

primenjenoj koncetraciji polietilen glikola u podlozi u odnosu na kontrolnu podlogu.

Sadrzaj hlorofila a+b pod uticajem razli¢itih koncetracija PEG 6000 se menjao u
opsegu od: 8,9-2,8 mg/g SVM (L-80), 7,3-2,4 mg/g SVM (L-12), 10,6-3,4 mg/g SVM
(LBM), 7,8-1,8 mg/g SVM (LCM) i 11,4-3,8 mg/g SVM (Villafranca).

5,00 7,00
6,00
4,00 5,00
3,00 4,00
3,00
2,00 2.00
1,00 1,00
0,00

0,00
1 ,‘b’ /‘b 7/

Q
& Yo

i Sadrzaj hlorofila a (mg/g SVM) i Sadrzaj hlorofila a (mg/g SVM)

) It Sadrzaj hlorofila b (mg/g SVM) b) 1 Sadrzaj hlorofila b (mg/g SVM)
a

Grafikon 5.3.3.1. Sadrzaj hlorofila a i hlorofila b @) Prosecne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) prose¢ne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05
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Grafikon 5.3.3.2. Sadrzaj karotenoida i hlorofila a+b a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05
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Grafikon 5.3.3.3. Odnos hlorofila a i b a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova;

b) prosecne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05
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Tabela 5.3.3.2. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip x
podloga za mereni sadrzaj fotosintetiCkih pigmenata u ogledu istrazivanja tolerantnosti

genotipova prema susi

Odnos
c(PEG) Hlorofil a Hlorofil b Karotenoidi  Hlorofil a+b
Genotip hlorofila
(g/L) (mg/g SVM)  (mg/g SVM) (mg/g SVM) (mg/g SVM)

aib

L-80 0 5,80 Pcde”) 3,10 ™ 0,87 acde 8,00 Pcce 1,90 °
L-12 0 4,70 ©M 2,60 bede 0,69 Pedef 7,30 ©1 1,80 °
LBM 0 7,10 ® 350 ® 1,14 @ 10,60 2,00 P
LCM 0 5,20 %f 2,60 Pede 0,78 @bcce 7,80 %M 2,00 P
Villafranca 0 7,40 @ 4,00 ® 0,93 11,40 @ 1,90 °
L-80 1 5,20 %f 2,70 Pede 0,77 Pedef 7,90 % 1,90 °
L-12 1 4,30 °fn 2,30 %f 0,63 defon 6,50 " 1,90 °
LBM 1 6,40 3,20 1,01 *° 9,60 2,00 °
LCM 1 5,60 3,10 b« 0,77 acde 8,60 bedef 1,80 °
Villafranca 1 6,00 ¢ 3,40 ® 1,05 ® 10,30 *° 2,00 °
L-80 10 4,30 °fn 2,20 % 0,62 defan 6,50 ™" 2,00 P
L-12 10 3,80 fon 2,20 °% 0,53 ©fon 5,90 9 1,70 °
LBM 10 2,90 Mk 1,40 o 0,41 fonik 4,40 2,20 P
LCM 10 5,20 %f 2,80 Pbede 0,62 defan 8,00 °Uer 1,80 °
Villafranca 10 4,60 °" 2,40 °%* 0,66 °*M 7,10 % 1,90 °
L-80 20 3,60 9 1,10 " 0,81 @bcce 4,80 "k 5,70 @
L-12 20 1,60 0,90 " 0,18 * 2,50 M 1,90 °
LBM 20 2,20 M 1,20 " 0,26 'k 3,30 M 1,90 °
LCM 20 2,50 M 1,40 0,30 9Nk 3,90 ™ 1,80 °
Villafranca 20 2,20 M 1,50 o 0,21 * 3,70 ™ 1,50 °
L-80 50 1,80 X 1,00 " 0,21 * 2,80 M 1,70 °
L-12 50 1,50 0,90 " 0,14 X 2,40 M 1,80 °
LBM 50 2,10 ¥ 1,30 " 0,24 * 340 M 1,70 °
LCM 50 1,10 ' 0,60 " 0,11 X 1,80 ' 1,80 °
Villafranca 50 2,50 1,40 0,29 Mk 3,80 ™M 1,80 °

Legenda: ’ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05

5.3.4 Rezultati biohemijskih parametara
Rezultati analize varijanse sa dva faktora prikazani u Tabeli 5.3.4.1. pokazuju da

su i genotip i podloga statisticki znacajno uticali na sve istrazivane biohemijske
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parametre, dok je interakcija genotip X podloga bila statisticki znac¢ajna samo kod

sadrzaja prolina i glicin betaina.

Tabela 5.3.4.1. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za istrazivane biohemijske

parametre u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema susi ®

F-test
Svojstvo Genotip (A) Podloga (B) Interakcija A x B
Ukupni fenoli (mg GAE/g SVM) 15,04 437 0,79
Ukupni flavonoidi (mg QE/g SVM) 515 7 46,56 1,75
FRAP (mg ASC/g SVM) 28,18 474 7 0,81
ABTS" (mM TE/g SVM) 26,74 7 14,29 0,65
DPPH" (mM TE/g SVM) 9,98 16,65 1,02
Prolin (uM PRO/g SUM) 256,35 264,10 11,87
Glicin betain (mg GB/g SUM) 24,40 97,55 842

Legenda: ® Stepeni slobode za genotip: dfy = 4; stepeni slobode za tretman dfs = 4; stepeni slobode za
interakciju A xB: dfaxg = 16; stepeni slobode za pogresku dfegg = 50 i stepeni slobode totala dfy = 74. b)*

- Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,05; "~ - Statisticki znacajan F-test za nivo a=0,01

5.3.4.1 Rezultati sadrzaja ukupnih fenola
Sagledavaju¢i rezulatat prikazane u Tabeli 5.3.4.1.1. moze se videti da je

statisticki znacajan uticaj na sadrzaj fenola u suvoj masi izbojka imao i genotip i
podloga. Intrakcija koja opisuje razlike u reakcijama genotip x podloga nije bila

statisti¢ki znaCajna za ovaj istrazivani parametar oksidativnog stresa.

Sadrzaj ukupnih fenola se povecavao sa povecanjem koncentracije polietilen
glikola u podlozi (Grafikon 5.3.4.1.1.b.). Vrednosti za sadrzaj ukupnih fenola na
kontrolnoj podlozi iznosile su od 2 mM GAE/g SUM (L-80) do 4,7 mM GAE/g SUM
(LCM). Najveéi porast sadrzaja ukupnih fenola zabelezen je na podlozi u kojoj je
dodato 50 g/L PEG-a, te je ova podloga posluzila za bolje tumacenje tolerantnosti
genotipova bele topole na uticaj suSe izazvane dodavanjem polietilen glikola. Na
najjatem primenjenom tretmanu suSe najmanji sadrzaj ukupnih fenola ostvario je
genotip L-80 (3,3 mM GAE/g SUM). Genotip sa najve¢im sadrzajem ukupnih fenola pri
najveem testiranom stresu suse ostvario je genotip LBM 1 ova razlika jeste bila
statisticki znacajna (Grafikon 5.3.4.1.1.a). Genotipovi LCM i LBM postigli su najvise
vrednosti za sadrzaj ukupnih fenola pri najviSem ispitivanom nivou suse. Takode, na

osnovu testa najmanje znacajne razlike moze se videti da su se i ostale primenjene
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koncentracije (10 i 20 g/L PEG-a) statisti¢ki znacajno razlikovale u odnosu na kontrolnu

podlogu u sadrzaju ukupnih fenola.
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i Ukupni fenoli (mg GAE/g SUM) # Ukupni fenoli (mg GAE/g SUM)
a) b)

Grafikon 5.3.4.1.1. Sadrzaj ukupnih fenola a) Prosetne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Tabela 5.3.4.1.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za izmereni sadrzaj ukupnih fenola u ogledu istrazivanja tolerantnosti

genotipova prema susi

Sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/g SUM)

Genotip
c(PEG) (g/L)

L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 2,0 17%) 30 ij 3,7 efghij 4,7 cdefghi 3,4 fghij
1 2’9 ij 2’9 j 5,6 bedef 4,7 cdefghi 3’9 defghij
10 2’9 ij 2’9 j 5’9 bcde 5,9 abcd 4’2 cdefghij
20 3’1 hij 3’1 hij 7’0 ab 6,1 abc 4’3 cdefghi
50 3,3 ghij 5,2 bcdefgh 8,1 a 5’4 bedefg 4’4 cdefghi

Legenda:’ Razlika izmedu vrednosti obeleZenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05
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5.3.4.2 Rezultati sadrzaja ukupnih flavonoida
Sadrzaj ukupnih flavonoida po jedinici suve mase izbojaka istrazivanih

genotipova bele topole je proporcionalno opadao sa povecanjem sadrzaja polietilen
glikola u podlozi (Tabela 5.3.4.2.1.). Najvise flavonoida zabelezili su genotipovi L-80 i
Villafranca (oko 6 mg QE/g SUM), a najmanji sadrzaj ukupnih flavonoida izmeren je
kod genotipova LCM i L-12 (priblizno 5 mg QE/g SUM) (Grafikon 5.3.4.2.1.a.). 1z
Grafikona 5.3.4.2.1.b. moze se videti da je i kod ovog istrazivanog parametra
najistaknutija razlika izmedu istrazivanih genotipova bila kod najviSeg testiranog nivoa
suse u in vitro uslovima. Upravo na ovoj podlozi (50 g/L PEG) se izdvajaju genotipovi
L-80 i Villafranca kao genotipovi sa najvisim sadrzajem ukupnih flavonoida, dok se kao
genotipovi sa najmanjim sadrzajem izdvajaju LCM, LBM i L-12. Procentualno najvece
smanjenje flavonoida ostavario je genotip LBM (80%), a najmanje smanjenje sadzaja
ukupnih flavonoida izazvano stresom suSe zabelezeno je kod genotipa Villafranca

(35%) u odnosu na kontrolnu podlogu.
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Grafikon 5.3.4.2.1. Sadrzaj ukupnih flavonoida a) Prosecne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05
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Tabela 5.3.4.2.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za izmereni sadrzaj ukupnih flavonoida u ogledu istrazivanja tolerantnosti

genotipova prema susi

Sadrzaj ukupnih flavonoida (mg QE/g SUM)

Genotip
c(PEG) (g/L)
L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 8,8 ab *) 6,8 bcde 10,6 a 7’3 bed 6,7 bedef
l 7,1 bed 6,9 bcde 8,5 bc 7’9 bc 8,1 bc
10 6,4 cdefg 4,8 efghi 5’3 defgh 473 hi 770 bed
20 4,6 ™o 35 ™ 4,4 4,1 " 4,4
50 39 " 1,8 * 2,9 0,8 “ 4,2 "

Legenda: ) Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05

5.3.4.3 Rezultati FRAP testa
Rezultati NZR testa potvrdili su statisticki znaCajan uticaj primenjenih

koncentracija PEG 6000 u podlozi i istrazivanih genotipova.

