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

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

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



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

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

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

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

AB

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

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

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

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

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



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

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

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

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

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

1.1. Sistematika Secerne repe

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

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

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

1.2. Poreklo Secerne repe i rasprostranjenost

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

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

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

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

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

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

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

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

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



1.4. Uticaj nedostatka vode na proizvodnju Seéerne repe

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

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

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



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

1.5. Moguénosti prevazilaZzenja problema nedostatka vode

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

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



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

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

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

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

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



1.6. Primena biljne biotehnologije u povecanju otpornosti biljaka prema

nedostatku vode

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

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

PCR tehnika se primenjuje i kod npr. umnozavanja ponavljaju¢eg motiva i detekcije
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njegovog polimorfizma, kvantitativne analize prisustva genetske modifkacije u hrani,

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

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

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

3.1. Tolerantnost Se¢erne repe prema nedostatku vode

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

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

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

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

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

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

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

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

3.2. Hemijske reakcije Secerne repe na uslove stresa

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

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

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

3.3. Akumulacija prolina

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

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

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

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

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

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

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

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

3.4. Molekularni aspekti tolerantnosti prema susi

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Osim toga, interakcije izmedu ABA i drugih fitohormonskih signala treba da
budu bolje objasnjene. Sa brzim razvojem genomske tehnologije i statistickim
analizama, postoji povecan interes za koriS¢enje strategije mapiranja za identifikaciju
gena u osnovi kvantitativnih ili kompleksnih osobina koji imaju poljoprivredni ili
evolucioni znaaj (Qin et al., 2011). KoriS¢enje sekvenci genoma i informacija
pojedinacnog nuklearnog polimorfizma (SNP), mapiranje bazirano na povezivanju
neekvilibrijumskih analiza prirodno varijabilnih populacija moze da resi kompleksne
osobine na nivou sekvence i genoma (Zhu et al., 2007). Istrazivanja genomskih skupina
(GWAS) pokazala su se kao dobra komplementarna alatka za tradicionalna biparentalna
ukrstanja i strategije mapiranja. GWAS od 107 fenotipova Arabidopsis-a koriste¢i 191
razli¢it genotip su obezbedili kandidat gene za dalje studije (Atwell et al., 2010). Huang
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et al., 2010 sekvencionisali su 517 genoma linija pirin¢a, obuhvatajuci i sprovodeéi
GWAS za 14 agronomskih osobina, ukljucujuci i otpornost prema susi. Jos jedan veliki
izazov je kako primeniti znanje na poboljSanje tolerancije useva na uslove stresa.
Klasi¢na genetika ukazuje na to da je tolerancija biljka prema abiotickom stresu
kontrolisana od strane vise lokusa, i svaki doprinosi neznatnom efektu gena (minor
geni), dakle, manipulacija glavnim regulatornim genima, biotehnoloskim metodama, se
smatra efikasnijom od konvencionalnih strategija selekcije u kojoj je tesko razdvojiti
negativnu vezu mnogo lokusa u jednom trenutku. Ipak, i dalje postoji veliki jaz izmedu
osnovnih istrazivanja i Stvaranja useva tolerantnih na stres. Standardni testovi,
ukljucujuéi skrining metode, razlikuju se od Arabidopsis-a zavisno od vrste useva.
Odgovarajuce procene tolerancije useva na uslove stresa treba da budu uspostavljene u
skladu sa aktuelnim zahtevima poljoprivredne proizvodnje. Neki pionirski radovi su
izvrSeni u stvaranju biljaka tolerantnih na stres i testiranih u polju, kao §to je transfer
ZmNF-YB2 i NF-Y gena, kod transgenog kukuruza, i upotreba SNAC1, NAC-tip TF
kod pirin¢a, s ciljem pobolj$anja tolerancije na susu (Hu et al., 2006, Nelson et al.,
2007). Ova vrsta istrazivanja je dragocena ne samo zato §to je usmerena na
poljoprivredno vazne Kulture ve¢ i zato Sto procenjuje poboljSane osobine pod stvarnim
proizvodnim poljskim uslovima. Potencijal prinosa je primarna briga proizvodaca.
Medutim, postoji problem izmedu visokog prinosa i tolerancije na stres. Strategijama
koje prostorno i vremenski ograni¢avaju transgene ekspresije koris¢enjem specificnosti
tkiva i stres-indukovanih promotora (Sakuma et al. 2006a, Nakashima et al. 2007)
potrebno je omoguciti kombinaciju tolerancije na stres sa visokim potencijalom
rodnosti, izbegavaju¢i negativne efekte gena stresa na rast biljaka pod povoljnim
uslovima. Alternativno, nekoliko osobina, poput jakog korenovog sistema, visoke
efikasnosti koris¢enja vode i fleksibilnog osmotskog prilagodavanja, moze se integrisati
sa potencijalom prinosa. Da bi se postigla kombinacija visokog prinosa i tolerancije
prema stresu u jednoj sorti neophodno je uspostaviti vezu kompatibilnosti razvoja
individualnih osobina i medusobne reakcije. Saradnja medu biljnim molekularnim
biolozima, fiziolozima i selekcionerima je obavezna. Prethodni radovi u pogledu
identifikacije gena 1 funkcionalne karakterizacije je izvrSena od strane molekularnih
biologa, fotosintetski gubici, pokreti stoma 1 osmotska prilagodavanja u stresnim
reakcijama su tema za stru¢njake iz fiziologije biljaka. Prikupljanje izvora tolerantnosti i
procenu treba da vrse selekcioneri. Transformacija i povezivanje znanja u krajnjem

proizvodu zahteva njihovu usku saradnju (Qin et al., 2011).
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4. MATERIJAL | METOD RADA

4.1. Biljni materijal

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

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

osetljiv, 5-tolerantan)

Genotip  Ocena u polju

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

4.2. Eksperimentalne metode

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

Odeljenje za Secernu repu.
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4.3. Eksperiment u polukontrolisanim uslovima

4.3.1. Gajenje biljaka

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

materijala za analizu fizioloskih i molekularnih parametara.

4.3.2. FizioloSki parametri

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

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

Uzorci zemlje mase 100-150g su uzeti iz posuda u kojima su gajene biljke u
polukontrolisanim uslovima i suSeni su do konstantne mase u susnici na tempraturi 105-
130°C. Vlaznost zemljista je izraCunata pomocu obrasca:

My — Msyy i
% vlaznosti zemljista= —————— * 100, (Culafi¢ i sar., 1992).,
My

my-masa uzorka pre susenja

Mgy~ masa uzorka nakon susenja

b) Sadrzaj vode / suve materije u biljnom materijalu

U biljnom materijalu % suve materije je odreden tako Sto su uzorci suSeni u
susnici do konstantne mase na temperaturi od 105-130°C.
Sadrzaj suve materije u razli¢itim organima (koren, stablo, list) je izra¢unat pomocéu
obrasca :

My - Mgyy
% suve materije= 100 - Myl *100,

my-masa uzorka pre susenja,

Msyy- masa uzorka nakon suSenja

) Relativan sadrzaj vode (RWC)

Relativan sadrzaj vode (RWC) predstavlja procenat trenutne koli¢ine vode u

biljnom tkivu u odnosu na koli¢inu vode u potpuno turgescentnom istom tkivu. On se
odreduje na osnovu trenutnog sadrzaja vode u biljnom tkivu, maksimalnog sadrzaja
vode (dobijenog kvaSenjem tkiva) i sadrzaja suve materije.
Kruznim noZem je iseCeno 15 diskova lista i izmerena im je masa. IseCci su potopljeni u
posudu sa destilovanom vodom i ostavljeni 3-4 Casa. Visak vode sa povrSine listova je
otklonjen filter hartijom, a potom je merena masa isecaka. Isecci su suSeni u susnici do
konstantne mase na temperaturi od 105-130°C do apsolutno suvog stanja (Maksimovi¢ i
Pajevi¢, 2002).

RWC je izracunat prema obrascu:
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masa iseCaka na pocCetku ogleda —masa apsolutno suvih isecaka

RWC =
masa iseCaka potpuno zasi¢enih vodom — masa apsolutno suvih isecCaka

d) Parametri fluorescencije hlorofila (Fo, Fin, Fv, Fu/Fm i t112)

Efekat stresa izazvan nedostatkom vode uti¢e na inhibiciju transporta elektrona
kroz PSII.

Ocitani su parametri: Fo, Fm, Fy, FW/Fn 1 ty2 pomocu stres metra (PSM,
BioMonitor S.C.I. AB). Na osnovu vrednosti F,/Fn, uporedeni su genotipovi prema
fotosintetskim karakteristikama. PSM hlorofil fluorimetar belezio je parametre brzine
gaSenja fluorescencije sa listova koji su prethodno adaptirani na uslove mraka. Uz
pomo¢ crnih kiveta koje su postavljene kao lake $tipaljke zamraceni su delovi liski sa
kojih je kasnije merena kinetika indukcije fluorescencije. Listovi su adaptirani na mrak
~15 minuta Sto je dovoljno da svi reakcioni centri u fotosistemu II budu otvoreni.
Svetlost (drugog stepena (postoji 4) koja odgovara kvantu svetlosti magnetnog polja od

2 ) je dovedena do kivete na povrSini liske svetlosnim vodi¢em i

100 pmol m’
istovremeno svetlost poreklom od fluorescencije hlorofila se drugim optickim vlaknom

vodi do fotodetektora koji je povezan sa strujnim pojacivacem.

e) Koncentracija slobodnog prolina

Otpornost genotipova prema uslovima suse i osmotskog stresa ceni se i prema
sposobnosti nakupljanja slobodnog prolina (Taylor, 1996). Odredivanje koncentracije
slobodnog prolina vrseno je kod biljaka gajenih u in vitro i u in vivo uslovima
(Bates,1973). Odmeren je 1g svezeg biljnog materijala koji je potom homogenizovan u
prisustvu 10ml 3% sulfosalicilne kiseline. Homogenat je potom profiltriran. Napravljena je
reakciona smeSa (2ml filtrata, kiselog ninhidrinskog reagensa 1 glacijalne sircetne kiseline).
Reakcija je nastavljena u vodenom kupatilu, 15 minuta na 100°C. Epruvete su zatim
premestene na led da bi se reakcija prekinula. Bojeno jedinjenje je ekstrahovano toluolom
(4ml) da bi se slojevi razdvojili. Kad je rastvor doveden na sobnu temperaturu sloj toluola
je preneSen u kivetu za spektrofotometrisanje. Vrednosti su ocCitane na spektrofotometru
Beckman, USA Duferies 60, na A=520 nm. Dobijene vrednosti su ocitane sa standardne
krive kao koncentracija prolina u pig u 2ml rastvora. Sadrzaj prolina je izraCunat na osnovu

obrasca:
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X-5
Sadrzaj prolina= —— (pg-g'lsveie mase)
odvagaug
gde je X — koncentracija prolina o¢itana sa standardne krive u pg prolina u 2mil

5 — razblazenje pri ekstrakciji (1g u 10 ml, i od toga je 2 ml uzeto za reakciju i

dalje ekstrahovanje toluolom)
f) Lisna povrsina

Lisna povrsina (LP) je izmerena automatskim fotoelektricnim mera¢em LI1-3000
(LI-COR, USA).

g) Koncentracija pigmenata hloroplasta (hl a, hl b, car, hl a+b)

Za analize su koris¢eni najmladi potpuno razvijeni listovi biljaka kontrolnog
tretmana. Odredivanje koncentracije pigmenata hloroplasta vrSeno je merenjem
apsorpcije svetlosti na spektrofotometru Beckman, USA Duferies 60 pri odgovarajué¢im
talasnim duzinama (662, 644 i 440 nm) (Wellburn, 1994) u acetonskom ekstraktu.
Svakoj wvrsti pigmenata u acetonskom ekstraktu odgovaraju specificni molarni
apsorpcioni koeficijenti (Holm, 1954; Wettstein, 1975).

Koncentracije pigmenata su odredene na osnovu sledec¢ih obrazaca:
e koncentracije pigmenata u acetonskom rastvoru (mg/l):
Ca=9.784- A662 - 0.990- A644

Cp=21.426- A644 - 4.650 -A662

Crar = 4.695- A440 - 0.268: (C, + Cyp)

Ca+b =5.134- A662 +20.436- A644

A=oclitanje apsorbance na spektrofotometru; 9.784, 0.990, 21.426....=molarni
apsorpcioni koeficijent (Holm, 1954)

e koncentracija pigmenata (mg-g” mase sveZeg lista):

CxV-R

m-1000
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C - koncentracija pigmenta u listu; Cx (HI 5, HI p, kar) - koncentracija pigmenta u
ekstraktu (mg dm™); V - zapremina ekstrakta (25 ml); R - faktor razblazenja (ukoliko je
ekstrakt razblazen pre ocitavanja apsorbance); m - masa uzorka u g, 1000 - faktor za

prevodenje g u mg;

4.4. Eksperiment u uslovima in vitro

Za svih 11 genotipova Secerne repe odreden je i1 sadrzaj slobodnog prolina na
nacin kako je prikazano u odeljku 4.3.2.e) iz uzoraka dobijenih kulturom tkiva.
Na slede¢i nacin su genotipovi Seéerne repe gajeni u uslovima in vitro: semenke
testiranih genotipova su potopljene 30 minuta u 1 M NaOH, a zatim su ispirane 30
minuta u destilovanoj vodi. Po skidanju periderma u Petrijevim kutijama, seme je
prebaceno u vegeglas u 70% alkohol u trajanju od 3 minuta. Alkohol je potom oceden i
sipana je 2x destilovana voda, a potom je seme zasejano u podlogu za mikropropagaciju
(Mezei et al., 2006). Koris¢ena je MS osnovna podloga (Murashige and Skoog, 1962) sa
0.3 mg/l BA (benzil adenin) i 0.01 mg/l GAs (giberelinska kiselina). Svake tri nedelje je
radena subkultivacija sa ciljem dobijanja dovoljnog broja aksilarnih izdanaka (64),
podjednake veli¢ine. Dobijeni aksilarni izdanci su postavljeni na podlogu za
mikropropagaciju sa 0%, 3% i 5% polietilen glikola (PEG 6000, Duchefa, Holandija) na
kojoj su gajeni Cetiri nedelje, a potom su vrSene analize.
Odredivana je sveza masa izdanaka, sadrzaj suve materije i koncentracija slobodnog
prolina. Tokom ispitivanja uzorci su ¢uvani u klima komori na temperaturi 21 — 23°C,

sa fotoperiodom 16 h svetlo i 8 h mrak.