Tokom 1zlaganja genotipova bele topole razli¢itim koncentracijama polietilen
glikola doslo je do povecéanja redukcionog kapaciteta u odnosu na kontrolnu podlogu
(Grafikon 5.3.4.3.1.h.). Porast koncentracije polietilen glikola u podlozi za oziljavanje
doveo je do porasta redukcione sposobnosti kod svih istrazivanih genotipova bele
topole. Najveci redukcioni kapacitet postigli su LBM i LCM (Grafikon 5.3.4.3.1.a.). Pri
tretmanu PEG 6000 koncentracije 50 g/L, najveci redukcioni kapacitet izmeren je kod
genotipova LBM i LCM, dok je najmanji redukcioni kapacitet izmeren kod genotipa L-
80 (Tabela 5.3.4.3.1.).

Genotip L-12 pod uticajem koncentracije od 50 g/L PEG-a u podlozi pokazao je
povecanje redukcione sposobnosti za 75,65%, genotip LBM za 58,97%, genotip LCM
za 34%, genotip L-80 za 16,09% a genotip Villafranca za 5,49% u odnosu na kontrolnu
podlogu (bez PEG-a 6000).
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Grafikon 5.3.4.3.1. Rezultati FRAP testa a) prose¢ne vrednosti istrazivanih genotipova;

b) prosecne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Tabela 5.3.4.3.1. Rezultati testa najmanje znac¢ajne razlike na nivou interakcije genotip

x podloga za FRAP test u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema susi

FRAP test (mg ASC/g SUM)

Genotip
¢(PEG) (g/L)
L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 16,2 9 115" 23,4 coefo 23,1 cdefo 18,2 efon
1 18,1 ¢ 135 M 25,5 bede 27,4 P 18,1 fon
10 18,1 ¢ 159 M 25,1 beder 99 4 be 20,2 defon
20 18,4 ¢ 151 M 30,0 *° 309 ® 19,5 ©fn
50 18,8 °fni  pg o defon 372 @ 310 ® 19,2 ©fn

Legenda:’ Razlika izmedu vrednosti obeleZenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05
5.3.4.4 Rezultati DPPH testa

Na osnovu dobijenih rezultata za istrazivani biohemijski parametar sposobnost
neutralizacije DPPH" radikala moZe se zakljuciti da je statisticki znaCajan uticaj na
pomenuti parametar imao i genotip i podloga. Interakcija genotip X podloga nije

pokazala znacajan uticaj.
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Test najmanje znacajne razlike je potvrdio statisticki znacajan uticaj primenjenih
koncentracija PEG 6000 i istrazivanih genotipova na sposobnost neutralizacije DPPH"
radikala izrazen u % RSC (Tabela 5.3.4.4.1.)

Vrednosti za DPPH test na kontrolnoj podlozi kretale su se u rasponu od 34,2%
(Villafranca) do 53,9% (LCM). Pri stresu izazvanom dodavanjem 50 g/L PEG 6000,
antioksidativna aktivnost je rasla posebno kod genotipa LBM gde se izmerena vrednost
DPPH testa na kraju istrazivanja povecala ¢ak 2,5 puta u odnosu na kontrolu. Najmanje
povecanje antioksidativne aktivnosti merene DPPH testom pri najviSoj testiranoj

koncentraciji polietilen glikola u podlozi (50 g/L) zabelezio je genotip L-12.

Prema rezultatima NZR testa moZe se zakljuciti da se genotip LCM izdvaja kao
genotip sa najve¢om sposobno$éu neutralizacije DPPH" radikala, dok su na istom nivou
najmanju antioksidativnu aktivnost pokazali genotipovi L-80, L-12 i Villafranca
(Grafikon 5.3.4.4.1.a.). Takode, koncentracija polietilen glikola od 50 g/L u podlozi za
oziljavanje zabelezila je najveci procenat antioksidativne aktivnosti kako u odnosu na
kontrolu tako i u odnosu na ostale istrazivane podloge. Koncentracije PEG 6000 od 1 i
10 g/L nisu se medusobno statisticki znacajno razlikovale u % RSC za DPPH test, ali su
bile dovoljne da ostvare znacajan efekat u odnosu na kontrolni tretman (Grafikon

5.3.4.4.1b.).

80,0 80,0
70,0 70,0
60.0 60,0
50,0 50,0
400 40,0
20,0 30,0
00
10,0 0:0
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) = DPPH-test (RSC%) ) i DPPH-test (RSC%)
a

Grafikon 5.3.4.4.1. Rezultati DPPH testa a) Prosetne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) prose¢ne vrednosti za istrazivane podloge
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Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Tabela 5.3.4.4.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip

x podloga za DPPH test u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema susi

DPPH test (RSC %)

Genotip
c(PEG) (g/L)
L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 37,3 "9 44,8 ™" 344 " 53,9 % 342 "
1 46,0 " 47,6 °fn 57,1 oo 66,2 " 55,4 %
10 47,3 °n 48,4 °" 52,3 %M 64,4 bede 54,8 %f
20 50,9 dfon 49,6 %fn 73,4 ¢ 775 ® 56,1 %f
50 60,7 Pbede 63,5 P 85,7 ¢ 83,9 *° 60,9 bede

Legenda: ) Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05

5.3.4.5 Rezultati ABTS testa
Statisticki znacajna razlika se moze uociti izmedu kontrolne podloge i najvise

primenjenje koncentracije polietilen glikola u podlozi za oziljavanje, te je najbolja
diferencijacija genotipova dobijena na podlozi sa 50 g/L PEG-a (Grafikon 5.3.4.5.1.b.).

Koncentracija PEG-a od 50 g/L najvise je povecala sposobost neutralizacije
ABTS" radikala kod genotipa LBM u odnosu na kontrolnu podlogu. Kod genotipa LCM
pri koncetraciji 50 g/L PEG-a u odnosu na kontrolnu podlogu zabeleZeno je najmanje
povecanje. Posmatraja¢i samo rezulate dobijene na podlozi sa 50 g/L polietilen glikola
moze se Videti da je pri ovom tretmanu statisticki zna¢ajno manji procenat sposobnosti
neutralizacije ABTS" radikala ostvario genotip L-80 u odnosu na ostale istrazivane
genotipove (Tabela 5.3.4.5.1.).
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Grafikon 5.3.4.5.1. Rezultati ABTS testa a) ProseCne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Tabela 5.3.4.5.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip

x podloga za ABTS test u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema susi

ABTS (RSC %)

Genotip
¢(PEG) (g/L)

L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 30,7 ' 395 ™ 43,5 " 50,6 %" 442 "
1 36,7 " 39,9 9 55,8 Pede 57,4 P 53,4 o
10 37,4 hij 47,7 efgh 56,5 becde 57,9 bcde 54]2 bedef
20 375 M 47,8 64,9 ® 62,8 ¢ 54,3 bedef
50 44,7 o 58,4 P 713 @ 63,8 *° 59,4 b

Legenda: ~ Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05
5.3.4.6 Rezultati sadrzaja prolina

Interakcija, koja opisuje razlike u reakciji genotipova na istrazivane podloge,
pokazala je statisticki zna€ajan uticaj na sadrzaj prolina izrazenog u uM po gramu suve
mase izbojaka. Uticaj razlike istrazivanih genotipova i podloga na sadrzaj prolina

takode se pokazao statisti¢ki znacajnim.
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# Prolin (UM PRO/g SUM) i Prolin (uM PRO/g SUM)
a) b)

Grafikon 5.3.4.6.1. Rezultati sadrzaja prolina a) Proseéne vrednosti istraZivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge
Legenda: Slova na vrhu stubic¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou 0=0,05

Grafikon 5.3.4.6.1.a. pokazuje da su statisticki znacajno reagovali genotipovi
Villafranca i L-80. Genotip Villafranca izdvaja se kao genotip koji je ostvario najveci
sadrzaj prolina (6,1 uM) dok se genotip L-80 izdvojio kao genotip sa najmanjim
sadrzajem prolina (2,1 pM) suve mase izbojaka. Takode, moze se videti da se
genotipovi L-12, LBM i LCM nisu puno razlikovali u sadrzaju prolina nakon kultivacije
u kontrolisanim uslovima. Na osnovu prikazanih rezultata na Grafikonu 5.3.4.6.1.b.
moze se Videti da se koli¢ina prolina povecavala pod uticajem razli¢itih koncentracija
PEG-a. Svaka primenjena koncentracija PEG-a se statisticki znacajno razlikovala u
odnosu na kontrolnu podlogu pri ¢emu je na koncentraciji od 50 g/L polietilen glikola

zabeleZen najveci porast sadrzaja prolina u izbojcima istrazivanih genotipova.

U Tabeli 5.3.4.6.1. su prikazani rezultati istrazivanja uticaja polietilen glikola na
koli¢inu prolina kod istraZivanih genotipova bele topole. Koli¢ina prolina u kontrolama
je iznosila: 0,5 uM/g (L-80), 1,0 pM/g (LCM), 1,3 uM/g (LBM), 1,5 uM/g (L-12) i 4,1
uM/g (Villafranca). Najve¢i sadrzaj prolina na najviSoj testiranoj koncentraciji PEG-a
(50 g/L) izmeren je kod genotipa Villafranca (9,1 pM/g) dok je najvece povecanje
sadrzaja prolina na ovoj koncetraciji u odnosu na kontrolnu podlogu zabelezio genotip

L-80.
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Tabela 5.3.4.6.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip

x podloga za sadrzaj prolina u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema susi

Sadrzaj prolina (uM/g SUM)

Genotip
c(PEG) (g/L)
L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 05 ™ 15" 1,3 " 1,0 m 4,1 fn
1 06 ™ 23 X 2,6 1,5 47
10 2,9 X 3,8 o 2,8 K 2,6 K 55 ¢
20 2,4 X 33" 36 M 5,0 % 73°
50 43 43 ™ 4,1 " 6,3 ¢ 9,1 °

Legenda: ) Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

00,05

5.3.4.7 Rezultati sadrzaja glicin betaina

Prema rezultatima dvofaktorijalne analize varijanse moze se videti da je

statisticki znacajan uticaj na sadrzaj glicin betaina izraZen u mg/g suve biljne mase imao

I genotip i primenjenje koncentracije PEG-a u podlozi kao i interakcija genotip x

podloga.
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Grafikon 5.3.4.7.1. Rezultati sadrzaja glicin betaina a) Prose¢ne vrednosti istrazivanih

genotipova; b) proseéne vrednosti za istrazivane podloge

Legenda: Slova na vrhu stubi¢a su dobijena na osnovu NZR testa gde izmedu tretmana sa istim slovom

razlike nisu statisticki znacajne na nivou a=0,05
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Tabela 5.3.4.7.1. Rezultati testa najmanje znacajne razlike na nivou interakcije genotip
x podloga za sadrzaj glicin betaina u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova prema

susi

Sadrzaj glycine betaine (mg/g SUM)

Genotip
c(PEG) (g/L)

L-80 L-12 LBM LCM Villafranca
0 57,1 9 1009 ™" 109,8 ©" 66,3 o 29,7 "
1 64,9 " 111,1 ©fn 132,1 ©fn 49,5 o 62,1 o
10 288,0 ™ 733,4 ® 275,8 “ 211,8 % 243,8 °*
20 213,9 % 163,3 M 168,6 M 1224 ©fn 712
50 647,0 ° 779,2 ® 822,5 2 179,7 %M 358,9 ¢

Legenda: ) Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisticki znacajna za nivo znacajnosti

a=0,05

Na osnovu prikazanih rezultata u Tabeli 5.3.4.7.1. moze se videti da se sadrzaj
glicin betaina na koncetraciji polietilen glikola od 1 g/L nije znacajno razlikovao od
kontrolne podloge. Takode, ista tabela pokazuje da je pri koncetraciji PEG-a od 20 g/L
doslo do pada sadrzaja glicin betaina u odnosu na sadrzaj izmeren pri koncentraciji od
10 g/L. Koncentracija od 50 g/L PEG-a je izazvala najvece povecanje sadrzaja glicin
betaina u istrazivanim genotipovima bele topole u odnosu na kontrolu. Na ovoj
koncentraciji najve¢i sadrzaj glicin betaina nakon gajenja u kontrolisanim uslovima
postigli su genotipovi L-12, L-80 i LBM, dok je najmanji sadrzaj zabelezio genotip
LCM. Sadrzaj glicin betaina je u ekstraktima genotipova bele topole koji su rasli na
kontrolnoj podlozi (bez dodavanja PEG-a 6000) varirao u opsegu vrednosti od 29,7
(Villafranca) do 109,8 (LBM), dok je u ekstraktima genotipova raslih na podlozi sa
najviSom primenjenom koncentracijom PEG-a 6000 vrednosti varirale od 179,7 (LCM)
do 882,5 (L-12).
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5.3.5 Korelaciona analiza
Na osnovu rezultata korelacione analize (Tabela 5.3.5.1.) moze se zakljuditi da

postoji jaka korelacija izmedu visine izbojka, broja korenova prvog reda, procenta
prezivljavanja 1 procenta oziljavanja. Sveza masa izbojka pokazala je statisticki
znacajnu negativnu korelaciju sa ve¢inom istrazivanih biohemijskih parametara (ukupni
fenoli, FRAP, ABTS, DPPH i prolin), dok je sa sadrzajem ukupnih flavonoida bila u
pozitivnoj korelaciji. Sadrzaj hlorofila a ispoljio je statisticki znacajno visok stepen
pozitivne korelacije sa hlorofilom b, karotenoidima i hlorofilom a+b kao i sa ukupnim
sadrzajem flavonoida. Sadrzaj ukupnih fenola bio je u negativnoj korelaciji samo sa
sadrzajem ukupnih flavonoida dok je pozitivnha korelacija ostvarena sa ostalim
biohemijskim parametrima, sa druge strane sadrzaj flavonoida je pokazao statisti¢ki
znaCajno negativnu korelaciju sa svim istrazivanim biohemijskim parametrima.
Vrednosti za FRAP test su bile u pozitivnoj korelaciji sa vrednostima za ABTS i DPPH
test. Visoka povezanost utvrdena je izmedu sadrzaja prolina i oba antioksidantna

parametra (DPPH i ABTS).

108



Vanja Vuksanovic¢

Doktorska disertacija

Tabela 5.3.5.1. Koeficijenti korelacije i znacaj z-testa za istrazivana svojstva u ogledu istrazivanja tolerantnosti genotipova susi °

)

VI BK DK PP PO SVMI SUMI SVMK SUMK SVI OSUM Chla Chlb Car a+b a/b Fen. Flav. FRAP ABTS DPPH PRO
BK 0.8
DK 00 -01
PP 05 06 -03
PO 04 06 04 0.2
SVMI 04 04 04 06 04
SUMml 00 01 04 03 03 038
SVMK 00 03 01 04 04 05 0.6
SUMK -01 01 03 01 03 01 0.3 0.6
Svi 07 07 01 06 04 07 0.2 0.1 -0.1
OoSsumMm -02 -0.2 -01 -01 -01 -05 -05 -0.1 05 -03
Chla 07 08 -01 05 04 05 0.2 0.1 -03 09 -05
Chib 08 08 -01 05 04 06 0.2 0.0 -03 09 -04 10
Car 06 07 -01 06 04 06 0.2 0.1 -03 08 -05 10 09
a+b 07 08 -01 05 04 05 0.2 0.1 -03 09 -04 10 10 09
ab -01 -01 -02 01 0.0 00 0.0 0.2 00 01 -01 00 -02 02 00
Fen. -04 -02 -04 -04 -04 -06 -04 -0.2 -01 -04 03 -03 -03 -04 -03 -0.2
Flav.. 0.6 08 -01 07 06 0.6 0.3 0.2 -01 08 -04 09 09 09 09 00 -04
FRAP -04 -02 -06 -03 -05 -06 -05 -0.2 -03 -04 02 -02 -02 -03 -02 -01 09 -03
ABTS -03 -03 -04 -05 -04 -06 -05 -0.3 -01 -06 03 -04 -04 -05 -04 -03 09 -05 08
DPPH -06 -06 -04 -05 -06 -06 -0.3 -0.3 -02 -0v 02 -06 -06 -06 -06 -0.1 08 -07 08 0.9
PRO 00 -03 -01 -05 -03 -06 -04 -0.3 060 -05 02 -05 -05 -06 -05 -02 03 -06 01 0.5 0.4
GB -05 -06 02 -03 -02 -01 0.2 0.1 02 05 02 -05 -05 -05 -05 -01 03 -05 01 0.3 04 03

Legenda: Skraéenice u tabeli: VI- visina izbojka; BK- broj korenova prvog reda; DK- duzina najduzeg korena; PP- procenat prezivelih eksplantanata; PO- procenat
oziljenih eksplantanata; SVMI- sveza masa izbojaka; SUMI- suva masa izbojaka; SVMK- sveza masa korenova; SUMK- suva masa korenova; SVI- sadrzaj viage u
izbojku; OSUM- odnos suve mase korena i izbojka; Chla- hlorofil a; Chlb- hlorofil b; Car- karotenoidi; a+b- hlorofil a+b; a/b- odnos hlorofila a i b; Fen.- sadrzaj
ukupnih fenola; Flav.- sadrzaj ukupnih flavonoida; FRAP- redukciona sposobnost ekstrakta; ABTS- sposobnost neutralizacije ABTS" radikala; DPPH- sposobnost
neutralizacije DPPH" radikala; PRO- sadrzaj prolina; GB- sadrzaj glicin betaina
?) Podebljani brojevi predstavljalju koeficijente korelacije koji se znacajno razlikuju ((p>0,05)
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5.3.6 Analiza glavnih komponenti (PCA)
Prema analizi glavnih komponenti, prve dve glavne komponente opisuju 61,48%

od ukupne varijabilnosti §to je prikazano na Grafikonu 5.3.6.1. Najjasnije je grupisanje
fotosintetickih parametara, izuzev odnosa hlorofila a/b, sa brojem korena, sadrzajem
flavonoida i visinom i svezom masom izbojka, a sa njima je u negativnoj korelaciji
sadrzaj glicin betaina. Biohemijski parametri DPPH, ABTS, FRAP i sadrzaj ukupnih
fenola c¢ine posebnu grupu koja sa prethodnom nije korelisana, ali je u negativnoj

korelaciji sa ve¢inom morfoloskih i parametara biomase.
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Factor 2 : 16,46%
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Grafikon 5.3.6.1. Analiza glavnih komponenti

Legenda: skracenice na grafikonu: VI (visina izbojka), BK (broj korenova prvog reda), DNK (duzina
najduzeg korena), PP (procenat prezivijavanja), PO (procenat oZiljavanja), SVMI (sveza masa izbojka),
SUMI (suva masa izbojka), SVMK (sveza masa korena, SUMK (suva masa korena), SVI (sadrzaj vlage u
izbojku), OSUM (odnos suve mase korena i izbojka), Chla (sadrzaj hlorofila a), Chilb (sadrzaj hlorofila
b), Car (sadrzaj karotenoida), Chl a+b (sadrzaj hlorofila a+b), Chl a/b (odnos hlorofila a i b), Fen.
(sadrzaj fenola), Flav. (sadrzaj ukupnih flavonoida), FRAP, ABTS, DPPH, PRO (sadrzaj prolina), GB

(sadrzaj glicin betaina).

Na osnovu rezultata prve dve glavne komponente za istrazivane interakcije
genotip X podloga, jasnije je grupisanje navedenih tretmana po istraZzivanim podlogama
i to od S4 podloge na negativnoj, a kontrolne podloge na pozitivnoj strani prve glavne
komponente (Grafikon 5.3.6.2.).
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Slika 5.3.6.2. Analiza glavnih komponenti

Legenda: Skracenice na grafikonu: K (kontrola 0 g/L PEG 6000); S1 (podloga sa 1 g/L PEG 6000); S2
(podloga sa 10 g/L PEG 6000); S3 (podloga sa 20 g/L PEG 6000); S4 (podloga sa 50 g/L).
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6 DISKUSIJA

6.1 Tolerantnost istrazivanih genotipova prema reakciji podloge

Kiselost zemljista je jedan od vodecih problema u svetu koji u znacajnoj meri
dovodi do smanjenja produktivnosti biljaka (Kastori i Milosevi¢, 2011). U dosadasnjim
istrazivanjima naucnici su najviSe paznje poklanjali istrazivanju toksi¢nosti
aluminujuma na niskoj pH, dok se samo mali broj istraziva¢a bavio uticajem same
kisele reakcije podloge u kontrolisanim uslovima. Nizak pH moze negativno uticati na
rast, razvoj i na kraju na produktivnost biljaka (Kastori i Milosevi¢, 2011). Pojedine
biljne vrste razvile su posebne mehanizme tolerantnosti prema kiselim zemljistima
(Igbal, 2012). Rast i razvoj biljaka je uslovljen promenama pH vrednosti u korenu
biljaka. Promene mogu nastati usled posledica hemijskog sastava zemljista i/ili
posledica funkcije korena. Usporen rast izbojaka, propadanje korena, hloroza i drugi
simptomi su povezani sa funkcijom mineralnih jona u nepovoljnim uslovima pH
rizosfere (Kastori 1 MiloSevi¢, 2011). Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju na
znacajan uticaj podloge na biljku, kao i znacajnu tolerantnost, posebno genotipa L-80,
prema veoma kiseloj podlozi. Takode, prema Kovacevi¢ sar., (2013a), evidentan je 1
uticaj biljke na podlogu, S§to istiCe belu topolu kao vrstu koja se moze primeniti na
razli¢itim tipovima zemljiSta, kako u smislu proizvodnje drvne mase i ozelenjavanja,

tako 1 radi postizanja meliorativnog efekta ublazavanja zakiSeljenosti zemljista.