4.5. Analiza promena u ekspresiji gena povezanih sa vodnim reZimom
U ovom eksperimentu ispitivane su promene u ekspresiji gena u listovima

SeCerne repe uzetim pet dana nakon prestanka zalivanja. Kandidat geni su odabrani iz
literature (Tabela 4.5.).
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4.5.1. Ekstrakcija genomske DNK

Genomska DNK je ekstrahovana (Shure et al., 1983) iz 1g tkiva listova uzetih iz
biljaka kontrolne grupe. Odmereni materijal je ekstrahovan sa 1,5 ml izolacionog pufera
(4M NaCl; 1M TRIS pH 7.5; 0.5M EDTA; 5% Na-lauril sarcosine; 20% SDS); 1.5 ml
10M uree; 150 pl fenola uz dodatak 3ml fenol/hloroforma, pH 8. Nakon centrifugiranja
7 min na 3000 rpm, DNK je istalozena dodavanjem 0.7 vol izopropanola. Posle
centrifugiranja talog DNK je ispran i rastvoren u TE8. Kvalitet izolovane DNK je
proveren merenjem opti¢ke gustine na 260, 280 i 230 nm (Beckman, USA Duferies 60
spektrfotometar).

4.5.2. Ekstrakcija informacione RNK

Informaciona RNK je ekstrahovana iz 100 mg najmladih potpuno razvijenih
listova secerne repe izloZene tretmanu kao i kontrolnih biljaka. Koriséen je Quiagen
74904 kit za ekstrakciju RNK iz biljnih tkiva (RNeasy Plant Mini Kit 50). Ekstrakcija
iRNK je izvedena prema uputstvu proizvodaca. Kvalitet iRNK i koncentracija su
odredeni merenjem opticke gustine kao §to je opisano kod ekstrakcije genomske DNK.
Izolovana iRNK je tretirana DN-azom da bi se eliminisala DNK koja je eventualno
koekstrahovana tokom izolacije iRNK. Reakcija je izvedena na slede¢i nacin: 3 pl

IRNK koncentracije 5 pg/ml tretirano je sa 7 ul reakcione mesavine (tabela 4.2).
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Tabela 4.2. Sastav reakcione meSavine za tretman DN-azom

komponente ul
pufera (za DN-azu) 1
RNK sin 0.5
Dnase | 0.5
vode Rnase free 5

4.5.3. Sinteza cDNK

Sinteza cDNK je uradena koris¢enjem Applied biosystem 4368814 kita (High-
Capacity cDNA reverse Transcription Kits) za reverznu transkripciju. Sinteza cDNK je
izvedena prema uputstvima proizvodaca. Reakcija reverzne transkripcije se odvijala 10
min na 25°C, 120 min na 37°C, a zatim 5 sek na 85°C.

4.5.4. Amplifikacija kandidat gena

Dobijena cDNK je kori$¢ena kao matrica u PCR reakcijama sa specificnim prajmerima.

Sastav PCR miksa je prikazan u tabeli 4.3.

Tabela 4.3. Komponente za pravljenje PCR miksa

Komponente koncentracija ul
Tag. Polimerase 1u/pl 0.2
Taq. Puf. (NH4)2804 2
MgCl, 25 mM 1.2
BSA 1 mg/mi 1
Pri 10 pmol/ pl 2
Pr2 10 pmol/ pl 2
dNTP mix 1,25 mM 2
voda 7.8
cDNK 2
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Tabela 4.4. Uslovi amplifikacije za specifi¢ne prajmere (temperature navedene u tabeli
4.5.)
korak Temp°C  Vreme

1 94 5 min

2 94 20 sek

3 60/58/54 30 sek 35 ciklusa
4 72 30 sek

S 72 5 min

6 4 0

Produkti reakcija su razdvajani na 1.8 % agaroznom gelu.

Kao standard (M) je koris¢ena SERVA DNK Standard 100bp DNK lestvica.

Jedanaest odabranih kandidat gena su homologe probe (BI096135, BI543470,
BI1096135, AW697770, BI543640, BG932913, BI096146, BQ060651, BF011094,
B1096078, BF011254), odabrana je i po jedna heterologna iz kukuruza (X15290),
lucerke (B1543243) i mrkve (B1073246) (tabela 4.5.).

31



Tabela 4.5. Fragmenti korisc¢eni za testiranje templejta Secerne repe

http://www.ncbi.nlm.nih.gov

s
22 §
i . . = B . Izvor
+— © +~—
é Prajmer (levi i desni) é"—% z % o E’ Homologija podataka
=2 8 [~ N
g P5 58 588
= S| » g O& >
1L GAGGETTITCTCOGETTETTC Seéerna repa,transkript koji ima De los Reyes
1 54 628 BI543470 homologiju sa genom koji kodira et al. (2000)
1RAATGAGCCATTCGCAGTTTC dehidrin
3L TCAGTAAAATGAGCAGCTCTAAGE Seéerna repa, lucerka, gen koji De los Reyes
3 54 303 BI543243 kodira protein, a ¢ija je ekspresija et al. (2000)
3RTCCATAATTTTGTGGTTCAACATC . Lo
izazvana hladno¢om i suSom
AL CAACCATGAAATTCCOATCA Seéerna repa, gen koji kodira De los Reyes
4 54 551 BI096135 dehidrin cistein proteinazu, a ¢ija et al. (2001)
4RCTCGGACAAGGAGGTCATGT . e y
je ekspresija izazvana susom
5L TCTCTCCTCOCTCTGAACCA Seéerna repa i Arabidopsis, gen De los Reyes
5 54 524 AWG697770 koji kodira protein, a ¢ija je et al. (2000)
5RCAGGAAGAGCCGTCCAAATA .. .
ekspresija izazvana suSom
L CAACACCCAARAGAGCTCCA Seéerna repa i Arabidopsis, gen De los Reyes
6 54 541 BI543640 koji kodira protein, a ¢ija je et al. (2001a)
6RCCAGCTTCGGTTAAAGCATA . .
ekspresija izazvana suSom
7L AACACGATCOAGCACACAAG Zea mays transkript koji ima Close et al.
7 7ROCCACTCOCAAGTGCTGTAT 54 816 X15290 homologiju sa genom koji kodira  (1989)
dehidrin (MRNA za dehidrin)
Secerna repa, Arabidopsis i De los Reyes
9 9LTTCGGTATTATTTGCGTTGAGA 54 327 BG932913 Sorghvgm sekvenca kpja odggvara etal. (2001)
9RTTGTCAGCGTTACGATCAGC genu Cija se ekspresija povecava u
uslovima nedostatka vode
Secerna repa i Arabidopsis De los Reyes
10 10L CTCCTCCTCCAATTTCTCAA 54 507 BIO96146 sekvencakgyiodggvanigenugga, et al. (2001)
10RGTGACACCACGAGCCACAT se ekspresija povecava u uslovima
nedostatka vode
11LGCACGAGGTCTCTCTCTACTTTT Seéerna repa, odgovara genu koji ~ De los Reyes
1 11RCATTGATAGCTGGCAAAACG 54 203 BQO60651 kodira fruktozu-bisfosfat aldolazu et al. (2000)
2L TTCAAGAAGGGAAGGCTCAA Secerna repa, transkript koji De los Reyes
12 54,58 604 BF011094 odgovara genu koji kodira protein et al. (2000)
12RCGTTCATTGGGTTGAATATCG . .
specifi¢an za list
131 CAATTCCCCTTCOAAAAACA Seéerna repa, gen Gija je De los Reyes
13 54 581 BI096078 ekspresija indukovana prisustvom et al. (2001)
13RGCTAAACCAAACCCATGTGC fosfata
Seéerna repa i mrkva, gen koji De los Reyes
14 14LACGAGGAACAAATCCACACC 54,60 636 BI073246 kodwag“kppnﬂmn,acualé et al. (2001)
14RCAACACCAGGTCGATGTTTG ekspresija izazvana mehaniCkom
povredom
15 L COaTTOATCAAGATGGAGGA Seéerna repa, gen koji kodira De los Reyes
15 58 524 BF011254 protein, a ¢ija je ekspresija et al. (2000)

15RCCCTTGAGCTCCATAGTTGC

izazvana auksinom
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4.6. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka je izvrSena koriS¢enjem programa STATISTICA

10.0.
Analiza varijanse je primenjena, za podatke hlorofila koris¢ene su MCMCglmm
(Hadfield (2010) Metode. Koris¢en je Paket R koji koristi Montecarlo metode, URL
http://www.jstatsoft.org/v33/i02/). Ovaj paket, je jednostavan i replikuje neke funkcije
odgovaraju¢eg softvera asreml, koji je specijalizovan za meSovite modele, te za
istrazivanja u poljoprivredi.

Sredine nivoa tolerantnosti na vodni stres u poljskim uslovima i rezultati
odgovora genotipova pod razli¢itim tretmanima su prikazani meSovitim modelom,
ukljucujuci genotipove kao slucajni faktor i nivo tolerancije usled stresa i/ili tretmana
(zalivan/nezalivan tretman ili PEG koncentracija), kao osnovni faktor. Efekti vodnog
stresa u in vitro ogledu i polju na suvu masu, sadrzaj vode i produkciju prolina u uzorku
testiranih genotipova uporedeni su u smislu veli¢ine efekta (razlike izmedu stresa i
kontrole podeljene standardnom devijacijom na osnovu odgovora promenljivih). U ovu
svrhu u in vitro eksperimentalnim podacima je takode analiziran efekat, ali samo na
kontroli (0% PEG) i 5% PEG, kao faktor koji odgovara stresu u eksperimentu u
stakleniku. Logaritamske transformacije su koris¢ene kod analize vrednosti produkcije
prolina kako bi se premostila velika varijabilnost podataka i normalizovala distribucija.
Zbog velike varijabilnosti u podacima kod pojedinih parametara su osim logaritamske
radene i transformacije po Dzonsonu pomoc¢u programa Minitab.

Intervali poverenja za postavljene sredine izracunati su kao kvanti simulirane
raspodele ocekivanih vrednosti odgovora. Analize su uradene sa R (R Development
Core Team, 2012), Ime4 (Bates et.al., 2011) i ggplot2 (Wickham, 2009) paketom.
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5. REZULTATI RADA

5.1. Diferencijacija genotipova $ecerne repe na osnovu fiziolo$kih testova u

polukontrolisanim uslovima

Genotipovi Secerne repe koji su koris¢eni u eksperimentu u polukontrolisanim
uslovima su vrlo razli¢ito reagovali na petodnevni nedostatak vode (slika 5.1.).

Opadanje turgora u razli¢itoj meri je bilo zastupljeno kod svih genotipova.

Slika 5.1. Genotipovi Se¢erne repe gajeni u polukontrolisanim uslovima

(leva posuda-kontrola; desna posuda-tretman)

U polukontrolisanim uslovima u stakleniku analizirani su: koncentracija
hlorofila a (hl a), hlorofila b (hl b), hlorofila a+b (hl a+b), karotenoida, lisna povrsina
(LP) i broj listova. Ovi parametri predstavljaju genotipske karakteristike testiranih
uzoraka kod kojih se nisu ocekivale znacajne promene u uslovima kratkotrajne suse. 1z
tog razloga su odredeni samo na biljkama kontrolne grupe (tabela 5.1.). Jedino se broj
listova znacajnije razlikovao kod kontrole i kod tretmana, pa je zato i nadalje analiziran

u eksperimentu u polukontrolisanim uslovima.
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Tabela 5.1. Prose¢ne vrednosti koncentracije hl a, hl b, karotenoida, hl a+b, broja

listova i lisne povrsine

. hl b car Broj 2
Genotip hla (mg-g™ suve mat) hl a+b listova LP (cm?)
1 11,70 3,68 4,39 15,38 11,00 463,49
2 6,87 2,20 2,59 9,07 15,00 414,24
3 6,37 2,04 2,43 8,40 15,67 362,52
4 6,74 2,02 2,38 8,75 14,00 522,67
5 5,74 1,77 2,09 7,50 13,00 514,47
6 7,34 2,37 2,42 9,71 14,00 928,69
7 7,90 2,59 2,52 10,49 15,33 505,12
8 9,01 2,91 2,77 11,92 11,33 1099,89
9 7,64 2,61 2,36 10,25 12,67 938,83
10 8,03 2,47 2,59 10,51 15,33 744,51
11 8,19 2,59 2,70 10,78 14,00 588,03

Kako su koncentracije pigmenata i LP izmedu genotipova veoma varijabilne i

nisu imale standardnu normalnu distribuciju izvrsena je transformacija podataka po

Dzonsonu. Nakon toga su ustanovljene razlike medu genotipovima za koncentracije

pigmenata (slika 5.2. i tabela 5.2.).
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Slika 5.2. Dijagram razdvajanja genotipova na osnovu koncentracije pigmenata i lisne

povrsine za originalne (A) i promenljive normalizovane po Dzonsonu (B)

Koncentracija hl a+b, karotenoida i lisna povSina su testirane analizom varijanse
i odredeni su koeficijenti korelacije za ove parametre (tabela 5.2.). Visok pozitivan

koeficijent korelacije je dobijen za koncentraciju hl a+b kod testiranih genotipova.
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Tabela 5.2. Analiza varijanse za koncentraciju pigmenata (hlorofil a+b i karotenoidi) i

lisnu povrSinu

Matrica varijanse-kovarijanse Intraklasni koeficijent korelacije
Parametar Karotenoidi Hlorofilatb ~ Lisna povr§ina Mod 95% HPD interval
genotipovi
Karotenoidi 0.736 0.717 0.462 0.896
Hlorofil a+b 0.607 1.100 0.917 0.789 0.971
Lisna povrSina -0.038 0.173 0.834 0.696 0.411 0.880
unutar genotipova
Karotenoidi 0.379
Hlorofil a+b 0.057 0.172
Lisna povrSina -0.032 -0.006 0.475

HPD interval (highest probability density)-interval pouzdanosti u kom ¢e se sa 95% verovatnoée nalaziti vrednost

parametra

Koeficijenti korelacije su veoma visoki za ove parametre sto je i o¢ekivano, kao
I kovarijansa izmedu karotenoida i hlorofila a+b.
Analizom komponenti varijanse omogucéena je procena varijanse-kovarijanse

izmedu 1 unutar genotipova, Sto je prikazano u tabeli 5.3.

Tabela 5.3. Analiza komponenti varijanse i korelacije izmedu koncentracija pigmenata i

lisne povrsine (LP).

varijanse/ oo ometri hla hib  kar.  LP  IcCc icc . PP
korelacije interval
hlorofil a 2,42 0,49 0,53 -0,09 0,89 0,77 0,97
Izmedu hlorofil b 0,57 0,54 0,38 -0,05 0,73 054 0,92
genotipova  karotenoidi 0,68 0,23 0,68 0,03 0,78 0,60 0,93
lisna povrSina  -20,42 -5,13 404 21107,19 0,76 0,53 0,96
hlorofil a 0,31 -0,22  -0,13 0,32
Unutar hlorofil b -0,05 0,20 0,23 -0,36
genotipova  Kkarotenoidi -0,03 004 018 0,18

lisna povrsina 13,76  -12,74 5,95 6140,32

(ICC-intraklasni korelacioni koeficijent; HPD interval (highest probability density)-interval pouzdanosti u kom ¢e se
sa 95% verovatnoce nalaziti vrednost parametra. Varijanse su na glavnoj dijagonali (boldovane), kovarijanse u

donjem levom trouglu, dok su korelacije prikazane u gornjem desnom uglu)

Koncentracije pigmenata su medusobno u pozitivnoj korelaciji, tako da svaki od
njih, ili njihov zbir moze da se Koristi u daljim statistickim analizama. Lisna povr$ina

nije uporedena sa rezultatima koncentracije pigmenata, jer pigmenti i lisna povrsina
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pokazuju visok intraklasni koeficijent korelacije, sto je znak genotipske heterogenosti za

ove parametre.

Genotipska odstupanja za lisnu povrsinu i hlorofil b su obrnuto proporcionalna i

prikazana su u dijagramu rasturanja na slici 5.3.
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Leaf area - log scale

Slika 5.3. Devijacije genotipova za lisnu povrsinu i hlorofil b

(leaf area-lisna povrsina; chlorophyll B-hlorofil b; log scale-promenljive nakon logaritamske transformacije, measure

scale- originalne promenljive)

Kako je utvrdena velika heterogenost podataka za lisnu povrSinu (LP) 1
koncentraciju hl b (tabela 5.1.) uradene su i logaritamske transformacije originalnih
podataka (oznaka log) Sto je prikazano u levom delu slike 5.3. Transformacije nisu dale
ocekivani rezultat, ali su bile neophodne. Dva genotipa (7 i 8) imaju vise od prosec¢nih
ocena za obe osobine, nize od prose¢nih ocena za obe osobine imaju genotipovi 2 i 5,
dok ostali imaju visoke rezultate za jednu od osobina i prosecne s druge strane (11 i 10
za lisnu povrsinu, 1 za hlorofil b).

Kako je cilj eksperimenta bio da se ustanove fizioloski parametri koji su kod
SeCerne repe najrelevantniji za utvrdivanje sposobnosti podnosenja nedostatka vode u
nastavku su prikazani parametri za koje se smatra da imaju takav potencijal.

Na osnovu testiranih parametara (relativni sadrzaj vode (RWC), % suve materije (SM)
lista, stabla i korena, % vlage u zemljistu na kom su biljke gajene i sadrzaj slobodnog
prolina) ustanovljene su razlike izmedu genotipova (tabela 5.4.), kao i razlike izmedu

kontrolnih i biljaka izloZenih tretmanu (slika. 5.4. 1 5.5.).
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Tabela 5.4. Prosec¢ne vrednosti relativnog sadrzaja vode (RWC), % suve materije (SM)

u listu, stablu i korenu, % vode u zemlji$tu i sadrzaj slobodnog prolina kod mladih

biljaka Secerne repe

2 g 2 _
2 5 2 8 8 2z E&
S £ @) s = = 8= £
5 @ = ) n w >g 353>
o [ x X = S XX a3
1 kontrola 78,75 9,15 8,38 16,74 34,76 109,01
susa 50,67 16,65 11,53 20,64 15,10 318,74
2 kontrola 74,57 9,20 8,18 15,49 38,17 75,86
susa 40,60 28,40 17,19 23,17 23,20 7793,79
3 kontrola 84,46 10,04 8,36 11,38 40,57 33,83
susa 58,04 12,24 8,10 14,75 11,88 381,21
4 kontrola 78,24 10,10 9,28 17,50 34,62 70,27
susa 63,32 19,71 12,93 21,93 13,94 3599,94
5 kontrola 81,89 12,74 10,87 21,27 35,39 113,38
susa 56,19 20,34 17,25 26,65 11,46 774,61
6 kontrola 81,98 11,57 10,05 16,33 30,40 118,18
susa 61,82 22,42 13,64 16,28 27,87 2060,34
7 kontrola 63,87 10,00 9,13 16,58 41,07 72,67
susa 58,84 15,71 950 22,49 17,59 639,26
8 kontrola 81,42 11,05 10,82 20,13 38,90 94,50
susa 7458 12,63 13,23 24,16 24,08 378,79
9 kontrola 86,71 11,43 13,02 20,24 40,17 133,20
susa 81,67 11,07 11,16 20,12 35,19 242,24
10 kontrola 87,23 11,52 10,58 21,35 40,62 100,07
susa 74,37 12,05 10,68 21,67 20,54 133,66
11 kontrola 82,51 11,17 10,57 19,11 44,26 87,85
susa 76,56 8,74 7,23 11,52 21,90 160,83

(RWC-relativni sadrzaj vode, %SM-%suve materije)

Zbog velike varijabilnosti podataka i odstupanja od normalne raspodele

analiziran je uticaj razli¢itih transformacija originalnih eksperimentalnih podataka na

konacan zakljucak.
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Povezanost izmedu dve promenljive oznacena je uglom izmedu njih (veéi ugao
je ukoliko su vrednosti sli¢nije) i prikazan je profil za svaki genotip. Poligoni
predstavljaju skupove oznaka za svaki genotip. Polja u dijagramu su skup parametara za
svaki genotip.

Pozitivan koeficijent korelacije je ustanovljen kod parametara postavljenih na
glavnoj osi viSe horizontalno (broj listova, % SM, RWC), dok su % SM lista i sadrzaj
prolina u pozitivnoj korelaciji medusobno i negativnoj sa prethodna tri parametra.
Druge glavne ose (blize vertikalno postavljene) predstavljaju amplitudu za % SM
korena i % SM stabla i takode imaju pozitivan koeficijent korelacije. Genotipovi se
mogu grupisati, u zavisnosti od mesta gde se nalaze u odnosu na osu koja ih diferencira:
(1,4,7), 2 (6,3,8,11), (9,10) i 5 mogu biti podeljeni na glavnoj vertikalnoj osi u grupe na
osnovu sli¢nosti kod analiziranih parametara, dok genotipovi (3,6), (8,9,10,5), i ostatak
na drugoj osi. Razdvajanje genotipova je u ovom sluéaju prihvatljivije sa originalnim
varijablama, jer se genotipovi na taj na¢in mogu jednostavnije izdiferencirati.
Genotipovi se mogu razdvojiti na osnovu merenih parametara dobijenih u eksperimentu
u polukontrolisanim uslovima i isticanjem tretmana (slika 5.5.). Bolje razdvajanje

genotipova je dobijeno primenom transformacije po DZonsonu.
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podwroot
chaproli

pocha

nleaf

a1

pocwleaf

Jpodw

jpcdwileaf

rwc-relativni sadrzaj vode;

jpcdwiroot

pcdw-% suve materije;

jpcdwistern derOli-prOlin;
pcdwleaf-% suve materije lista;

Jjohwiprali =
pcdwstem-% suve materije stabla;

pcdwroot-% suve materije korena;
jrwe, jpcdw, jdwproli, jpcdwileaf,
jpcdwstem, jpcdwroot - parametri

nakon transformacije po DZonsonu

i

B
Slika 5.5. Dijagram razdvajanja genotipova na osnhovu eksperimenta u

polukontrolisanim uslovima s isticanjem tretmana (kontrola 1 susa) za originalne (A) i

promenljive normalizovane po DZonsonu (B)

S ciljem utvrdivanja uticaja nedostatka vode na rad fotosistema u listovima
mladih biljaka Secerne repe, mereni su parametri fluorescencije: Fo-nevarijabilna
fluorescencija, Fn-maksimalna fluorescencija na P piku, F,-varijabilna fluorescencija,
Fu/Fn-fotohemijska efikasnost fotosistema Il.

Na osnovu parametara fluorescencije, genotipovi se mogu diferencirati na dva

nacina, u zavisnosti od toga da li su tretmani istaknuti (slika 5.6. A i B) ili ne (kontrola i
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susa) (slika 5.6. C i D). Za parametre fluorescencije biplotovi su prikazani kako za
originalne (slika 5.6. A i C) tako i za promenljive normalizovane po Dzonsonu (slika
5.6.BiD).

Slika 5.6. Dijagrami razdvajanja genotipova (A, B) na osnovu parametara
fluorescencije dobijenih u eksperimentu u polukontrolisanim uslovima, (Fo, Fy, Fn,
Fu/Fm, tioms), s isticanjem tretmana (kontrola, susa) (C i D) za originalne (A i C) i

promenljive normalizovane po DzZonsonu (B i D)

Kao $to je ranije navedeno, postoji velika varijabilnost podataka i neophodno je
bilo transformisati ih u normalne slucajne promenljive. Pomocu transformacije po

Dzonsonu je dobijena vrlo korektna normalizacija, ali ne znacajno bolja od
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logaritamske, koja je u ovom slu¢aju prakti¢nija za tumacenje, jer se za razliku od
transformacije po Dzonsonu vrednosti dobijene logaritamskim transformacijama mogu
lako prevesti u procente. Iz tog razloga nadalje ¢e biti koris¢ene logaritamske
transformacije.

U analizi nezavisnih promenljivih stres x genotip prvo je primenjena metoda
regresije najmanjih kvadrata (OLS) uzimajuéi stres faktor (tretman) kao kontinuiranu
promenljivu (skala 0:1). Analizom varijanse uporedene su vrednosti dobijene kao
odgovor genotipova na uslove stresa uzrokovanog nedostatkom vode. F test
verovatnoce (tabela 5.5.) ukazuje na zanacajnost interakcije stres x genotip, naro€ito za
sadrzaj slobodnog prolina i % SM korena, stabla i lista. 1z toga proizilazi da se

genotipovi bitno diferenciraju na osnovu sadrzaja prolina i % suve materije.

Tabela 5. 5. Vrednost F raspodele verovatnoce i rezidualne varijanse OLS analize za
eksperiment u polukontrolisanim uslovima.

F vrednost SM SM SM SM list % SM % SM % SM %.SM Prolin .Broj
koren stablo koren stablo list listova
Stres 0.0000 0,0020 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 00000 0,0000 0,0000
Genotip  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0001
Sgnejt;‘p 03030 01207 05418 0,2186 0,0000 0,0000 0.0000 0,0000 0,0000 0,1977
Saerzij!ggs;”a 02856 14544 08164 0,7037 91370 14281 0,8878 10512 0,0160 91,3805

SM - suva materija

Kako bi genotipovi bili §to bolje procenjeni, rezultati ocenjenih parametara u
polukontrolisanim uslovima su uporedeni sa opservacionim testom u polju (slika 5.7.).
Na taj nacin su u evaluaciju ukljuceni i drugi faktori kojima su genotipovi izlozeni u
uslovima gajenja na otvorenom prostoru.

Kako je ovde bilo neophodno izvesti komplikovanu regresionu analizu, raden je
metod najmanjih kvadrata. Na taj nacin je analizirano kako na jednu zavisnu
promenljivu mogu da uti¢u vrednosti jedne ili viSe nezavisnih promenljivih. Bilo je
potrebno testirane parametre (suvu masu korena, stabla 1 lista, relativni sadrzaj vode
korena, stabla i lista i % suve materije) analizirati posebno kod stresnih (nedostatak
vode) i kontrolnih uslova za originalne i transformisane promenljive i na osnovu toga

izdiferencirati genotipove (slika 5.8.).