Mnogi istrazivaéi su ispitivali uticaj pH vrednosti podloge na rast i razvoj
brojnih biljnih vrsta u kulturi in vitro (Liefert i sar., 1995; Bhatia i Ashwath, 2005; De
Klerk i sar., 2008; Ostrolucka i sar., 2010; Andersone i levinsh, 2008; Martins i sar.,
2011; Kovacevi¢ i sar., 2013a; Vuksanovi¢ i sar.,2017b), ali samo mali broj istrazivaca
se do danas bavio ispitivanjem uticaja tako kisele reakcije (pH 3.0) ¢vrste podloge na

rast 1 razvoj bele topole (Kovacevi¢ i sar., 2013a; Vuksanovi¢ i sar., 2016a).

Konzistentnost c¢vrste podloge niske pH vrednosti moze biti naruSena
autoklaviranjem §to predstavlja veliki problem u istrazivanjima uticaja kiselosti podloge
u kulturi in vitro (De Klerk i sar., 2008). Ovaj problem je reSen sterilizacijom podloge u
mikrotalasnoj pec¢nici (Kovacevi¢ i sar., 2013a). Puferna sposobnost standardne podloge
je relativno slaba i menja se kako tokom autoklaviranja (Skirvin i sar., 1986), tako i

nakon postavke eksplantata u kulturi in vitro (Kovacevi¢ i sar., 2013a). Takode,
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utvrdeno je da stabilnost pH podloge zavisi od hemijskog sastava podloge, nacina
skladiStenja 1 nacina sterilizacije (Sarma 1 sar., 1990; Owen i sar., 1991; Ruzi¢ i
Cerovi¢, 2001; Andersone i Ievinsh, 2008). U cilju stabilizacije Zeljene reakcije podloge
do kraja kultivacije u ovom istrazivanju koriS¢en je natrijum citratni pufer zato Sto bi
eventualno povecanje koncentracije agara radi obezbedivanja ¢vrstine podloge moglo
da dovede do smanjenja mogucénosti usvajanja raspolozivih hranljivih materija i

organskih supstanci za tkivo (Van Winkle i Pullman 2003).

Inace, prema Americkoj klasifikaciji zemljista, koju navode BDordevi¢ i
Radmanovi¢ (2016), zemljiSta sa pH ispod 4.5 se nazivaju ,,ekstremno kisela zemljista“
1 predstavljaju kategoriju zemljista sa najnizim pH. U tom smislu, moZe se re¢i, da su u
ovoj disertaciji ispitane podloge sa pH vrednostima koje se nalaze na donjoj granici

reakcije zemljista koje nalazimo u prirodi.

Dobijeni rezultati istrazivanja u ovoj disertaciji pokazuju da je efekat interakcije
genotip x podloga bio statisticki znacajan za vecinu ispitivanih parametara. Generalno,
najjaci inhibitorni efekat postignut je na tretmanu pH 3,0. Ovo je u skladu sa rezultatima
Long i saradnika (2017) koji su dosli do saznanja da velike koncentracije H* jona mogu
da prouzrokuju simptome toksic¢nosti i direktno da oStete korenje ispitivanih citrusa u
vodenoj kulturi, tako $to uti¢u na unos esencijalnih mineralnih materija i vode. U tom
eksperimentu pri tretmanu od pH 2,5 korenje ispitivanih vrsta citrusa u vodenoj kulturi
je na kraju istrazivanja imalo tamno braon boju usled nekroze tkiva. Kovacevi¢ i
saradnici (2013a) su dobili stimulativan efekat podloge sa po¢etnom pH 3,0 vrednoscu,
na rast i razvoj genotipova bele topole u uslovima in vitro, sto je verovatno uzrokovano
slabom pufernom mo¢i njihove podloge, s' obzirom da nisu koristili nikakav dodatni
puferni sistem. Tome u prilog govori 1 Cinjenica da se reakcija u svim njihovim
podlogama na kraju kultivacije kretala izmedu pH 5,0 1 pH 6,0. Sa druge strane,
Vuksanovi¢ i1 saradnici (2017a) su ispitivali promene pH vrednosti podloge nakon
kultivacije genotipova bele topole u kontrolisanim uslovima. U tom istraZivanju su
koristili natrijum citratni puferni sistem koji je koriS¢en 1 u ovoj tezi, 1 nakon 35 dana
kultivacije pH vrednost u njihovoj podlozi se blago povecala na svega 4 pH S§to je
rezultiralo inhibitornim efektom na prezivljavnje eksplantanata i ispitivana morfoloska

svojstva. U tom smislu, rezultati dosadasnjih kao i rezultati dobijeni u ovoj tezi

113



Vanja Vuksanovié¢ Doktorska disertacija

podrzavaju kori$éenje jace puferisanih podloga od standardnih u daljim istrazivanjima
uticaja niskog pH u kulturi tkiva. Primenjeni tretman sa pH 3,0 ostvario je negativan
uticaj na morfoloSke parametre i biomasu izbojka 1 korena kod ispitivanih genotipova
bele topole. Takode, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da nizak pH dovodi do
smanjenja sadrzaja fotosintetickih pigmenata §to je u saglasnosti sa rezultatima Yang i
saradnika (2005). Nasuprot ovome, vecina ispitivanih biohemijskih parametara (sadrzaj
ukupnih fenola, FRAP, ABTS i DPPH) pokazala je povisene vrednosti na tretmanu pH
3,0. Ovi rezultati ukazuju da su genotipovi koji su rasli na podlogama sa niskom pH
povecali ukupni antioksidativni potencijal, Sto ukazuje da niska pH vrednost podloge
dovodi do povecanja reaktivnih vrsta kiseonika i da biljka trpi oksidativni stres. Jake i
pozitivne korelacije dobijene korelacionom analizom izmedu vrednosti za FRAP i
DPPH test su ocekivane, s' obzirom da su ovi parametri povezani sa istim
antioksidantnim mehanizmom, a to je prenos jednog elektrona (Popovi¢ i sar., 2012,
Zdero, 2017).

Prema dobijenim rezultatima, puferisana pH 5,5 podloga sa jedne strane je imala
inhibitorni efekat na ukupan sadrzaj hlorofila, sadrzaj karotenoida i flavonoida, a sa
druge strane stimulativan efekat na ATBS i DPPH u poredenju sa kontrolom. Ovo
ukazuje na znacajno razli¢it odgovor ispitivanih genotipova na podlozi puferisanoj na
pH 5,5 u odnosu na ne-puferisanu kontrolnu podlogu. Inhibitorni efekat ove podloge na
akumulaciju fotosintetskih pigmenata bio je ¢ak i veéi od onog na pH 4,0. S' obzirom da
je razlika izmedu ove dve podloge u veéoj koli¢ini Na* jona u puferisanoj pH 5,5
podlozi, moguce je da je osnova inhibitornog efekta u odnosu na podlogu pH 4,0 veca
koli¢ina Na* jona. U tom smislu, ne-puferisana pH 5,5 podloga bi imala prednost da se

koristi kao kontrola u odnosu na puferisanu u daljoj proceni tolerancije kiselosti in vitro.

Medu ispitivanim genotipovima su postojale razlike u reakciji na podlogu pH
3,0 u odnosu na kontrolnu podlogu. Na primer, genotip Villafranca je pretrpeo najslabiji
uticaj tretmana pH 3,0 na procenat prezivljavanja izbojaka, ali je ostvareni procenat
oziljavanja bio izuzetno nizak. Najbolje prezivljavanje i oziljavanje na podlozi pH 3,0 je
pokazao genotip LBM, dok su ostali genotipovi ostvarili slabije rezultate. Najblazi
negativan efekat na visinu izbojka na podlozi pH 3,0 u odnosu na kontrolu primecen je

kod genotipa LCM, a u nesto manjoj meri kod L-12 i LBM. U sluc¢aju broja korenova,
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jedino kod genotipa L-12 uticaj podloge pH 3,0 nije bio statisticki znac¢ajan, dok prema
duzini najduzeg korena je najslabiji inhibitorni efekat ostvaren kog genotipa L-80.

Prema parametrima biomase ispitivani genotipovi se mogu podeliti u dve grupe.
Genotipovi LBM i L-80 spadaju u grupu genotipova koja je ostvarila visoke vrednosti
za biomasu. Drugu grupu, sa niskim vrednostima za biomasu u odnosu na genotipove
LBM i L-80 ¢ine genotipovi Villafranca, LCM i L-12. Takode, i prema fotosintetickim
parametrima genotipovi se mogu podeliti u dve grupe. U prvu grupu sa visokim
sadrzajem fotosinteti¢kih pigmenata spadaju genotipovi Villafranca, L-80 i L-12, dok
drugu grupu sa nizim vrednostima za fotosinteti¢ke parametre ¢ine genotipovi LBM i
LCM. Dok su genotipovi L-80 i LCM pokazali konzistentnost u odgovoru na
fotosinteti¢ke i parametre biomase rangiranje genotipova LBM i Villafranca se znacajno

razlikovalo izmedu ove dve grupe parametara.