44



((Wis B/6w) yiaifjuswoud yrupeurbrio afioeulojsuesy
ayswrelefo] uoxeu eurjoid efioenusouoy-(Ma 6/6w) Boj suljold ‘ejep Bouwszpeu alusrew aANsyy-(MQ%) JaNew punoib-anoqy ‘eusloy allisrew
anNsY-(AA%) Jallew 100y ‘BPOA 04-1U3IU0J J3TeM 9 ((100]1g/6) esew eans-(duerd/3) WySrom A1 :(1011q/3) esew ezaas-(jue|d/6) 1yBram ysai4 ‘apoA Mereisopau
-1yBnoup ‘ejonuo-110 BY0SIA-yBiy ‘efupais-wnipaw ‘exsiu-mof ‘isns ewald jsowueIs|ol- ] Q) 9%S56 PO elusianod wofeAssul es woliul] WoAls auezeyid
ns eaodnousd ofio1zod supasoid (1) nfjod n ngns eu nsoujuesd[oy sus(uoooid oufonzia oAU naouso eu odni3 1 n wopatodser ns ador ou109as 1r0doOUIN)

BWIAO|SN

wiuesijonuoynjod n yiusled exeljiq poy eurjoid nfioenuadouoy 1 jsel eu wWosns ouBAZRZI BSANS 1T “/'G YIS
quo_o Mo queo 0 quoﬁ_ O

quoﬁ Mo queo R Emﬂ__eo Mo quoﬁ 10 Emaeo Y Emdoﬁ M0

; o : L ° z dL 2
5 i Le- | '3 L o o o 2
—M o . “._G o @ - m i ) 0c % o -
r =1 ] 9 12 & € ° 51 8
o A | o | 5| b § §8 o 2 ‘m . - , =1
“fm o o | [l o S e co 8 S
ol o (- (=} ¥ w[ 12| o io mu..
g g8 I Q@ M \ 3
'L g 3 i m_m -oF M § m y H ’ w e
Lo € = Ols| B R
(] [¢]
°Z =~ | L e/ g
G —
59 L, g = | &g =2
4 -0 o o LGz
Uc < [} m mm
ybly:1g wnipsw: g Mmo|:LQ ybly:1g wnipsw:lg Mmo|:LQ ybly:1q wnipsw:1g Mo :LQ
Emaem 10 quoﬁ M0 EmJoE 110 quoﬁ Mo queo O Emﬂ__eo Mo Emaoﬁ Mo quoﬁ 110 quoﬁ WO
o : Lo Lo
o
rSL - o e m” 0 ? ; s $ C o
L 8 No < lw] o -] -
cN % i —m mi Nm ..M 7 Fo 3 €o o NO -02 %
nm = o Fo o o m ° ¥ = o o Mf o =
o \ -08 § PR 3 S £
@ 8 g @ 14 o 5 v @
U : M b _ G = m ¥ g =
lg! Py )1 =
| 88 ¢85 ol mﬁ g Q o 09 o
o | 81 ¢ @ I ° 1= 9l =
3 =1 8 o =3
AN @m o &1 # oz * 6% gy o8 S
8 e Lo -
o o 1 et
-1 c o ° ~00L
ybly:1@ wnipaw:lg  Mmoj:LQ ybly:1g wnipsw:lg Mol :LQ ubly:1g wnipaw g  Mmoj:LQ

45



‘(NS 1.6 1) eurjoud efioenusouox-(Mma ;.6 6r) Goj uonenusouod sutjoid ‘sloewloysuen Goj uoxeu Liswered-Goy yeajma ‘o) weis ma

:Boy 1001MQ “(3ueld/B) Boima 21M11g DY %-1ueld DAMHY% ‘BISIT DMMH%-$e3] DMH% ‘BIGRIS DMU%-WSIS DMHY% BUSI0Y DMUY%-1001 DMHY% BISI| INS %-Fed] MA%
‘e[geIS NS %-Wa1s AMNA% ‘eualoy NS 9%-1001 AMA% :allisrew anns o4-1ued ANQY (190119 od eAols [oag-1ue|d/laquuinu Jes] {(SPOA Ye1eISOpaU) Sa11S-PassallS (8|0JIuod-|0auU0D
‘woloq woist auaeuzo (IA0FNIY) [ISOUPAIA dUAIIR|a. auenewsod ns yop ‘eweliul] wiuesudwnu ezeylid ns eanodiousb 118
TUSTABZOU Tu[enpIAIpu] “eluardaod [eAldlul 2,56 Bz Bsans 1e39)9 1uasord afmzexod efiul] euepryaids] ewiAo|sn wiuesijoiuoynjod

N elUSWILIAASYS EISI| | BJgeIS “BUBIOY DMY% | INSY% ®Z erepeay yifuewleu wopojsw eluepiapaid azijeue welbeliq ‘g'S eMIIS

passaig jonueD passang [onuay passang jonuo passang jonueD passang joueD pessaing jonueD pessang %)
X ; " oo . \ , , . X X — . o
-0l
8L FoL -o8 F6L
-1 oL -Sl
-GL
08 = ° s = ) e
| E rg8 2 08 D g g
2 = 3 = -0z 2 =
S 5 = =
s 082 il g b - -0z 3
@ 2 5] g 8 2 S
= = 3 =3 = [
14
-G8 - 06 =)
L 0B -0¢ og -6z7
-06
96 - 06 -gg
ujeal ujean assal 0nuo assal 0nuo assal 01uo assal osuo: s o1uo:
pessaing jonuen passang jonuoD passans 000 pessans oas 0“ — passais oA1e0 pesseas 01100 passaas o o‘ I-
€
o 0L Lz
-0l -1 ]
a . -0
N O - E g o
5 9 = -z = 2
e g = g g g :
o = = Lo - E o+ OI
= -9 M. 3 00 =3 = 5 =
kel m m =4 cnw a e
=~ = = w ey [(=] he)
o = =4 Q = o =3
0z P 8 5 50§ 0T T 3
rtE gL = 2 2 2 =
(=]
- -0l
8 O re
-Gz m -l
-G
-6

46



Procenjen je odnos efekata nedostatka vode na merene parametre za svaki
genotip. Devijacija za svaki genotip je prikazana oko prose¢ne 0se (u ovom slucaju
odstupanja od kontrole) i prose¢ni nagib (odstupanje od prosecnih razlika pri stresu).
Ovaj model se razlikuje od OLS po perspektivi i prilagodavanjima prema vrednostima
dobijenim testiranjem genotipova.

Ocenjene su vrednosti testiraninh parametara (SM, RWC, sadrzaj prolina) u
uslovima nedostatka vode i efekti na genotipove su prikazani kao skup tacaka preseka
(kontrole) i nagiba (razlike usled vodnog stresa, slika 5.9.) kao i razlike oko prosecne
ose i nagiba (efekata) (slika 5.10.).

Logaritamske transformacije su koriS¢ene kod podataka, parametara koji nisu
imali standardnu normalnu distribuciju. Kod ostalih su uzimane originalne vrednosti
testiranih parametara.

Odstupanja za kontrolu su prikazana na x osi (slika 5.10.), a odstupanja za efekat
stresa su data na y osi. Genotipovi su prikazani brojevima u parcelama (poljima).
Ukrs$tanje ruzicastih linija na dijagramima predstavlja proseke genotipova za kontrolu
(x-osa) i efekte stresa (y o0sa). Odstupanja su prikazana tako Sto genotipovi u gornjoj
polovini imaju vise pozitivnih nego prose¢nih vrednosti za efekat stresa, a genotipovi u
desnoj polovini vise pozitivnih nego proseénih vrednosti za kontrolu.

Rezultati se mogu prikazati sa samo dva efekta, kao bivarijantni plotovi koji
pored prikaza mogucih odnosa izmedu dva efekta, podelom parcela kroz centar u Cetiri
kvadranta omogucavaju grupisanje genotipova prema tipu rezultata (slika 5.10.).
Dobijeni rezultati dokazuju da je skoro savrSena negativna korelacija utvrdena izmedu
vrednosti dobijenih kod kontrole i tretmana za suvu materiju korena, ali je manji
koeficijent korelacije nego kod broja listova. Genotipovi koji su u pozitivnom delu
nagiba y ose su tolerantniji na nedostatak vode za koriS¢eni parametar, i obrnuto.
Genotipovi koji pokazuju pozitivne rezultate za oba efekta i obe visoke ocene kod
kontrole, manje su pogodeni stresom od proseka za dati parametar i tolerantniji su.
Odnosi izmedu parametara i genotipova Koji su rezultat uticaja stresa mogu Dbiti

ilustrovani takode biplotovima (slika 5.11.).
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Slika 5.11. Biplotovi korelacija efekta tretmana na genotipove modelom mesovite
analize (sa sluajnim efektom genotipova) za parametre eksperimenta u
polukontrolisanim uslovima za kontrolu (A) i tretman (B).

Promenljive relativnog sadrzaja vode su iskljuene zbog toga $to su obrnuto

proporcionalne % suve materije.
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Za biljke kontrolne grupe su ustanovljene sledece korelacije (slika 5.11. A):
sadrzaj prolina je imao sli¢nu tendenciju kao % suve materije (ukupan), suva materija
po organima je u neposrednoj medusobnoj povezanosti sa ukupnom suvom materijom.
Broj listova je bolje povezan sa suvom masom, nego sa % suve materije. Kombinacija
ovih promenljivih moze podeliti genotipove u dve osnovne grupe: one sa viSim
koeficijentima korelacije 9, 8, 5, 10 i 6 i one sa nizim koeficijentima korelacije 3, 1, 2,
7,1 dok su 4 i 11 izmedu prethodne dve grupe (slika 5.11.).

Posmatrajuci rezultate analiziranih parametara kod biljaka koje su bile izlozene
tretmanu (Slika 5.11. B), uocava se da su suva materija stabla i broj listova na razli¢itim
osama u odnosu na druge promenljive. Prolin i dalje ima visok koeficijent korelacije sa
ukupnim % SM (i %SM lista). % SM i sadrzaj prolina su u pozitivnoj, ali ne visokoj,
korelaciji sa SM (cele biljke i lista), i pojavljuju se kao kandidati za indikatore na
tolerantnost prema stresu. Pozitivne rezultate za SM su pokazali genotipovi 5, 61 2, a
suprotno se moze reéi za genotipove 11, 9, 10 1 7 koji ispoljavaju tolerantnost nizu od
prosecne prema nedostatku vode.

Detaljnija analiza ovih parametara je uradena kao zajednicki rezultat u cilju
procene varijanse i korelacija izmedu genotipova prema svojstvima, primenom Monte
Karlo metode. Za jednostavnije rukovanje matricom, izdvojene su dve grupe
parametara: suva masa korena, stabla i lista s jedne strane i ukupna suva masa, broj
listova, % suve materije i sadrzaj prolina s druge strane.

Prose¢ne vrednosti za suvu masu i1 poredenja analiziranih parametara (HPD

interval) su prikazane u tabeli 5.6., a varijanse i korelacije u tabeli 5.7.
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Tabela. 5.6. Prosec¢ne vrednosti za ukupnu suvu materiju korena, stabla i lista

Parametar Koren Stablo List
Jedinica Mod HPDinterval Mod HPDinterval Mod HPDinterval

Suva masa

Kontrola  g/biljci 0,88 0,38 1,70 167 084 305 203 106 3,56

Promena % -32,7 -75,7 30,6 -49,1 -799 -29 -46,3 -758 20,9

% SM

Kontrola % 18,00 15,96 19,65 10,01 8,87 11,00 10,68 9,69 11,64

Promena % 246 -037 491 1,75 -050 432 510 1,72 9,35

RwWC

Kontrola % 82,00 80,20 839 899 889 91,1 896 883 90,2

Promena % -241 509 008 -244 -458 0,11 -532 -942 -131

Mod-vrednost/promena; Promena-razlika usled stresa izazvanog nedostatkom vode; SM-suva materija; HPD interval

highest probability density)-interval pouzdanosti u kom ¢e se sa 95% verovatnoce nalaziti vrednost parametra
p p

Procene su prikazane za logaritamski transformisane promenljive, ali
eksponencijalne vrednosti su prikazane u tabeli 5.6., gde su efekti stresa izrazeni kao

procentualne promene.

Tabela 5.7. Varijanse-kovarijanse (VCV) i korelaciona matrica za ukupnu suvu

materiju korena, stabla i lista usled efekta stresa kod testiranih genotipova

Suva masa % Suve materije Relativni sadrzaj vode
Koren Stablo List Koren Stablo List Koren Stablo List

VCV i korelacije za kontrolu

Koren 0,79 0,48 0,14 537 0,61 034 405 0,28 0,40
Stablo 0,39 0,84 0,25 1,76 1,57 0,20 0,62 1,23 0,37
List 0,10 0,19 0,64 086 0,27 1,20 0,87 0,45 1,16
VCV i korelacije za tretman

Koren 094 0,27 0,27 1466 0,87 0,55 14,60 0,62 0,27
Stablo 0,24 0,83 0,38 8,75 6,93 0,75 590 6,31 0,69
List 0,22 0,29 069 998 931 22,11 5,62 9,50 29,97
VCV i korelacije u okviru genotipova

Koren 043 048 0,14 290 048 0,14 3,33 0,41 0,46
Stablo 0,30 0,38 0,77 1,32 2,56 0,64 1,26 2,85 0,60
List 0,26 0,24 0,27 1,47 1,70 2,71 1,44 1,75 2,95
Unutarklasni koeficijenti korelacije

Kontrola 0,37 0,41 0,40 023 0,14 0,05 0,18 0,12 0,03
Tretman 0,44 0,41 043 064 0,63 0,85 0,66 0,61 0,88

Varijanse su prikazane na glavnoj dijagonali (bold), kovarijanse u donjem levom trouglu, a korelacije u gornjem

desnom trouglu.
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Pod uticajem nedostatka vode suva masa se smanjila kao i relativni sadrzaj vode,
dok se % suve materije povecao. Intervali poverenja su veliki. Doslo je do znacajnog
smanjenja suve mase stabla, a i efekat na %SM i RWC je bio znac¢ajan za sve delove
(koren, stablo i list) (tabela 5.7.).

Pozitivni koeficijenti korelacije su dobijeni kod poredenja korena, stabla i lista. I
unutarklasni koeficijenti korelacije su visi i pozitivni za % SM u odnosu na ostale
testirane parametre, posebno kod listova.

Prose¢ne vrednosti za suvu masu, % SM, broj listova i prolin, potvrduju uticaj
stresa na ukupnu suvu masu, koji nije statisticki znacajan prema ovom testu, ¢ak i sa
38% smanjenja SM, dok je uticaj na broj listova,% SM i prolin znatno veéi. Biljke
izloZene stresu U proseku imaju oko tri lista manje, za Cetiri procenta veéi % SM i

sedmostruko veéi sadrzaj prolina (tabela 5.8.).