Slicna podela genotipova kao i kod fotosintetickih parametara dobijena je i
prema sadrzaju ukupnih fenola i flavonoida. Na podlozi pH 3,0 genotipovi Villafranca,
L-80 i L-12 imali su relativno visok sadrzaj flavonoida i nizak sadrzaj fenola, LCM je
imao relativno visok sadrzaj flavonoida 1 nizak sadrzaj ukupnih fenola dok je genotip
LBM bio izmedu navedenih genotipova, §to odgovara istom obrascu razdvajanja
genotipova 1 prema sadrzaju fotosintetickih pigmenata. Medutim, razlike izmedu
ispitivanih genotipova prema pokazateljima oksidativnog stresa (FRAP, DPPH i ABTS)
su viSe odgovarale Sablonu razdvajanja genotipova prema parametrima biomase.
Genotipovi L-80 i LBM koji su imali najve¢u akumulaciju biomase postigli su umerene
vrednosti za FRAP i DPPH test. Genotipovi Villafranca i L-12 koji su akumulirali
manje biomase postigli su i male vrednosti za DPPH i FRAP testove. Genotip LCM koji
je takode akumulirao manje biomase imao je visoke vrednosti posebeno za DPPH test
Sto ukazuje na prisustvo jakog oksidativnog stresa Sto u kombinaciji sa malom
akumulacijom biomase i niskim sadrzajem fotosinteti¢kih pigmenata moZe da sugerise

da je ovaj genotip manje tolarantan na nisku pH vrednost podloge.

Jaka korelacija izmedu ispitivanih biohemijskih i fotosintetickih parametara
ukazuju na bliski odnos izmedu ove dve grupe parametara, ali i njthovu povezanost
prema istom mehanizmu antioksidativnog delovanja (Huang i sar., 2005; Stevanato i

sar., 2004). Navedeno je potvrdeno i analizom glavnih komponenti, kao i slabom
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korelacijom izmedu ovih parametara sa jedne strane i morfoloskih i parametara biomase
sa druge strane glavne, Sto ukazuje na slabu povezanost morfoloskih i parametara

biomase sa antioksidativnim delovanjem biljaka.

Na osnovu dobijenih rezultata u ovoj disertaciji moze se zakljuciti da bi buduca
istrazivanja tolerantnosti genotipova prema kiselosti u in vitro uslovima trebalo
sprovesti na bolje puferisanim podlogama reakcije pH 3,0. Na ovoj podlozi u ovom radu
dobijena je najbolja podela genotipova. Genotip koji bi se mogao okarakterisati kao
najpovoljniji kandidat za uzgoj na kiselim zemljistima i za koji se ocekuje da bude
najtolerantniji prema ovom abiotickom stresu pored visokog procenta oziljavanja,
dobrog rasta, visoke akumulacije biomase 1 sadrzaja fotosintetskih pigmenata, treba da
ima relativno visok sadrzaj flavonoida i nizak sadrzaj fenola, relativno umeren FRAP i
DPPH i visok kapacitet za uklanjanje ABTS" radikala. Genotip L-80 se moze predloziti

kao najtolerantniji prema niskom pH medu ispitivanim genotipovima bele topole.

6.2 Tolerantnost istrazivanih genotipova prema razli¢itim koncentracijama
NaCl
Zaslanjenost zemljiSta postaje sve akutniji problem na naSoj planeti. Prema

podacima FAO oko 800 miliona hektara zemljiSta ima problem sa zaslanjenosScu
(Hernandez, 2019). NaCl u visokim koncentracijama u apoplastu proizvodi primarne i
sekundarne efekte koji negativno uti¢u na prezivljavanje, rast i razvoj biljaka. Primarni
efekti su poremecaj jonskog ekvilibrijuma (Jenks i Hasegawa, 2005). NaCl u
koncentracijama vis§im od 0,4 M inhibira ve¢inu enzima zbog smanjenja pristupacnosti
molekula vode neophodnih za odrzavanje njihove hidratisanosti, kao uslova odrzanja
strukture 1 aktivnosti enzima (Jones i Pollard, 1983). Visoke koncentracije soli takode
dovode do hiperosmotskog Soka tako Sto smanjuju vodni podencijal koji dovodi do
smanjenja ili gubitka turgora i na taj nacin se ograni¢ava rast ¢elija (Munns i Termaat,
1986; Hasegawa i sar., 2000; Zhu, 2002; Chen i sar., 2014). Kada su biljke iz roda
Populus izlozene stresu zaslanjivanja, stome smanjuju svoje otvore. Takode, smanjuju
povrsinu lista, pri ¢emu se povecava gustina stoma. Smanjenje povrsina lista dovodi do
smanjenja transpiracije kod topola i na ovaj nacin se one stvaraju tzv. odbrambeni

mehanizam (Zhang i sar., 2019).
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Veliki broj istrazivaca proucavao je uticaj razliCitih koncentracija NaCl na
razli¢itim biljnim vrstama u in vitro uslovima (Sotiropoulos i sar., 2006; Sotiropoulos,
2007; Feng i sar., 2017). Smanjene vrednosti morfoloskih parametara pod uticajem
razli¢itih koncentracija NaCl u podlozi u odnosu na kontrolnu podlogu dobijene su i u
ovom istrazivanju. Zhang i saradnici (2019) navode da se Populus alba moze koristiti
kao model vrsta za razumevanje toleratnosti prema stresu soli zbog velike varijabilnosti

na tolerantnost prema zaslanjenosti unutar ove vrste.

Varijabilnost genotipova bele topole prema tolerantnosti na zaslanjenost
potvrdena je 1 u ovom radu. Razli¢iti genotipovi su razlicito reagovali na prisustvo soli u
podlozi. Tako se na osnovu morfoloskih parametara moze izdvojiti genotip L-80 Kkoji je
pretpeo najslabiji uticaj NaCl u koncentraciji od 100 mM u podlozi na broj novih
korenova, duzinu korena i na procenat oziljavanja te se na osnovu ovih parametara
moze smatrati tolerantnijim od ostalih, a broj, duzina korena i sposobnost dobrog
oziljavanja se mogu preporuciti kao dobri morfoloski parametri koji bi se mogli koristiti

u oceni tolerantnosti genotipova prema zaslanjenosti.

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja uticaja razli¢itih koncentracija natrijum
hlorida u hranljivoj podlozi u in vitro uslovima moze se zakljuciti da je koncentracija od
100 mM NaCl statisticki znacajno uticala na procenat prezivljavanja ispitivanih
genotipova bele topole. Ovi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Evers i saradnika
(1997) koji su ispitivali uticaj razlicitih koncentracija NaCl (0, 50, 100 1 300 mM) na
rast i razvoj hibridne topole (Populus tremula L. x P. tremuloides Michx.) u kulturi in
vitro. U njihovom ispitivanju samo je koncetracija NaCl od 300 mM/L statisticki
znacajno uticala na smanjenjenje procenta prezivljavanja nakon 28 dana gajenja topole.
Biswas i saradnici (2017) su ispitivajuéi uticaj soli (0, 30, 60 i 120 mM NaCl) na sorte
krompira u in vitro takode ustanovili da sotre dobro prezivljavaju na podlozi sa
koncentracijama soli do 60 mM NaCl, dok je slabije prezivljavanje ispitivanih sorti
krompira dobijeno na koncentraciji od 120 mM NaCl. Poljakoff-Mayber i Lerner (1999)
navode da neke koncentracije soli mogu stimulisati rast korena inhibirajuéi rast izbojka.
Testirajuci uticaj natrijum hlorida (0, 50, 100 1 150 mM) na Gisela 5 (Prunus cerasus x
Prunus canescens), Erturk i saradnici (2007) konstatuju da indukovana zaslanjenost u

modifikovanoj MS podlozi dovodi do smanjenog rasta i sadrzaja fotosintetickih
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pigmenata i izaziva oksidativni stres. Siler i saradnici (2007) smatraju da smanjeni rast
biljaka usled zaslanjenosti povezan sa osmotskim potencijalom zemlji§nog rastvora u
zoni korenovog sistema koji izaziva razli¢ite fizioloSke promene i samim tim dovodi i
do smanjenja prinosa. Chookhampaeng (2011) navodi da je smanjeni intenzitet
fotosinteze i sadrzaj fotosintetickih pigmenata verovatno rezultat akumulacije Na* jona
u hloroplastima i njihov inhibitorni efekat na navedene parametre. Gu i saradnici (2004)
u svom istrazivanju u vodenoj kulturi dolaze do rezulatata koji pokazuje da je Populus

euphratica Oliv. tolerantna i pri koncentraciji od 450 mM NacCl.

Chatzissavvidis i saradnici (2008) su ispitivajui uticaj tri razli¢ite koncentracije
NacCl (0, 30 1 60 mM) na modifikovanoj MS podlozi dosli do zakljuc¢ka da primenjene
koncentracije nisu statisticki znacajno uticale na morfoloske i parametre biomase kod
ispitivanih sorti Prunus cerasus L. Cak su dobijene vrednosti za ispitivane morfoloske
parametre (broj novih izbojaka i visina izbojka) bile sli¢ne onim vrednostima dobijenim
na kontrolnom tretmanu. Ovi rezultati su takode u saglasnosti sa dobijenim rezultatima
istrazivanja ove disertacije, gde koncentracija NaCl od 10 mM nije bila dovoljna da
ostvari inhibitorni efekat na morfoloske i parametre biomase u kontrolisanim uslovima
u odnosu na kontrolnu podlogu. Povecane vrednosti biomase pri koncetracijama soli
manjim od 100 mM NaCl su u skladu sa rezultatima Kurban i saradnika (1999) i Zafar i
saradnika (2018).

Khattab i El-Garhy (2016) su ispitivali uticaj zaslanjenosti nakon tretmana
morskom vodom (8, 12 i 14 dS/m) u in vitro uslovima na klonovima W52 (Populus
tremula L.) i T89 (Populus tremula L. x Populus tremuloides ‘Michx’). Ovi istrazivaéi
su dosli do saznanja da nivo zaslanjenosti od 14 dS/m delovao letalno, Sto blisko
odgovara efektu zaslanjenosti od 150 mM NacCl, ¢ija je elekticna provodljivost u
podlozi bila 17 dS/m koja je u ovom istrazivanju takode delovala letalno. Svi
morfoloski parametri su bili znac¢ajno smanjeni na 12 dS/m kod oba Populus klona §to
je relativno blizu elektri¢ne provodljivosti od 11.4 dS/m u podlozi sa 100 mM NaCl
koja je u ovoj disertaciji koriS¢ena za procenu tolerantnosti pet ispitivanih genotipova

bele topole.