Tabela 5.8. Uticaj vodnog deficita na sadrzaj SM, broj listova, %SM i sadrzaj prolina

Parametar Jedinica Vrednost/ HPDinterval
promena

Suva masa
Kontrola g/biljci 4,49 2,29 9,39
Razlika usled stresa % -38 -76 +22
Broj listova/biljci
Kontrola N 13,4 11,7 14,3
Razlika usled stresa N -2,7 -4.9 -1,6
% suve materije
Kontrola % 11,2 10,0 12,5
Razlika usled stresa % 4,2 0,8 7,1
SadrzZaj prolina
Kontrola ug/g SM 83 46 161
Razlika usled stresa % +704 +221 +2855

Mod i HPDinterval su procene prose¢ne vrednosti i njihov interval poverenja.
HPD interval (highest probability density)-interval pouzdanosti u kom ¢e se sa 95% verovatnoce nalaziti vrednost

parametra

Potvrdena je pozitivna korelacija izmedu prolina i % SM, SM i broja listova, %
SM i broj listova (tabela 5.9.). Visok stepen korelacije izmedu kontrole i biljaka
izlozenih nedostatku vode za ukupnu SM i broj listova potvrduje da su efekti stresa jac¢i
na biljkama sa nizim prose¢nim vrednostima za ove parametre, kao $to je ve¢ prikazano

na slici 5.10.
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Tabela 5.9. Varijanse-kovarijanse (VCV) i korelacioni koeficijenti za uticaj nedostatka

vode na genotipove Secerne repe za SM, broj listova, %SM i sadrzaj prolina

Suva masa Broj listova/biljci % Suve materije Prolin u SM

VCV i korelacije za kontrolu

Suva masa 0,80 0,19 0,25 -0,01
Broj listova/biljci 0,20 1,39 0,41 -0,06
% Suve materije 0,32 0,68 1,94 -0,06
Prolin u SM -0,01 -0,06 -0,07 0,74
VCV i korelacije za tretman

Suva masa 0,95 0,59 0,08 0,04
Broj listova/biljci 0,88 2,34 0,47 0,16
% Suve materije 0,27 2,60 13,34 0,66
Prolin u SM 0,05 0,35 3,45 2,06
Korelacija za kontrolu-tretman

Suva masa 0,37 0,76 0,32 -0,09
Broj listova/biljci 0,94 4,08 0,26 -0,04
% Suve materije 0,28 0,74 2,07 0,15
Prolin u SM -0,02 -0,03 0,07 0,12
Unutarklasni koef. korelacije

Kontrola 0,38 0,18 0,11 0,25
Tretman 0,45 0,30 0,77 0,71

SM-suva materija
Varijanse su prikazane u glavnoj dijagonali (boldovane), kovarijanse u donjem levom, a korelacije u gornjem desnom

trouglu.

Unutarklasni koeficijenti korelacije su merilo za genotipsku divergentnost i ovde
je potvrdeno da je razlicitost genotipova veca za % SM i koncentraciju prolina nego za
ukupnu SM i broj listova.

5.1.1. Uticaj suSe na fotosintetske karakteristike testiranih genotipova

Fluorescencija hlorofila je veoma osetljiva na ekoloske ¢inioce i Cesto se koristi

kao unutrasnja kontrola fotosintetske reakcije i kao takva ima siroku primenu.
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Tabela 5.10. Prosecne vrednosti parametara fluorescencije

Genotip Tretman F,/Fq Fm Fo Fv t 12 ms
1 kontrola 0,762 1,44 0,34 1,10 88
susa 0,769 1,32 0,31 1,02 78
2 kontrola 0,720 1,31 0,36 0,94 109
susa 0,712 1,26 0,40 0,98 83
3 kontrola 0,740 1,30 0,34 1,06 115
susa 0,755 1,34 0,33 1,01 108
4 kontrola 0,725 1,04 0,27 0,71 118
susa 0,741 1,05 0,27 0,78 95
5 kontrola 0,763 1,08 0,29 0,82 104
susa 0,756 1,14 0,28 0,81 92
6 kontrola 0,760 1,06 0,26 0,81 126
susa 0,755 1,12 0,27 0,84 109
7 kontrola 0,778 1,29 0,28 1,01 109
susa 0,766 1,21 0,27 0,93 110
8 kontrola 0,747 1,10 0,28 0,83 113
susa 0,761 1,22 0,39 0,93 120
9 kontrola 0,746 0,98 0,26 0,76 133
susa 0,748 1,09 0,27 0,81 137
10 kontrola 0,730 0,99 0,26 0,72 114
susa 0,739 1,02 0,26 0,75 125
11 kontrola 0,778 1,21 0,27 0,94 111
susa 0,759 1,27 0,31 0,96 127

(Fo-nevarijabilna fluorescencija, Fy-maksimalna fluorescencija na P piku, F,-varijabilna fluorescencija, F/Fy-

fotohemijska efikasnost fotosistema I1, t-vreme)

U ovom istraZivanju stres izazvan nedostatkom vode inhibirao je transport
elektrona kroz PS 11 (tabela 5.10.).

Parametri fluorescencije nisu pokazali znaCajne varijacije u uslovima stresa
izazvanog nedostatkom vode, Sto se uocCava na slici 5.12. Prosec¢ni efekti suse
marginalno su primetni za F, i Fy, ali ne i za F./Fy, odnos, gde su najveée razlike
izmedu genotipova (devijacije kontrole). Osim toga i preklapanje intervala interakcije
stres X genotip, oznacava da je stres koji uzrokuje razlike u ovom slucaju sli¢an za sve

genotipove.
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Ocekivane vrednosti su predstavljene na slici 5.13., gde se jasno uocava da neki

genotipovi imaju veéu maksimalnu Fy, Fy i Fy/Fq, vrednost i da vodni stres ne menja ove

parametre u znac¢ajnoj meri.
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Slika 5.13. Predvidanja na osnovu OLS modela za parametre fluorescencije

95% interval poverenja prikazan pravougaonicima i originalna oc¢itanja prikazana krugovima.

(control-kontrola; drought-nedostatak vode; genotypes-oznaka genotipa)

57




Visok koeficijent unutarklasne korelacije utvrden je za F, i Fy, a nizak za F,/Fp,
Sto potvrduje da je ovaj poslednji parametar vise varira u okviru genotipova usled

uticaja nedostatka vode. Varijanse parametara fluorescencije su prikazane u tabeli 5.11.

Tabela 5.11. Varijansa, kovarijansa i korelacije (mod i HPD interval) za parametre

fluorescencije.

Parametar Mod HPD Interaval

F, varijansa
izmedu genotipova 0,1841 0,0797 0,4506
unutar genotipa 0,0244  0,0213  0,0321

Fm varijansa
izmedu genotipova 0,1683  0,0798  0,4980
unutar genotipa 0,0324  0,0269 0,0408

FJ/Fn varijansa
izmedu genotipova 00,0002 0,0001 0,0006
unutar genotipa 0,0007  0,0005  0,0008

Fv,Fm kovarijansa
izmedu genotipova -0,0109 -0,1651  0,2021
unutar genotipa 0,0166 0,0129 0,0231

Unutarklasni koeficijenti korelacije

Fv 0,90 0,80 0,96
Fm 0,88 0,76 0,96
Fu/Fm 0,22 0,09 0,50

(Fm-maksimalna fluorescencija na P piku, F,- varijabilna fluorescencija, F,,/Fy- fotohemijska efikasnost fotosistema
11, HPD interval (highest probability density)-interval pouzdanosti u kom ¢e se sa 95% verovatnoCe nalaziti vrednost

parametra)

Uticaj nedostatka vode na parametre fluorescencije se mozZe povezati sa
ispoljavanjem tolerantnosti prema nedostatku vode u poljskim uslovima gde su

genotipovi podeljeni, takode, u 3 grupe (slika 5.14.).
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Slika 5.14. Parametri fluorescencije (Fm, Fv i Fu/Fn) iskazani u odnosu na podelu

genotipova prema tolerantnosti na nedostatak vode u poljskim uslovima

(Ctrl-kontrola; Drought-nedostatak vode; DT-tolerantnost prema nedostatku vode; low-niska; medium-srednja; high-

visoka)
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5.2. Eksperiment u kontrolisanim uslovima (kultura tkiva)

Sa povecanjem koncentracije PEG-a genotipovi su ispoljili manji rast aksilarnih

pupoljaka u odnosu na kontrolu, doslo je do pojave nekroze i vitrifikacije (slika 5.15.).

Slika 5.15. Genotipovi Secerne repe u kontrolisanim uslovima
U ogledu in vitro na podlogama sa razli¢itim koncentracijama PEG-a odredivani

su parametri porasta: broj aksilarnih izdanaka, sveza masa izdanaka, sadrzaj suve

materije kao i koncentracija prolina u izdancima (tabela 5.12.).
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Tabela 5.12. Prose¢ne vrednosti broja aksilarnih pupoljaka, sveze mase, % SM i

koncentracije prolina u eksperimentu u kontrolisanim uslovima

ProseCan broj  Prosecna % suve
Genotip  Tretman aksilarnih  masa jednog materije ko
pupoljaka izdanka (g) 4 izdanka

q He prolina/g
Ssuve mase

1 kontrola 20,75 2,22 6,52 632,42
3% PEG 9,50 3,25 10,75 16910,07
5% PEG 10,33 2,48 11,22 8302,80
2 kontrola 16,00 1,73 4,53 1049,45
3% PEG 11,50 2,56 8,82 517,90
5% PEG 6,25 2,61 9,71 3666,69
3 kontrola 31,00 1,67 5,29 851,21
3% PEG 16,50 1,99 9,83 2112,93
5% PEG 11,25 2,40 10,59 5508,59
4 kontrola 38,00 0,99 4,65 1553,45
3% PEG 18,33 1,31 8,68 5162,68
5% PEG 15,00 1,27 9,89 6317,47
5 kontrola 35,50 1,10 5,00 1214,46
3% PEG 10,75 3,57 8,21 4948,45
5% PEG 8,50 2,10 9,30 5590,05
6 kontrola 26,50 1,46 5,93 845,26
3% PEG 16,00 2,16 9,98 1459,12
5% PEG 13,25 1,39 13,59 1226,99
7 kontrola 11,75 1,84 9,02 926,00
3% PEG 7,00 3,46 12,57 6917,53
5% PEG 7,25 2,27 15,79 5169,81
8 kontrola 23,00 2,07 5,42 608,04
3% PEG 6,75 3,89 12,68 1909,26
5% PEG 8,00 2,50 14,76 5385,13
9 kontrola 31,75 1,28 6,30 694,04
3% PEG 9,75 2,78 10,32 2041,23
5% PEG 8,50 2,69 12,39 3503,27
10 kontrola 30,00 1,37 6,66 702,18
3% PEG 10,75 3,01 11,36 15407,24
5% PEG 8,00 2,97 13,28 13573,50
11 kontrola 19,50 2,21 5,34 932,37
3% PEG 12,00 2,64 10,74 1198,66
5% PEG 7,50 2,53 12,65 1566,35

Broj aksilarnih izdanaka po ponavljanju moze da ukaze na to kako razliCite
koncentracije PEG, koji izaziva nedostatak vode, wutiCu na potencijal za
mikropropagaciju pojedinih genotipova. Prose¢ne vrednosti (tabela 5.12.) broja
aksilarnih izdanaka 11 testiranih genotipova pokazuju da se broj izdanaka smanjuje 2,2

puta u prisustvu 3% PEG-a, a 2,73 puta u prisustvu 5% PEG-a.
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Biplotovi za ogled u kontrolisanim uslovima (za originalne promenljive) su

prikazani na slici 5.16. (dijagrami A i B).

chy dwhuds  finbuds

fy

friproli

dhvaproli

abuds

fevprali

== dwproli

bz

abuds

fhuds

B
Slika 5.16. Razdvajanja genotipova na osnovu ogleda u in vitro uslovimana 0, 315 %

PEG (A), i grupisanje na bazi PEG tretmana (B)

fw-sveza masa;

dw-suva masa;

fwproli-koncentracija prolina izrazena na
sveZu masu;

dwproli-koncentracija prolina izraZzena na
SUvVU masu;

dwbuds-suva masa pupoljaka;
fwbuds-sveza masa pupoljaka;

abuds-broj aksilarnih pupoljaka;

Analizom parametara (sveza i suva masa, % suve materije, broj aksilarnih

pupoljaka, suva i sveza masa aksilarnih pupoljaka, i sadrzaj prolina izrazen na svezu i

suvu masu) dobijena je linearna funkcija PEG nivoa, sa varijansom i kovarijansom
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(VCV) za devijaciju komponenti genotipova po tretmanima procenjenih na osnovu tri
nivoa PEG (tabela 5.13.).

Razlike izmedu genotipova su vece u odnosu na suvu masu aksilarnih pupoljaka
i ukupnu suvu masu, bez obzira na tretman PEG-om, u odnosu na broj aksilarnih
pupoljaka i ukupnu svezu masu. Cesto postoji inverzija izmedu kontrole (0% PEG) i 3%
PEG-a, dok paralelizam preovladuje izmedu 3% i 5% PEG-a. Inverzija pokazuje da
genotipovima sa nizim vrednostima kod kontrole odgovara relativno povecanje na 3%
PEG-u, i obrnuto. Paralelizam izmedu 3% i 5% PEG-a dokazuje da se ne nastavlja dalji
porast na 5% PEG, odnosno da se efekat ne povecava linearno sa porastom
koncentracije PEG-a.