Generalno, rezultati NZR testa su pokazali da sa povecavanjem koncentracije

natrijum hlorida u podlozi dolazi do smanjivanja vrednosti merenih morfoloskih,
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parametara biomase i fotosintetickih parametara $to je u saglasnosti sa dosadasnjim
istrazivanjima. Martinez 1 saradnici (1996) su ispitivanjem uticaja razli€itih
koncentracija NaCl (0, 25, 50, 100 i 200 M/m® NaCl) u kulturi tkiva, na Solanum spp.
nakon tri nedelje gajenja u kontrolisanoim uslovima dosli do sledecih rezultata: NaCl je
negativno uticao na visinu izbojka, primenjene koncentracije iznad 100 M/m* NaCl
inhibirale su rast paradajza, sa povecanjem koncentracije soli u podlozi doslo je do
smanjenja procenta prezivljavanja. Takode, ovi autori navode da sa povecanjem
koncentracije soli u podlozi opada procenat oziljavanja kao i sveza masa izbojaka kod
ispitivanih sorti paradajza. Munns (2002) navodi da salinitet uti¢e na smanjenje
sposobnosti biljaka da apsorbuju potrebne koli¢ine vode Sto dalje dovodi do smanjenja
stope rasta sa skupom metaboli¢kih promena koje su indenti¢ne onim promenama koje
nastaju usled posledice vodnog stresa. Veliki broj istrazivac¢a se bavio ispitivanjem
uticaja soli na razliCite vrste roda Populus. Rezultati tih istrazivanja takode pokazuju da
koncentracije soli iznad 100 mM imaju inhibitorni efekat na rast i razvoj topola. Na
primer, Fung i saradnici (1998) navode da je koncentracija od 86 mM NaCl nakon tri
nedelje dovela do toksi¢nog efekta kod Populus robusta, Populus berolinensis i
Populus popularia, dok rezulati dobijeni u ovoj tezi ukazuju na dobro prezivljavanje i
oziljavanje pojedinih ispitivanih genotipova bele topole pri koncentraciji NaCl od 100
mM, te se moze pretpostaviti da je bela topola tolerantnija na stres izazavan dodavanjem
NaCl u odnosu na gore navedene vrste topola.

Stimulativni efekat koncetracija NaCl od 1, 3, 10 i 33 mM na parametre biomase
je u saglasnosti sa rezultatima Ljubojevi¢ i saradnika (2017). Takode, Zhao i saradnika
(2017) koji su ispitivajuci uticaj razli¢itih koncentracija NaCl zalivanjem vrste Populus
euphratica dosli do saznanja da koncentracija soli od 50 mM NaCl nije statisticki
znacajno smanjila vrednosti ispitivanih fizioloSkih parametara. To dovodi do zakljucka
da bi u narednim istrazivanjima stres zalanjivanjem trebalo ispitivati pri vrednosti od

100 mM.

Dobijeni rezultati smanjenja sadrzaja fotosinteti¢kih pigmenata pod uticajem soli
u podlozi su u saglasnosti sa dosadasnjim istrazivanjima. Khalid i saradnici (2015) su
ispitivanjem uticaja razli¢itih koncetracija NaCl (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 1751 200
mM) u podlozi na rast i razvoj Camelina sativa L. u kontrolisanim uslovima dosli do

zakljucka da visoke koncetracije dovode do smanjenja hlorofila a, b i a+b u odnosu na
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kontrolu. Chen i saradnici (2014) navode da je smanjenje fotosintetiCke aktivnosti
posledica smanjenog vodnog potencijala koji nastaje zbog visokih koncentracija Na* i
CI" jona koji se akumuliraju u hloroplastima. Tako se na osnovu ovoga moze
pretpostaviti da je visok sadrzaj natrijuma i u ovom istrazivanju uticao na smanjenje
sadrzaja fotosintetickih pigmenata. Sadrzaj natrijuma bio je u jakoj negativnoj korelaciji
sa sadrzajem hlorofila a, b i karotenoidima. Genotipovi koji su imali najvec¢i sadrzaj
hlorofila a, b, a+b i karotenoida su Villafranca i L-80 na podlozi sa 100 mM NaCl.
Genotip Villafranca je imao najveci sardzaj kalijuma na istoj podlozi dok je genotip L-
80 zabelezio najmanji procenat smanjenja vrednosti odnosa kalijuma i natrijuma. Odnos
kalijuma i natrijuma je bio u pozitivnoj korelaciji sa ve¢inom fotosintetickih parametara.
Chatzissavvidis i saradnici (2008) su dobili inhibitorni efekat primenjenje koncetracije
NaCl-a u podlozi na sadrzaj hlorofila a+b u ekstraktima vi$nje u in vitro uslovima §to je
u saglasnosti sa dobijenim rezultatima koji pokazuju da je koncentracija od 33 mM
NaCl dovela do statisticki znacajnog smanjenja hlorofila atb u ispitivanim ekstraktima

bele topole gajene u kontrolisanim uslovima.

Glavni sekundarni efekat stresa NaCl nastaje zbog visoke koncentracije
natrijumovih jona i ukljuuje poremeéaj usvajanja K' jona, disfunkciju celijskih
membrana, smanjuje se intenzitet fotosinteze, dolazi do promena u biohemijskim
procesima i odumiranja Celija (Serrano i sar., 1999; Hasegawa i sar., 2000; Rodriguez -
Navarro, 2000; Zhu, 2002; Sun i sar., 2009). Visoke koncentracije natrijuma dobijene su
i u ovoj disertaciji, a dobijeni rezultati ukazuju na znac¢ajno povecan sadrzaj natrijuma U
odnosu na kontrolu ve¢ pri izlaganju genotipova bele topole tretmanu sa najnizom
ispitivanom koncentracijom NaCl (1 mM). Koncentracija od 100 mM NacCl izdvojila je
genotipove L-12 sa najvisim sadrzajem natrijuma i LBM sa najmanjim sadrzajem
natrijuma. Ako se na osnovu dosadasnjih istrazivanja o sadrZaju natrijuma moZze
pretpostaviti da tolerantni genotipovi imaju manji sadrzaj natrijuma nakon izlaganja
stresu izazvanom NaCl u odnosu na kontrolni tretman bez NaCl onda se kao
najtolerantniji genotip moze izdvojiti LBM kod koga je doSlo do najmanjeg povecanja
sadrzaja natrijuma pri najvecoj koncentraciji NaCl u odnosu na kontrolu, dok se kao
najmanje tolerantan sa najve¢im povecanjem sadrZaja natrijuma moZze izdvojiti genotip
Villafranca. Niske vrednosti sadrzaja natrijuma kod tolerantnih genotipova mogu biti

rezultat manjeg nagomilavanja natrijuma u izbojcima ili posledica njegovog nakupljanja
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u korenu, te bi u buduéim istrazivanjima trebalo ukljuciti i sadrzaj natrijuma u korenu
(Sixto i sar., 2005). Smanjenji sadrzaj kalijuma i povecani sadrzaj natrijuma i odnosa
natrijuma i kalijuma kod Astragalus gombiformis Pomel. prilikom izlaganja razli¢itim
koncentracijama NaCl u polukontrolisanim uslovima prijavili su i Boughalleb i
saradnici (2017). Povecane koncentracije natrijuma dovode do smanjenja apsorpcije
kalijuma, pa se smatra da je odrzavanje visokog nivoa kalijuma u biljkama pri stresu
izazvanom NaCl bitna karakteristika tolerantnih genotipova. Poremecaj usvajanja
kalijuma je potvrden i u ovom radu (Azizi i Tookalloo, 2013). Nakon izlaganja
genotipova bele topole razli¢itim koncentracijama NaCl doslo je smanjenja sadzaja
kalijuma. Na osnovu dobijenih rezultata za sadrzaj kalijuma mogu se izdvojiti
genotipovi Villafranca kao genotip kod koga je zabeleZen najmanji procenat smanjenja
(37,6%) pri koncentraciji NaCl od 100 mM u podlozi u odnosu na kontrolu i genotip
LBM kod kog je zabelezen najveci procenat smanjenja sadrzaja kalijuma (63,0%).

Rezultati takode pokazuju da su svi ispitivani genotipovi smanjili sadrzaj
kalijuma i magnezijuma, a povecali sadrzaj natrijuma kada su bili izloZeni razli¢itim
koncentracijama NaCl. Na osnovu dosada$njih istrazivanja o uticaju NaCl smanjen
sadrzaj kalijuma 1 magnezijuma mogao bi biti posledica antagonistickog efekta
apsorpcije natrijuma na kalijum i magnezijum (Ashrafi i Rezaei Nejad, 2017).

Na osnovu dobijenih rezultata u ovoj tezi i dosadasnjih istraZivanja o uticaju
NaCl u pogledu odnosa sadrZaja kalijuma i natrijuma moZe se pretpostaviti da su
genotipovi koji imaju visok odnos kalijuma i natrijuma otporniji na stres izazvan NaCl
(Izadi 1 sar., 2014; Ashrafi i Rezaei Nejad., 2017). Najvisi odnos kalijuma 1 natrijuma na
podlozi sa 33 mM NaCl su ostvarili genotipovi LCM i L-80, prvenstveno zahvaljujuci
slabijem usvajanju natrijuma u odnosu na ostale genotipove. Pri tome je genotip L-80
ostvario je najmanji procenat smanjenja odnosa sadrzaja kalijuma i natrijuma.

Najvisi sadrzaj magnezijuma su ostvarili genotipovi L-12 1 LBM. Visok sadrzaj
magnezijuma je svakako poZeljna osobina, ali s' obzirom na slabu korelaciju sa ostalim
ispitivanim svojstvima, znafaj ovog parametra u oceni tolerantnosti genotipa prema
zaslanjenosti bi trebao da se dodatno ispita u narednim istrazivanjima.

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju pokazuju da je pod uticajem visih
razli¢itih koncetracija NaCl u podlozi doslo do smanjenja ukupnih fenola. Najmanji

sadrzaj ukupnih fenola izmeren je kod genotipova koji su rasli na podlogama u kojima
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je NaCl dodat u koncentracijama od 33 mM i 100 mM. S' obzirom da se sadrzaj
ukupnih fenola kod genotipa L-80 nije statisticki znacajno razlikovao na podlozi u kojoj
je NaCl dodat u najvisoj koncetraciji (100 mM) u odnosu na kontrolu, moze se
pretpostaviti da je ovaj genotip prema ovom biohemijskom parametru izuzetno
tolerantan na prisustvo soli u polozi.

Na osnovu sadrzaja ukupnih flavonoida moze se pretpostaviti da je smanjenje
sadrzaja flavonoida rezultat oksidativnog stresa na osnovu ¢ega se dalje moze zakljuciti
da su genotipovi koji su ostvarili najmanji sarzaj flavonoida najmanje tolerantni prema
stresu. S' obzirom da je genotip L-80 akumulirao najveéi sadrzaj flavonoida na podlozi
sa 100 mM NaCl moze se pretpostaviti da se na osnovu ovog istrazivanog biohemijskog
parametra moze izdvojiti kao najtolerantniji medu ispitivanim genotipovima.