Efekat suse kod genotipova gajenih u kontrolisanim uslovima (slika 5.17.)
pokazuje da je je ocena tolerantnosti u uslovima ovog in vitro eksperimenta u
saglasnosti sa ocenom u poljskim uslovima. Najveée razlike medu grupama, na osnovu
procene tolerantnosti u polju, se mogu konstatovati kod koncentracije slobodnog

prolina.
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Tab 5.13. Varijansa-kovarijansa, znacajnost, HPD interval varijanse i % genotipskog

udela za ogled in vitro procenjena mesovitim modelima i Monte Karlo metodom

Srednje vrednosti Matrica varijanse-kovarijanse 95% HPD

. % Udela
Tretman Ocena gi?:[/glr_\'glp kontrola 3%PEG 5%PEG \/I::;;\;asle genotipa
Suva masa (g)

kontrola 2,12 1,67 2,61 0,43 0,17 1,25 86

3% PEG 2,95 2,44 3,37 0,04 0,32 0,18 1,11 82

5% PEG 2,26 1,87 2,76 0,16 0,07 0,49 0,19 1,27 88
Rezidualna var. 0,07 0,05 0,10

Sveza masa (g)

kontrola 39,3 34,0 44,6 57,00 21,98 154,69 75

3% PEG 29,9 27,0 31,9 8,26 5,96 0,55 23,38 24

5% PEG 20,2 17,8 22,3 16,01 2,67 6,65 135 24,82 26
Rezidualna var. 1855 14,12 25,41

% Suve materije

kontrola 5,6 49 6,6 1,14 0,81 0,87 0,43 3,49 75

3% PEG 9,9 9,1 11,0 0,81 1,48 2,03 0,75 481 80

5% PEG 11,4 10,1 12,7 0,87 2,03 3,52 1,55 9,37 90
Rezidualna var. 0,38 0,29 0,52

Broj aksilarnih pupoljaka

kontrola 22,9 15,3 34,8 1,38 1,17 2,61 57

3% PEG 12,0 7.4 16,6 1,07 1,41 1,16 2,59 58

5% PEG 9,9 6,1 13,3 1,03 1,06 1,34 1,15 2,33 56
Rezidualna var. 1,03 1,02 1,04

Aksilarni pupoljci sveza masa (g)
kontrola 1,58 1,16 2,07 0,35 0,10 0,06 017 1,04 66
3% PEG 2,88 2,19 3,44 0,10 0,71 0,16 0,26 2,06 80
5% PEG 2,23 1,77 2,73 0,06 0,16 040 019 1,23 69
Rezidualna var. 0,18 0,14 0,25
Aksilarni pupoljci suva masa (g)
kontrola 0,092 -0,245 0,413 0,225 0,013 0,002 0,097 0,640 99
3% PEG 0,305 -0,076 0,630 0,013 0,284 -0,031 0,112 0,656 99
5% PEG 0,346 -0,064 0,625 0,002 -0,031 0,218 0,103 0,683 99

Rezidualna var. 0,002 0,001 0,003
Prolin (pg/g sveze mase)
kontrola 51 33 72 1,42 1,16 2,35 58
3% PEG 294 132 669 1,04 2,74 1,75 36,07 73
5% PEG 557 295 855 1,00 1,59 1,90 1,37 5,98 65
Rezidualna var. 1,03 1,03 1,05
Prolin (png/g suve mase)
kontrola 833 587 1248 1,38 1,12 2,28 57
3% PEG 2942 1394 6346 0,90 3,27 1,67 25,74 76
5% PEG 4336 2588 7714 1,00 1,42 1,79 1,32 5,94 63
Rezidualna var. 1,04 1,03 1,05

Varijansa genotipova je prikazana na glavnoj dijagonali VC matrice, u formi trougla. U krajnjoj desnoj koloni izrazna

je u procentima od ukupne varijanse.

64



DT:low DT: medium DT: high DT:low DT: medium DT: high DT:low DT: medium DT: high

I 8 10 -
50-° i\ . "%
5 ¢ : ! =3, Wl
= ° 2 . § of £
< - AN c
'% E’ c/\’ 3
= 2 4 3
g g
8 8% . Al 3
' =S
1
T T T T T T T T T T T T T T
1 3 1 3 5 1 3 5 1 3 5 1 3 5 1
DT:low DT: medium DT:low DT: medium DT: high DT:low  DT: medium DT: high

No. axillary buds
Proline, log(mg/g DW)

3 5 1 3 5 1
% polyethylene glicol
Slika 5.17. Efekti stresa izazvani tretmanom PEG-a na osobine rasta i produkciju

prolina kod biljaka gajenih u kontrolisanim uslovima

(Fresh weight-sveza masa; Dry weight-suva masa; % water content-sadrzaj vode u %; No. axillary buds-broj
aksilarnih pupoljaka; Dry weight axillary buds-suva masa aksilarnih pupoljaka; Proline, log (mg/g DW)-
koncentracija prolina, logaritamska transformacija; DT-tolerantnost prema nedostatku vode; low-niska; medium-
srednja; high-visoka)

Genotipovi su rasporedeni u tri klase na osnovu vizuelno procenjene tolerantnosti prema susi u polju (DT). Sive linije
predstavljaju prosecne pozicije genotipova. Siva linija povezana crnom predstavlja klasnu znacajnost sa 95%

intervalima poverenja.

Kako je cilj celokupnog istrazivanja pronalazenje parametra koji bi bio
najadekvatniji indikator tolerancije prema susi, uporeden je uticaj nedostatka vode na
biomasu (cele biljke i aksilarnih pupoljaka) sa uticajem na koncentraciju prolina i odnos
biomase i koncentracije prolina. Sinteza posmatrane interakcije genotip x tretman je u
grafikonu paralelnih koordinata prikazana na slici 5.18. Ova vrsta prikaza je alternativa
biplotu gde su varijable uporedene na paralelnoj osi, dok su genotipovi prikazani
povezanim linijama. Za svrhu poredenja razli¢itih reakcija genotipova, vrednosti su

ujednacene i krecu se u opsegu 0:1 uzimajuci u obzir tretman x genotip.
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Slika 5.18. Grafikon paralelnih koordinata za biomasu uzoraka $ecerne repe i sadrzaj

prolina uslovljenih PEG tretmanima

(FW-sveza masa, DW-suva masa, pcDW-% suve materije, Nbuds-broj aksilarnih izdanaka, FWbuds-sveza masa
aksilarnih izdanaka, DWhbuds-suva masa aksilarnih izdanaka, FWprol-sveza masa i koncentracija prolina
(interakcija), DWprol-suva masa i koncentracija prolina (interakcija), DwFwProl-suva, sveza masa i koncentracija

prolina (interakcija))

Uocava se da u odnosu na kontrolu (0% PEG), pri tretmanu 3% PEG-om dolazi
do povecanja raspona razlika izmedu genotipova u odnosu na sadrzaj prolina (uglavnom
zbog velikog uvecanja za genotip 1 i 10), zatim za masu aksilarnih pupoljaka i %SM, ali
se raspon razlika smanjuje za broj aksilarnih pupoljaka i svezu masu biljaka, dok na
suvu masu nema vidljiv uticaj. Ovo implicira da je sinteza prolina u pozitivnoj
korelaciji sa formiranjem aksilarnih pupoljaka, ali ne i sa ukupnom biomasom. Kod
PEG tretmana doslo je do ociglednog povecanja % suve materije. Postoje male
varijacije izmedu 3% i 5% PEG-a, a ono $to ih bitnije razlikuje je varijabilnost koja je
uticala na zakrivljenost do koje je doslo na 3% PEG-u. Genotipovi 1 i 10 su imali
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najvecu sintezu prolina i najvec¢i sadrzaj suve mase izdanaka pod tretmanom 5% PEG-a.
Genotip 1 je na 3% PEG imao najvecu vrednost suve mase. Varijabilnost ove osobine
nije indukovana PEG tretmanom.

Uradena je analiza metodom najmanjih kvadrata s ciljem da se minimizira zbir
kvadrata odstupanja podataka od prave koja bi najbolje aproksimirala skup podataka
(slika 5.19.). Efekti 3% i 5% PEG-a odstupaju od odgovarajucih vrednosti kod kontrole.
Na primer, genotip 2 (slika 5.19. donji panel, drugi dijagram) pokazuje pozitivnu
devijaciju za suvu masu na 3% PEG-u, iako je njegov nivo suve mase medu najnizim
(sa genotipom 4 i 9), jer je poveéanje kod 0% PEG-a i 3% PEG-a (nagib odgovarajuceg
panela gore) iznad prose¢nog poveéanja uzorka (trend isprekidane linije).

Tretman PEG-om je imao pozitivan prosefan uticaj na suvu masu u
koncentraciji od 3% dok je u koncentraciji od 5% pozitivan na ukupnu suvu masu i
negativan uticaj na ukupnu svezu masu, odnosno smanjio se sadrzaj vode i rast (slika
5.19.).
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Response to PEG Response to PEG

OW | FW ratio (%)

PEG 6000 (%) PEG 5000 (%)

Genotype effects

Fresh matier deviafions (g)
Dry matier deviations (g)
DWIFW ratio deviations (g)

PEG 8000 (%) PEG 6000 (%) PEG 800D (%)

Slika 5.19. Ukupna sveZa i suva masa i odnos suve i sveze mase pod uticajem PEG-a

(fresh matter-sveza masa; Dry matter-suva masa; DW/FW ratio-odnos suve i sveze mase; Fresh matter deviations-
odstupanja za sveZu masu; Dry matter deviations-odstupanja za suvu masu; DW/FW ratio deviations-odstupanja
odnosa suve i sveZe mase; response PEG-reakcija na PEG; genotype effects-genotipski uticaj)

Isprekidana siva linija oznacava prosek koji odgovara za sve testirane genotipove (Slika 5.19. gornji panel). U
donjem panelu su odstupanja genotipova u odnosu na koncentraciju PEG, povezana linijama za lakSu identifikaciju

profila.

Genotipovi su na ovaj na¢in jasno razdvojeni u odnosu na kontrolu, u smislu
ukupne suve i sveze mase, ali rangiraju se potom i po parametrima. Postojala je
inverzija uticaja na genotip pod tretmanom PEG-a, sa manjom masom i to
smanjivanjem mase po biljci. Na genotipove 7, 2, 8 i 3 vise je uticao tretman PEG-om.

SveZa i suva masa aksilarnih pupoljaka povecale su se pod uticajem 3% PEG-a,
ali ne i daljim povecanjem koncentracije PEG, dok je broj izdanaka smanjen na podlozi
sa 3% PEG-a, a nesto vise na podlozi sa 5% PEG-a (slika 5.20.). Podaci dobijeni za

svezu i suvu masu ukazuju da se udeo suve materije u izdanaku ne menja pod uticajem
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PEG-a. Efekat PEG tretmana se ¢ini manjim, kod tezih aksilarnih pupoljaka. Efekat

genotipa je izrazen pojedina¢no kod mase aksilarnih pupoljaka.
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Slika 5.20. Reakcija aksilarnih izdanaka na PEG tretman

(axillary buds (No)-broj aksilarnih pupoljaka; FW ax. buds-sveza masa aksilarnih pupoljaka; DW ax. buds-suva masa
aksilarnih pupoljaka; Ax. bud No. deviations-odstupanja broja aksilarnih pupoljaka; Ax. bud FW. deviations-
odstupanja sveze mase aksilarnih pupoljaka; Ax. bud DW. deviations-odstupanja suve mase aksilarnih pupoljaka;

response PEG-reakcija na PEG; genotype effects-genotipski uticaj)

Rangiranje genotipova se razlikuje u zavisnosti od analiziranog parametra. Tako
je broj aksilarnih pupoljaka gotovo obrnuto proporcionalan suvoj i svezoj masi
izdanaka. Osim toga genotipovi se razlikuju i po reakciji na tretmanu, §iri raspon
vrednosti je dobijen za 3% PEG. Prose¢na log reakcija je pozitivna i priblizno
eksponencijalna za sintezu prolina u opsegu PEG eksperimenta, ali genotipovi se

medusobno znatno razlikuju (slika 5.21.).
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Genotipovi 1 i 10 stvaraju vise, a 2, 6 i 11 manje od prosecne koli¢ine prolina

pod uticajem PEG, posebno 3%.

Proling, kgl pugig PW)
Proling, logingdg DW)

Proline (DW/FW ratio)
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Slika 5.21. Produkcija prolina u zavisnosti od PEG tretmana

(Proline, log (pg/gFW)-koncentracija prolina, logaritamska transformacija (ug/g sveZe mase); Proline, log
(1g/gDW)-koncentracija prolina, logaritamska transformacija (ug/g suve mase); Proline (DW/FW ratio)-
koncentracija prolina (odnos suve i sveze mase); FWproline deviations, log (ng/gFW)-sveza masa-prolin odstupanja,
logaritamska transformacija (ug/g sveze mase); DW proline deviations, log (ng/gDW)-suva masa-prolin odstupanja,
logaritamska transformacija (ug/g suve mase); DW/FW proline ratio deviations- odstupanja odnosa sveZze i suve
materije i koncentracije prolina; response PEG-reakcija na PEG; genotype effects-genotipski uticaj)
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Za rangiranje genotipova, prolin kao potencijalni parametar-indikator
tolerantnosti prema susi je adekvatniji od ukupne suve mase, $to se moze uociti u

paralelno koordiniranom plotu (slika 5.22.).
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Slika 5.22. Grafikon paralelnih koordinata uticaja na biomasu i prolin kod testiranih
genotipova Secerne repe kod kontrole i pod tretmanom 3% 1 5% PEG-a
(Range-opseg; noPEG-kontrola; FW-sveza masa; DW-suva masa; pcDW-% suve materije; Nbuds-broj pupoljaka;
FWbuds-sveza masa pupoljaka; DWbuds-suva masa pupoljaka; FWoprol-koncentracija prolina i sveZa masa

interakcija; DWprol-koncentracija prolina i suva masa (interakcija); DwFwprol-koncentracija prolina, suva i sveza

masa (interakcija))

Pod uticajem PEG tretmana dobijene su razli¢itie koncentracije prolina, kao i

odnos biomase i koncentracije prolina (slika 5.23.).
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Slika 5.23. Dijagram disperzije analize sadrzaja biomase i koncentracije prolina sa
visokom kvadratnom prilagodenos¢u (95% znacajnost)
(noPEG-kontrola; Proline, log (ug/gFW)-koncentracija prolina, logaritamska transformacija (ng/g sveZe mase);

Proline, log (ng/gDW)-koncentracija prolina, logaritamska transformacija (Lg/g suve mase); FW-sveza masa; DW-
suva masa; No buds dev-devijacije broja pupoljaka; DW buds- suva masa pupoljaka; FW sveZa masa pupoljaka)

Posmatranjem dva vrlo povezana parametra, %SM i SM aksilarnih pupoljaka u
odnosu na koncentraciju prolina ustanovljena je razli¢ita reakcija genotipova u ovim
odnosima. Svaki od ovih parametara je prikazan kao linearna funkcija koja je
analizirana meSovitim linearnim modelom (slika 5.24. (A, B, C)).