Sposobnost redukcije Fe®** jona odredivana FRAP testom je opadala do
koncentracije od 33 mM NaCl. Koncentracija od 100 NaCl dovela je do statisticki
znacajnog povecanja u odnosu na koncentracije od 10 i 33 mM NaCl. Pod
predpostavkom da tolerantniji genotipovi imaju manje vrednosti za FRAP test pri
visokim konentracijama NaCl i na osnovu ovog parametra se moze izdvojiti genotip L-
80.

Jaka pozitivna korelacija izmedu FRAP 1 DPPH testa sa fenolima ukazuje da
fenolna jedinjenja imaju znacajnu ulogu pri neutralizaciji slobodnih radikalskih vrsta

akumuliranih u okviru oksidativnog stresa.

Rezultati dobijeni u ovom istrazivanju ukazuju na to da buduca istrazivanja
tolerantnosti genotipova prema zaslanjenosti u in vitro uslovima treba izvoditi na
podlogama sa koncentracijama NaCl od 100 mM za vecinu ispitivanih svojstava, a na
podlozi sa 33 mM NaCl za odnos sadrzja kalijuma i natrijuma zbog jasne diferencijacije
genotipova. Genotip koji bi se mogao okarakterisati kao povoljan kandidat za gajenje na
zaslanjenim zemljiStima pored dobrog rasta, dobro razvijenog korenovog sistema,
visokog procenta prezivljavanja i oziljavanja, dobre akumulacije biomase, visokog
sadrzaja fotosintetickih pigmenata, flavonoida, kalijuma, magnezijuma i odnosa
kalijuma i natrijuma treba da ima i dobru antioksidativnu sposobnost kao relativno nizak
sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja. Na osnovu navedenih osobina genotip koji bi se
mogao okarakterisati kao najtoleraniji prema zaslanjenosti izazavanoj NaCl u

kontrolisanim uslovima je genotip L-80.
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6.3 Tolerantnost israZivanih genotipova prema susi
Rezultati analize varijanse su nakon istrazivanja tolerantnosti genotipova prema

susi izazvanoj polietilen glikolom pokazali da je sa povecanjem koncentracije PEG-a
6000 u podlozi doslo je do smanjenja visine izbojka kod svih istrazivanih genotipova
bele topole $to je u saglasnosti sa dosadas$nim istrazivanjima (Lei i sar., 2006; Yin i sar.,
2005; Yang i Miao, 2010). Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji takode ukazuju na
smanjenje vrednosti i ostalih istrazivanih morfoloskih parametara sa povecanjem
koncentracije PEG-a. Tako je i u ovom israzivanju najmanja visina izbojka i broj novih
korenova prvog reda zabelezena kod genotipova koji su rasli na podlozi sa 50 g/L PEG
6000. Dobijeni rezultati takode ukazuju na razli¢it odgovor istrazivanih genotipova
prema susi izazvanoj PEG-om. Genotip Villafranca ostvario je najvecu visinu izbojka,
najveci broj korenova prvog reda i 100% oziljavanje na podlozi sa 50 g/L PEG-a, te se
ovaj genotip moze na osnovu ovih parametara predloziti kao dobar kandidat za gajenje
na su$nim stanistima zbog dobrog ukorenjavanja §to bi mogla biti dobra osobina pri
oceni tolerantnosti genotipova prema susi. Najjaci inhibitorni efekat na istrazivane
morfoloske parametre postignut je kod genotipova LCM 1 LBM. Znaajno vece
vrednosti duzine korena na podlozi sa 50 g/LL PEG-a ostvario je genotip L-12 te se na
osnovu dosadasnjih istrazivanja (El Siddig i sar., 2013) moze pretpostaviti da rano i
brzo izduzivanje korena moze biti vazan pokazatelj tolerantnosti na suSu. Veliki broj
istrazivaca je prijavio sli¢ne rezultate za uticaj polietilen glikola (PEG 6000). Tako su
Hussein i saradnici (2016) u svom ispitivanju razli¢itih koncetracija PEG-a u podlozi
(0,0, 0,5, 1,0, 1,5 i 2%) na kutivare jagode u kontrolisanim uslovima do$li do saznanja
da je koncetracija PEG-a od 2,0% dovela do smanjenja visine izbojka i duzine korena,
ukupnog sadrZzaja hlorofila, ali 1 na statisticki znacajno povecenje sadrzaja prolina.
Takode, rezulatati istrazivanja u ovom radu su u saglasnosti i sa rezultatima Dami i
Hughes (1995) koji su istrazivanjem uticaja suSe izazvane PEG-om (2, 4, i 6 %) u
podlozi za oziljavanje dosli do rezulatata da je koncentracija od 2% PEG-a znacajno
uticala na smanjenje visine izbojka i broja novih korenova kod grozda nakon 4 nedelje
gajenja u kontrolisanim uslovima. Ispitivanjem u in vitro uslovima bavili su se i
Abdulmalik i saradnici (2018) koji su ispitivajuci tolerantnost sorti kikirikija na susu
indukovanu razli¢itim koncentracijama (0, 20, 40 i 60 g/L) PEG-a 6000 u dosli do
zakljucka da sa povecavanjem koncentracije polietilen glikola u modifikovanoj MS

podlozi dolazi do smanjenja vrednosti istrazivanih morfometrijskih parametara (visina

123



Vanja Vuksanovié¢ Doktorska disertacija

izbojka, duzina korena, broj izbojaka i korenova po biljci). Ispitivajuéi uticaj suse u
podlogama sa 20, 40 i 60 g/L PEG-a nakon mesec dana gajenja u in vitro uslovima,
Manoj i Uday (2007) dolaze do saznanja da se duzina korena, visina izbojka kao i mase
izbojka i korena smanjuju sa povecanjem koncentracije PEG-a u podlozi, pri ¢emu je

susa ispoljila jaci uticaj na duzinu korena u odnosu na visinu izbojka.

Aazami i saradnici (2010) istrazivajuci uticaj suSe na Cetiri sorte paradajaza u in
vitro uslovima, zakljucuju da je polietilen glikol dodat MS podlozi dovodi do smanjenja
stope rasta i poveéanja suve materije u svim istrazivanim tretmanima (0, 200, 270 i
295 g/L PEG-a 6000). Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji pokazuju da se nakon
gajenja u kontrolisanim uslovima uocava trend blagog povecanja, kod vecine
istrazivanih genotipova, vrednosti odnosa suve mase korena i izbojka Sto moze da
ukazuje na manji efekat stresa izazvanog susom na koren. Prema parametrima biomase
istrazivani genotipovi mogu se na osnovu prosec¢nih vrednosti za biomasu izbojaka
mogu svrstavi u dve grupe. Prvu grupu &ine genotipovi L-80 i L-12 sa visokim
vrednostima za suvu 1 sveZzu masu izbojaka, a drugu grupu genotipovi LBM, LCM 1
Villafranca koji su prema totalu akumulirali manje biomase izbojaka. Znac¢ajno manju
vrednost za biomasu izbojaka na podlozi sa 50 g/L. PEG-a ostvario je genotip LCM, dok
ostali istrazivani genotipovi nisu pokazali znafajnu razliku u odnosu na kontrolnu

podlogu u pogledu biomase izbojaka.

Dobro je poznato da u uslovima suSe dolazi do redukcije fotosintetickih
pigmenata, a samim tim i do smanjenjenja intenziteta fotosinteze (Jaleel i sar., 2009).
Smanjen intezitet fotosinteze dalje dovodi do smanjenja prinosa, smanjuje se biomasa i
promena u biohemiskim procesima. Dobijeni rezultati ove teze pokazuju sa jedne strane
jaku negativnu korelaciju izmedu hlorofila 1 sadrzaja fenola, FRAP, ABTS, DPPH, GB 1
prolina, a sa druge strane pozitivnu korelaciju sa sadrzajem flavonoida. 1z prikazanih
rezultata se vidi se sadrzaj fotosintetickih pigmenata smanjivao sa povecanjem
koncentracije poletilen glikola u podlozi za oziljavanje kod svih istrazivanih genotipova
bele topole $to je u skladu sa rezultatima brojnih istrazivanja, medutim nije bilo razlike
izmedu istrazivanih genotipova unutar tretmana. Svi istrazivani genotipovi znacajno su
smanjili sadrzaj hlorofila a, hlorofila b 1 karotenoida na podlozi sa 50 g/L PEG-a.
Podloga sa 50 g/L PEG-a izdvojila je genotipove L-12 i L-80 koji ostvarili manji
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procenat smanjenja hlorofila a, hlorofila b i karotenoida u odnosu na kontrolnu podlogu.
S' obzirom da je genotip L-12 imao najduzi koren na podlozi sa 50 g/LL PEG-a i da je
genotip L-80 ostvario 100% oziljavanje na istoj podlozi, zatim da su oba genotipa
postigla dobre rezultate u pogledu sadrzaja fotosintetickih pigmenata, kao 1 na osnovu
jake pozitivne korelacije izmedu ovih parametara moze se pretpostaviti da bi ovi
genotipovi mogli biti dobri kandidati naa za gajenje na suSnim staniStima, a da bi
navedeni parametri mogli da budu kori$¢eni u procenama tolerantnosti genotipova bele
topole prema suSu u daljim istraZivanjima. Smanjen sadrzaj fotosinteti¢kih pigmenata
kod topole (Populus przewalskii Maxim.) kao posledicu povecane aktivnosti enzima za
razgradnju hlorofila u uslovima suse utvrdili su Lei i saradnici (2006). Guo i saradnici
(2010) su ispitivanjem uticaja suSe na tolerantnost tri klona hibridne topole Populus
deltoides x Populus nigra utvrdili smanjenje koncentracije hlorofila i inteziteta

fotosininteze.