Odnos koncentracije prolina i % suve materije i suve mase izdanaka, ima sli¢an
oblik (u log skali) i to je uo€ljivo u poravnanju efekata, kod polozaja genotipova duz
tackaste (dijagonalne) linije koja predstavlja prosek u panelnom prikazu (slika 5.24. C).

Genotipovi 1, 10, 3, 4 i 5 sintetiSu prolin vise od proseka po jedinici povecanja
% suve materije i suve mase aksilarnih pupoljaka, a suprotno se moze reéi za
genotipove 11, 6, 2, 8, 91 7 (slika 5.24.C).
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Slika 5.24. Dijagrami disperzije koncentracije prolina u odnosu na % suve materije i

suvu masu izdanaka, usled uticaja PEG-a

Proseéne vrednosti su prikazane sivom podebljanom linijom.

(proline, log (ng g/DW)-koncentracija prolina, logaritamska transformacija (ug g/SM); %DW-% suve materije; Buds
DW (g)-pupoljci suva masa; Proline vs %DW slope deviation-odstupnja koncentracije prolina u odnosu na %SM u
polukontrolisanim uslovima; Proline vs bud DW slope deviation-odstupnja koncentracije prolina u odnosu na %SM
pupoljaka u kontrolisanim uslovima)

Paralelnim prikazom %SM i koncentracije prolina u kontrolisanim uslovima uocava se

razlika izmedu genotipova pod uticajem PEG tretmana za ove parametre (slika 5.25.).

Genotype means
I%UPEG

Slika 5.25. Grafikoni paralelnih koordinata za % suve materije (%DW) i koncentraciju

prolina (proline) pod dejstvom PEG-a za sve tretmane (A), i u odnosu na genotipove (B)

Devijacije genotipova usled stresa u poredenju sa onima za ukupnu suvu masu

su prikazane na slici 5.26.
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Slika 5.26. Poredenje efekata nedostatka vode na genotipove:ukupna suva masa i indeks

ukupne suve mase

(Plant DM-ukupna suva masa; Index-indeks ukupne suve mase; Deviations from average drought effect, scale 0:1-

odstupanja od prose¢nih efekata suse, skala 0:1)

5.3. Poredenje rezultata eksprimenata u polukontrolisanim i kontrolisanim

uslovima

Promena koncentracije prolina pod uticajem nedostatka vode je pra¢ena kako u
polukontrolisanim uslovima, tako i u ogledu in vitro u kontrolisanim uslovima.
Promenljive dobijene u ova dva eksperimenta su povezane i dalje analizirane.

ANOVA test za OLS model sa potpunom interakcijom (okruzenje X genotip X
stres) je pokazao znacaj svih interakcija, a predvidanje ovog modela je predstavljeno na
slici 5.27. B.
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Slika 5.27. Dijagram rasprSenja za stres izazvan vodnim deficitom (nezalivanjem u
polukontrolisanim uslovima (Deviations for water stress log (1g g™ DW)-logaritamska
transformacija (ug g*SM) i PEG tretmanom u kontrolisanim uslovima (Deviations for
PEG stres log-logaritamska transformacija) za sve genotipove (A).

Sinteza prolina usled stresa izazvanog susom u eksperimentima u polukontrolisanim i

kontrolisanim uslovima, sa 95% intervalom poverenja (B).
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U proseku, sinteza prolina je deset puta veca u eksperimentu u kontrolisanim
uslovima pod uticajem PEG-a u poredenju sa podacima iz polukontrolisanih uslova, ali
efekat izlaganja PEG-u ima manji uticaj na koncentraciju prolina od vodnog stresa
izazvanog u polukontrolisanim uslovima, do$lo je do trostrukog porasta Spram
sedmostrukog poveéanja.

Razlike izmedu genotipova u polozaju (bez stresa) i nagibu (stres/efekat PEG-a)
su ocigledne iz OLS predvidanja, ali bolje su sazete u dijagramu rasprSenja. Efekat
devijacije je kalkulisan sa meSovitim modelom, kao na slici 5.27. A, gde se vidi da je
kod vecine genotipova paralelno povecanje sinteze prolina kao odgovor na stres
nezalivanjem i tretmanom PEG-om (11, 9, 3, 8, 5, 7), dok genotipovi 1 i 10 imaju
intenzivniju sintezu prolina u kontrolisanim, genotipovi 4, 6 i posebno 2 u
polukontrolisanim uslovima. Genotipovi 2 i 6 povecavaju Sintezu prolina vise od
proseka u polukontrolisanim, 1, 10, 7 i 5 u kontrolisanim uslovima, dok je kod genotipa
4 povecanje sinteze bilo jednako u oba eksperimenta.

U daljoj analizi data je ocena za odnos genotipa i stresa izazvanog u
polukontrolisanim i kontrolisanim uslovima (slika 5.28.). Devijacije genotipova u
odnosu na prolin pod uticajem PEG-au pozitivnoj su korelaciji sa devijacijom sadrzaja
hlorofila i negativnoj sa devijacijom SM (PEQG). Lisna povrsina je pozitivnoj korelaciji
sa % SM (PEG).
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Leaf, area

Slika 5.28. Biplotovi korelacije parametara u polukontrolisanim i kontrolisanim
uslovima
(sufiksi ukazuju na poreklo efekta kod ocenjivanja (s: stres izazvan suSom u stakleniku; peg: in vitro ogled; DM-suva

masa; Nleaf-broj listova; DMC-suva materija, ogled u polukontrolisanim uslovima; Chl.B-koncentracija hlorofila b,

Leaf area-lisna povrsina; DMbuds-suva masa pupoljaka; DMplant- SM cele biljke)

Prva glavna osa je uglavnom okarakterisana efektima nedostatka vode u
eksperimentu u polukontrolisanim uslovima, Sto se uocava iz pozitivne Kkorelacije
koncentracije prolina, SM, %SM i broja listova. Ove promenljive su u negativnoj
korelaciji sa Fv/Fm i sa SM aksilarnih pupoljaka analiziranih u ogledu u kontrolisanim
uslovima. Ovi parametri su dalje analizirani (slika 5.29.) s ciljem razdvajanja

genotipova na osnovu promene SM u eksperimentu u polukontrolisanim uslovima.
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LakSe je utvrditi razlike medu ovim promenljivima, bilo u pozitivnoj ili
negativnoj korelaciji sa ukupnom SM, jer se mogu sazeti u sinteticki indeks
tolerantnosti na vodni stres.

Ukoliko se u obzir uzmu i ocene genotipova u polju, u odnosu na parametre
dobijene analizom biljaka u ogledu in vitro i in vivo (suva masa, sadrzaj vode i

koncentracija prolina) dolazi se do slede¢ih rezultata (slika 5.30.).

DT:low DT: medium DT: high DT:low DT: medium DT: high DT:low DT: medium DT: high
7 11 2
£ 05 10 3.01 10
e § = 0 i wo g #
o 4 4 c 3 225 1
= 0.0+ ] =] ! 2 5
2 50 2 o, | 81 5 p E20- p
S.0s] 5 g ]
= 05 5 P2 4 |3 3 3 y 1245 B 5 i,
=] 26 5 | W LS N
Q.10 & e S 1.0 8
[l 7 o 1
o 8 10 3 0.5- g 1M g
-1.57 9 2 10
vitro  soil vitro  soil vitro  soil vitro  soil vitro  soil vitro  soil vitro  soil vitro  soil vitro  soil

Slika 5.30. Poredenje efekta stresa usled suse u polukontrolisanim i kontrolisanim

uslovima gajenja na suvu masu

(Dry weight (g/plant/explant)-(g/biljci/izdanku); %, water content-sadrzaj vode; Proline log (mg/gDW)-sadrzaj
prolina, logaritamska transformacija (mg/g SM) (kod genotipova prethodno podeljenih u 3 grupe na osnovu

tolerantnosti prema susi u poljskim uslovima (DT) (low-niska; medium-srednja; high-visoka)

5.5. Analize ekspresije kandidat gena

Za analize ekspresije gena koris¢eni su najmladi potpuno razvijeni listovi biljaka
gajenih u polukontrolisanim uslovima u stakleniku. Uzorci kontrole i biljaka
podvrgnutih tretmanu susom analizirani su 5 dana nakon prestanka zalivanja biljaka u
istom momentu kada su analizirani i fizioloski parametri. Iz tih uzoraka je ekstrahovana
DNK, kao i mRNK, iz koje je potom sintetisana cDNK. Osim cDNK templejt za PCR
reakciju je bila i genomska DNK kako bi se ustanovilo da li su kandidat geni uopste
prisutni u genomu ispitivanih genotipova Secerne repe, posebno Sto neki kandidat geni
poticu iz drugih biljnih vrsta (tabela 4.5.). Ustanovljene su razlike u ekspresiji odabranih
kandidat gena na nivou RNK u uslovima stresa kako u odnosu na kontrolu, tako i

izmedu genotipova.
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Tabela 5.14. Prisustvo produkta amplifikacije fragmenta 1 (B1543470) koji odgovara

genu za dehidrin Secerne repe

§lg s g2
E | 2 z | z | © Gel
s | & 13| 5
LL )
1 + + +
2 + + +
3 + + +
4 + + + genotipovi 1-6,
5 + + + | M1k1s1g2k 2s 2g 3k 3s 3g 4k 4s 4g 5k 55 59 6k 65 69 54°C
1 6 + + +
7 + + +
8 + + +
9 + + + genotipovi 7-11,
10 + + + 7k 7s 7g 8k 8s 8g 9k 9s 9g 10k10s10g11k11s11gM 540C
11 + + +

Brojevi na slici oznacavaju genotipove, slovo g-genomsku DNK, a k i s cDNK koji odgovaraju mRNK izolovanoj iz
listova kontrole i listova biljaka izloZenih nedostatku vode, redom, M-marker 100bp DNK lestvica.

(+ vidljiv signal; * jedva vidljiv signal; - nema signala)

Nakon reakcije amplifikacije fragmenta 1 produkt reakcije je dobijen kod svih
uzoraka pri ¢emu je signal uvek najja¢i na genomskoj DNK (tabela 5.14.). Veli¢ina
produkta odgovara ocekivanoj. Kod genotipova 1, 2, 3, 4, 6 i 9 signal je ja¢i na cDNKs
nego na cDNKK s$to se moZe objasniti indukcijom usled nedostatka vode. Kod
genotipova 5, 7, 8 i 11 signal na cDNKs je jednak onom na cDNKK. Kod genotipa 10
signal na cDNKSs je slabiji nego na cDNKK §to se moze objasniti represijom usled suse.

Produkt amplifikacije je kod uzoraka na genomskoj DNK bio dugacak oko 900
bp za fragment 3, a na cDNK 300 bp (tabela 5.15.). Ovo se moze objasniti prisustvom
introna na genomskoj DNK koji je iseCen u toku procesa dozrevanja mRNK. Ovaj
rezultat moze da posluzi 1 kao unutrasnja kontrola u smislu nepostojanja kontaminacije

genomskom DNK u svim uzorcima cDNK.

80




Tabela 5.15. Prisustvo produkta amplifikacije fragmenta 3 (B1543243) koji odgovara

genu iz SecCerne repe i lucerke za protein, Cija je ekspresija izazvana hladnoc¢om i

susom™
b
s 2 2| ¢z
S | c Z z o Gel
S | 3 Q| 3|5
LL )
1 * - *
2 * * +
3 + + +
4 + + +
5 - - + genotipovi 1-6,
3 6 + + + 54°C
7 - - +
8 - - +
9 - - +
ﬂ - - I genotipovi 7-11,
) 7k 7s 7g 8k 8s 8g 9k 9. 9g10k10s10g11k11s11g M 54°C

Tabela 5.16. Prisustvo produkta amplifikacije fragmenta 4 (B1096135) koji odgovara

genu iz Secerne repe za dehidrin cistein proteinazu, ¢ija je ekspresija izazvana suSom**

-
g | s g|2
E | 2 Z | z | © Gel
18 |88 ¢
L O
1 + + +
2 + + +
3 + + +
4 * - - genotipovi 1-6,
5 + + - | 1k1s1g 2k 2s 2g 3k 3s3g 4k 4s 4g 5k 555g 6k 65 6g M 54°C
4 6 + + +
7 + - -
8 + + -
9 + + -
10 + + * genotipovi 7-11,
11 + + R M 7k 7s7g 8k 8s 8g 9k 9s 9g10k10s10g111k11sllg 54°C

* | ** Brojevi na slici oznacavaju genotipove, slovo g-genomsku DNK, a k i s cDNK koji odgovaraju mRNK

izolovanoj iz listova kontrole i listova biljaka izloZenih nedostatku vode, redom, M-marker 100bp DNK lestvica.