Pod uticajem suse dolazi do promena u metabolizmu biljaka (Jaleel i sar., 2009).
Povecanje sinteze fenolnih jedinjenja u uslovima suse (Sanchez-Rodriguez i sar., 2011)
potvrdeno je 1 u ovoj disertaciji, gde je koncetracija PEG-a od 50 g/L povecala sintezu
fenolnih jedinjenja za 56,38% u odnosu na kontrolni tretman. Na ovom tretmanu, u
odnosu na kontrolu, izdvaja se genotip L-80 sa najmanjim sadrzajem ukupnih fenolinih
jedinjenja dok su genotipovi LCM 1 LBM ostvarili ve¢e vrednosti ovog parametra.
Izmereni sadrZaj fenolnih jedinjenja u ogledu istrazivanja tolerantnosti prema susi bio je
u negativnoj korelaciji samo sa sadrZajem ukupnih flavonoida, dok je sa ostalim
biohemijskim parametrima pokazao jaku pozitivnu korelaciju. Koncentracija PEG-a od
50 g/L u podlozi smanjila je sadrzaj flavonoida u odnosu na kontrolu za 63%. Prema
sadrzaju flavonoida mogu se izdvojiti genotipovi Villafranca, L-80 i L-12 koji su
ostvarili ve¢i sadrzaj flavonoida na podlozi sa 50 g/ PEG nego genotipovi LCM i
LBM.

Puente-Garza i saradnici (2017) ispitivajuci uticaj suSe u in vitro uslovima
izazvan dodavanjem 0, 10, 20 i 30% PEG-a dosli je do saznanja da se pri izazvanoj susi
povecala antioksidativna aktivnost u odgovoru na stres suse indukovan preko PEG-a.

Povecanje antioksidativne aktivnosti zabeleZzeno je i u ovom istrazivanju. Dobijeni
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rezultati pokazuju da su istrazivani genotipovi znacajno povecali sposobnost

neutralizacije ABTS" i DPPH" radikala kada su bili gajeni na podlozi sa 50 g/L PEG-a.

Genotipovi LBM, LCM i L-12 se izdvajaju po najveé¢im vrednostima za FRAP
test na podlozi sa 50 g/L PEG-a, dok drugu grupu ¢ine genotipovi L-80 i Villafranca sa

nizim vrednostima.

Razlike medu genotipovima bile su iste kod ispitivanih parametara sposobnosti
neutralizacije ABTS" i DPPH radikala. Ova dva parametra su izdvojila genotipove L-80
I L-12 koji su na podlozi sa 50 g/L PEG-a manje povecali sposobnost neutralizacije u

odnosu na kontrolnu podlogu.

Povecan sadrzaja prolina u listovima Prunus dulcis (Mill.) u uslovima suse
indukovane sa 3 i 7,5% polietilen glikola u MS podlozi u odnosu na kontrolu bez
dodavanja polietilen glikola dobili su i Karimi i sradnici (2012). Martin i saradnici
(2018) takode na osnovu dobijenih rezultata u in vitro uslovima zakljucuju da se sadrzaj
prolina u listovima Tacca leontopetaloides (L.) povecava sa rastom koncetracije
polietilen glikola u MS podlozi za oziljavanje. Povecan sadrzaj prolina dobijen je i u
ovom istraZivanju pri izlaganju genotipova bele topole razli¢itim koncentracijema PEG-
a. Najvece povecanje sadrzaja prolina izmereno je u ektraktima gajenih genotipova bele
topole na podlogama u kojima je PEG 6000 dodat u koncentraciji od 50 g/L. Razliciti
genotipovi su razli€ito reagovali na prisustvo PEG-a u podlozi u pogledu sadrzaja
prolina. Tako je genotip L-80 akumulirao najvise prolina na tretmanu od 50 g/L u
odnosu na kontrolni tretman. Na osnovu dosadasnjih istrazivanja (Kishore i sar., 2005;
Bray i sar., 2000; Cushman i sar., 2000) se moze pretpostaviti da stres suSom zna¢ajno
pospesSuje akumulaciju prolina u funkciji poboljSanja tolerancije biljaka na susu, zbog
Cega je prolin postao unuverzalni biohemijski marker za susu. Zbog svojih
antioksidativnih svojstava povecan sadrzaj prolina je povezan sa boljom tolerancijom
biljaka na abioti¢ki stres u prvom redu zaslanjenost i susu (Szabados i Savouré, 2010;
Kebert i sar., 2017). Na osnovu dosadasnjih istrazivanja o ulozi prolina kao
biohemijskog indikatora za suSu i rezultata dobijenih u ovoj disertaciji moze se
pretpostaviti da bi genotip L-80, koji je imao najveéi procenat povecanja sadrzaja
prolina mogao biti tolerantniji na susu u odnosu na ostale istrazivane genotipove bele

topole u in vitro uslovima.
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Poveéan sadrzaj GB u uslovima suse izazvane PEG 6000 u odnosu na kontrolu
su u saglasnosti sa rezultatima Ahmad i saradnici (2013). Na osnovu dobijenih rezultata
mogu se izdvojiti genotipovi L-80 i Villafranca koji su zabeleZili najve¢e povecanje
sadrzaja glicin betaina na podlozi sa 50 g/LL PEG-a 6000 u odnosu na kontrolnu podlogu
dok je genotip LCM zabelezio najmanje poveéanje sadrzaja glicin betaina u odnosu na

kontrolnu podlogu.

Najjasnije razlike izmedu istrazivanih genotipova dobijene su na podlozi sa 50
g/L PEG-a, pa se na osnovu ovih rezultata ova koncentracija PEG-a moze preporuciti
kao najbolja za diferencijaciju genotipova tolerantnih prema susi u daljim istrazivanjima
u in vitro uslovima. Genotip L-80 je postigao dobar rast, visoki procenat preZivljavanja i
oziljavanja, akumulirao najviSe sveze i suve mase izbojaka i korena, imao relativno
nizak sadrzaj ukupnih fenololnih jedinjenja a visoki sadrzaj flavonoida, visok sadrzaj
prolina 1 glicin betaina, pa se na osnovu ovih osobina moze preporuciti kao povoljan

kandidat za eksploataciju na suSom optere¢enim stanistima.
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7  ZAKLJUCCI
Na osnovu dobijenih rezultata istrazivanja tolerantnosti pet genotipova bele topole

prema abiotickim ¢iniocima podloge (kiselost, zaslanjenost i susa) u uslovima in vitro

mogu se izvesti sledeci zakljucci:

e Istrazivanja uticaja niskog pH se moraju izvoditi na jace puferisanim podlogama
nego §to je to uobicajeno.

e Dobijeni rezultati ukazuju da je najveci inhibitorni efekat postignut na podlozi
pH 3,0. Takode je na ovoj podlozi ostvarena i najjasnija diferencijacija
ispitivanih genotipova, Sto preporucuje ovu podlogu za dalja istrazivanja
tolerantnosti prema kiselosti podloge.

e Genotip koji bi mogao da se smatra povoljnim kandidatom za uzgoj na kiselim
zemljiStima trebalo bi da na podlozi pH 3,0 ostvari visok procenat oziljavanja,
dobar rast izbojka i korena, visoku akumulaciju biomase izbojka i korena i visok
sadrzaj fotosintetickih pigmenata, kao i relativno visok sadrzaj flavonoida i
nizak sadrzaj fenola, relativno umeren FRAP 1 DPPH 1 visok kapacitet za
uklanjanje ABTS" radikala.

e Genotip L-80 se moze predloziti kao najtolerantniji prema niskom pH.

e Koncentracija NaCl od 100 mM dovela je do inhibicije rasta izbojka i korena,
kao 1 sveze mase. Takode, doSlo je do smanjenja sadrzaja fotosintetiCkih
pimenata, smanjenje sadrzaja ukupnih fenola 1 ukupnih flavonoida, povecanja
sposobnosti neutralizacije ABTS® i DPPH" radikala, povecanja sadrzaja
natrijuma, smanjenja sadrzaja kalijuma, magnezijuma i1 odnosa kalijuma i
natrijuma u izbojcima istrazivanih genotipova bele topole. Na ovoj podlozi
ostvarena je i najjasnija diferencijacija ispitivanih genotipova, sto je preporucuje
za dalja istrazivanja tolerantnosti prema zaslanjenosti.

e Koncentracija od 150 mM delovala je letalno na istrazivane genotipove, dok
podloge sa koncentracijom NaCl nizom od 100 mM nisu ispoljile statistic¢ki
znacajan uticaj kod vecine istraZivanih parametara.

e Genotip L-80 je sa genotipom Villafranca ostvario najveée vrednosti za visinu
izbojka 1 broj korena, a istakao se i kao genotip koji je imao najduzi koren, visok

procent prezivljavanja i skoro 100% oziljavanje na podlozi sa 100 mM NaCl. S'
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obzirom na visoku akumulaciju biomase izbojka i korena, slabu reakciju
parametrima sadrzaja fotosintetickih pigmenata, nizak sadrzaj fenola, visok
sadrzaj flavonoida i visoku sposobnost neutralizacije ABTS" radikala, moze se
zakljuciti da je ovaj genotip najtolerantniji prema zaslanjenosti.

e Na podlozi sa 50 g/L PEG zabelezen je najjaci inhibitorni efekat suse na
morfoloSka svojstva, svojstva biomase 1 svojstva sadrzaja fotosintetickih
pigmenata. U odnosu na kontrolnu podlogu, zabelezeno je i povecanje svih
ispitivanih biohemijskih parametara izuzev ukupnog sadrzaja flavonoida.

e Najbolja diferencijacija genotipova prema susi, dobijena je na podlozi u kojoj je
politetilen glikol dodat u koncentraciji od 50 g/L, §to preporucuje ovu podlogu
za dalja istrazivanja tolerantnosti prema susi.

e Pozeljne osobine koje bi na podlozi sa 50 g/l PEG trebao da pokaze genotip
bele topole za uzgoj u suSnim uslovima su: visoke vrednosti morfoloskih,
parametara biomase 1 fotosintetickih parametara, nizak sadrzaj ukupnih
flavonoida i umeren porast ostalih biohemijskih parametara.

e Genotip L-80 se prema ispitivanim parametrima pokazao kao najtolerantniji
prema susi.

e (Odgovori istrazivanih genotipova praceni biohemijskim parametrima su bili
sliéni ili isti u sluaju svakog abiotickog faktora: povecan sadrzaj ukupnih
fenola, smanjen sadrzaj ukupnih flavonoida, povecana sposobnost redukcije
gvozda, povecéana sposobnost neutralizacije ABTS" i DPPH" radikala.

e Genotip L-80 je pokazao bolje rezultate prema vecini istrazivanih parametara,
posebno u odnosu na referentni genotip Villafranca.

e Rezultati in vitro testova u ovoj disertaciji upucuju na to da ispitivani parametri
mogu biti indikativni za izbor genotipova bele topole tolerantnih na abioticke
¢inioce. Stoga bi buduca istrazivanja trebalo usmeriti na ispitivanje vece grupe
genotipova 1 vrsta, a procenu njihove tolerancije na abiotiCke ¢inioce izvrSiti

primenom sli¢ne ili iste metodologije.
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