(+ vidljiv signal; * jedva vidljiv signal; - nema signala)
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Nakon reakcije amplifikacije fragmenta 4 dobijeni produkti na genomskoj DNK
su bili vec¢i nego na cDNK (tabela 5.16.). To se moze objasniti prisustvom introna, Koji
je eliminisan pri sintezi MRNK. Signal je znatno ja¢i na cDNK u odnosu na genomsku
DNK. Jaci signal na cDNKs u odnosu na kontrolu je dobijen kod genotipova 1, 2, 4, 6 1
9 Sto se moze objasniti indukcijom usled nedostatka vode, obrnuto su reagovali

genotipovi 3, 5, 7, 8, 10 1 11 §to se moze objasniti represijom usled suse.

Tabela 5.17. Prisustvo produkta amplifikacije fragmenta 5 (AW697770) koji odgovara

genu iz Seéerne repe i Arabidopsis-a za protein Cija je ekspresija izazvana suSom

c o 4 %) 4
I<B) = v 4 Z
18 |88 ¢% el
El©[°]°]8
1 + + -
2 + + -
3 + + -
4 + + -
5 n n N M 1k %s 19 _2k 2s 29 3k 3s 3g 4k 4s 4_g 5k _Ss 59 6k 6s 6g M
genotipovi 1-3, 54°C genotipovi 4-6, 54°C
5 6 + + -
7 + + -
8 + + -
9 + * -
10 + + - M 7k 7s 7g 8k 8s 8g 9k 9s 9g 10k 10s 10g 11k 11s 11g M
1 |+ + - | genotipovi 7-9, 54°C genotipovi 10-11, 54°C

Brojevi na slici oznaGavaju genotipove, slovo g-genomsku DNK, a k i s cDNK koji odgovaraju mRNK izolovanoj iz
listova kontrole i listova biljaka izloZenih nedostatku vode, redom, M-marker 100bp DNK lestvica.

(+ vidljiv signal; * jedva vidljiv signal; - nema signala)

Amplifikacijm fragmenta 5 na genomskoj DNK nije dobijen nikakav produkt, a
na cDNK mogla su se uociti dva produkta, $to ukazuje da se verovatno radi o na familiji
gena (tabela 5.17.). Veca razlika u ekspresiji gena izmedu tretmana i kontrole je uo¢ena
jedino kod genotipa 9.
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Tabela 5.18. Prisustvo produkta amplifikacije fragmenta 6 (B1543640) koji odgovara

genu iz Secerne repe i Arabidopsis-a za protein Cija je ekspresija izazvana susom

Elg | g | g |2
o
£ 8 = Z (@) Gel
g | @ [a) &) c
g () &) o =
LL o
1 + + + | genotipovi 1-6, 54°C
2 + + +
3 + + *
4 + + +
5 + + +
1k 1s 1g 2k 2s 2g 3k 3s 3g 4k 4s 4g 5k 5s 5g 6k 6s 6g M
6 6 + + *
7 + * + | genotipovi 7-11, 54°C
8 + + +
9 + + +
10 + + +
11 + + + M 7k 7s 7g 8k 8s 8g 9k 9s 9g 10k 10s 10g 11k 11s11g

Brojevi na slici oznacavaju genotipove, slovo g-genomsku DNK, a k i s cDNK koji odgovaraju mRNK izolovanoj iz
listova kontrole i listova biljaka izloZenih nedostatku vode, redom, M-marker 100bp DNK lestvica.

(+ vidljiv signal; * jedva vidljiv signal; - nema signala)

Produkti amplifikacije fragmenta 6 na genomskoj DNK su bili nesto veéi od 600
bp, a na ¢cDNK oko 530 (oc¢ekivano na ¢cDNK 541 bp) (tabela 5.18.). Jaéi signal na
c¢DNKSs je dobijen kod vecine genotipova (1, 2, 3,4, 5, 6, 8, 9, 11) Sto se moZe objasniti
indukcijom usled nedostatka vode. Genotip 7 je imao veoma slabo vidljive produkte
narocito kod cDNKs.

Amplifikacijom fragmenata 7 (X15290), 9 (BG932913) i 10 (B1096146) nisu
dobijeni produkti ni na jednoj matricnoj DNK. Fragment 7 odgovara mRNK za dehidrin
iz kukuruza, a 9 i 10 stres indukuju¢i protein iz Secerne repe koji je indukovan u
uslovima stresa.

Veli¢ina produkata amplifikacije fragmenta 11 na genomskoj DNK za
genotipove 2, 5 i 6 iznosila je oko 500 bp, ali je signal bio veoma slab (tabela 5.19.).
Kod svih ostalih je oko 200 bp (o¢ekivano je za cDNK 203 bp). Genotip 7 ima jedva
vidljiv signal genomske DNK i to veli¢ine cDNK.
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Tabela 5.19. Prisustvo produkta amplifikacije fragmenta 11 (BQ060651) koji odgovara

genu iz Secerne repe za fruktozu-bisfosfat aldolazu*

§128 |s ¢ |2
+—
£ 8 = Z (@) Gel
g | @ [a) &) c
g () &) o =
LL o
1 + + - | genotipovi 1-6, 54°C
2 + + *
3 + + -
4 + + -
5 + + *
M 1k 1s 1g 2k 2s 2g 3k 3s 3g 4k 4s 4g 5k 55 5g 6k 6s 69
11 6 + + *
7 + + *= | genotipovi 7-11, 54°C
8 + + -
9 + + -
10 + + -
11 + + - M 7k 7s 7g 8k 8s 8g 9k 9s 9g 10k 10s 10g 11k 11s 11g M

Tabela 5.20. Prisustvo produkta amplifikacije fragmenta 12 (BF011094) koji odgovara

genu iz Secerne repe za protein specifi¢an za list**

Fragment

Genotip

cDNKk

cDNKs

Gen DNK

54°C

54°C

54°C

Gel

12

OO N[O OB~ W N

[EY
o

-
-

+|+|+|+|+|+|+]|+]|+]|+]|+]|58C

|+ |+ +

+|+|+|+|+|+|+]|+]|+]|+]|+]|58C

|+ |+ +

+l+|+|+|+|+|+]|+]+]|+]|+|58C

++ |+ +] +

genotipovi 1-6, 58°C

1k1s192k2s2g3k3s3g4k4s4g5k5s5g6k6s6g M

genotipovi 7-11, 58°C

7k7s 7g 8k 8s 8g 9k 9s 99 10k10s10g11k11s1igM

genotipovi 7-11, 54°C |

M 7k 7s 7g 8k 8s8g 9k 9s 9g 10k10s10g11k11sllg

* | ** Brojevi na slici oznacavaju genotipove, slovo g-genomsku DNK, a k i s cDNK koji odgovaraju mRNK

izolovanoj iz listova kontrole i listova biljaka izlozenih nedostatku vode, redom, M-marker 100bp DNK lestvica.

(+ vidljiv signal; * jedva vidljiv signal; - nema signala)
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Koli¢ina dobijenog produkta amplifikacije fragmenta 12 je kod svih uzoraka bila
ujednacena (tabela 5.20.). Ovaj fragment moze da posluzi i kao unutra$nja pozitivna
kontrola, jer je svugde prisutan. Fragment je i kod cDNKs i cDNKk i gDNK iste
veliCine, 1 iznosi oko 600 bp (ocekivano 604 bp). Ovo pokazuje da je priblizno ista
kolicina templejta cDNK koris¢ena u PCR reakcijama u ovom istrazivanju i da razlike u
jacini signala dobijene u reakcijama amplifikacije drugih kandidat gena poticu od
razlic¢itih koli¢ina informacione RNK u uzorku (listu), a ne od razlicite koli¢ine templejt
cDNK u reakciji. Razlike u koli¢ini iRNK mogu da budu i rezultat uzimanja razli¢itog
lista za analizu, razlike u poloZzaju lista, osvetljenja, itd.

Amplifikacijom fragmenta 13 dobijen je produkat svugde iste veli¢ine, i iznosi
skoro 600 bp (o¢ekivano 581 bp) (tabela 5.21.). Kod uzoraka genotipa 1 nije doslo do
sinteze produkta. Kod genotipova 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9 i 11 produkt je prisutan samo na
genomskoj DNK. Kod genotipova 8 i 10 produkt je prisutan i na obe cDNK.

Produkt reakcije amplifikacije fragmenta 14 na genomskoj DNK je bio priblizno
veli¢ine 700 bp (ocekivano 686 bp) (tabela 5.22.). Kod genotipova 3, 5 i 6 nigde nema
produkata, ni pri manje strogim uslovima, na 54°C. Kod genotipova 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9,
10, 11 produkti su samo dobijeni na genomskoj DNK. Na cDNK nigde nema produkta
na 60°C.
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Tabela 5.21. Prisustvo produkta amplifikacije fragmenta 13 (B1096078) koji odgovara

genu iz Secerne repe Cija je ekspresija indukovana prisustvom fosfata*

518 ¢ g %
+—
E |2 z |z | © Gel
] <5 () (| c
- (@) [&) &) ‘1’
LL o
; - - ___| genotipovi 1-3, 54°C genotipovi 4-6, 54°C
- - +
3 - - +
4 - - *
5 T M 1k 1s 1g 2k 2s 29 3k 3s 3g 4k 4s 4g 5k 55 59 6k 6s 6g M
13 6 - - + | genotipovi 7-11, 54°C
7 - - +
8 + + +
9 - - + 7k 7s 7g 8k 8s 8g 9k 9s 9g 10k 10s10g 11k 11s1lg M
10 + + +
11 - - +

Tabela 5.22. Prisustvo produkta amplifikacije fragmenta 14 (B1073246) koji odgovara

genu iz Secerne repe i mrkve za glikoprotein ¢ija je ekspresija izazvana mehani¢kom

povredom**
X
X %)
- 4 X =
= o zZ pd a Gel
e | B 28|85
2|3 ©
| . M .
L CIQ L |9Q L |genotipovi 1-11, 60°C
O S | O | O T
O 1 [©O© 1n | O O
1 - - + _
2 - - * 1s 2s 3s 4s5s 6s 7s 8s 95 10s 11s M 1k 2k 3k 4k 5k 6k 7k 8k 9k 10k 11k
3 |- _ + genotipovi 1-11, 60°C
4 |- - +
5 - - -
14 6 - - - 1g 29 3949 59 6g 79 8g 99 10g 1igM
7 - - - -+ *
8 |- - |- -|* *|genotipovi7-11, 54°C
9 |- - |- -|+ +
10 |- -|- -]+ +
1 I R + - M 7k 7s 7g 8k 8 8g 9k 9s 9g 10k 10s10g 11k 11s1lgM

* i ** Brojevi na slici oznacavaju genotipove, slovo g-genomsku DNK, a k i s cDNK koji odgovaraju mRNK
izolovanoj iz listova kontrole i listova biljaka izlozenih nedostatku vode, redom, M-marker 100bp DNK lestvica.

(+ vidljiv signal; * jedva vidljiv signal; - nema signala)
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Tabela 5.23. Prisustvo produkta amplifikacije fragmenta 15 (BF011254) koji odgovara

genu iz Seéerne repe za protein Cija je ekspresija izazvana auksinom

< Q X %) X
<) = N2 N4 Z
<) c
E (@) % ) <}
L o
1 + + -
2 + | + - | genotipovi 1-6, 58°C
3 + + -
4 + | + -
5 + + - | M1k 1s1g2k 2s 2g 3k 3s 3g 4k 4s 4g 5k 55 5@ 6k 6s 69
6 + | + - . .
15 genotipovi7-11, 58°C
7+ ] -
8 + + - _
9 + + - 7k 7s 7g 8k 8s 8g 9k 9s 9g 10k10s 10g11k11silg M
0+ [+ -
11 + + -

Brojevi na slici oznacavaju genotipove, slovo g-genomsku DNK, a k i s cDNK koji odgovaraju mRNK izolovanoj iz
listova kontrole i listova biljaka izloZenih nedostatku vode, redom, M-marker 100bp DNK lestvica.

(+ vidljiv signal; * jedva vidljiv signal; - nema signala)

Produkt amplifikacije fragmenta 15 je bio iste veli¢ine kod svih uzoraka i iznosi
600 bp Sto odgovara o¢ekivanom broju baznih parova (tabela 5.23.). Produkt je prisutan
kod svih genotipova samo na cDNK S§to ukazuje na malu zastupljenost tog gena u

genomu.
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6. DISKUSIJA

Istrazivanja vezana za reakciju biljaka na nedostatak vode najces¢e ukljucuju
relativno brzo nametanje vodnog stresa u sudovima gde su kratkoro¢no gajene biljke ili
u eksperimentima u hidroponima pod kontrolisanim uslovima, uz koris¢enje biljaka u
tano odredenim fazama razvoja. Primena takvih rezultata u cilju poveéanja
tolerantnosti gajenih biljaka prema susi zbog kompleksnosti uslova gajenja na
otvorenom, bila bi nemoguca. U poljskim uslovima razvoj biljaka moze biti inhibiran na
razli¢ite nacine, interakcijom izmedu suse i drugih ekoloskih stresova, dostupnoscu i
pravovremenim padavinama 1 temperaturom, kao i interakcijama s razli¢itim
mikroorganizmima (Neumann, 2008). Sa druge strane u kontrolisanim uslovima jedino
je moguce eliminisati uceS¢e drugih faktora i na taj nafin omoguciti da reSenje
problema u polukontrolisanim ili kontrolisanim uslovima bude u kasnijim fazama
implementirano u kompleksne uslove zZivotne sredine. Dobijeni rezultati su poredeni sa
opservacionim testovima genotipova u poljskim uslovima kako bi rezultati zaista bili
upotrebljivi u selekciji. Oplemenjivanje ima veoma slozen zadatak da prati klimatske
promene i prilagodi sortiment uslovima koji se menjaju u velikoj meri kako na

lokalnom tako i na globalnom nivou, a da pri tom prinos i kvalitet ima tendenciju rasta.

6.1. Statisticke transformacije analiziranih podataka fizioloskih testova

Kada se dobiju nehomogeni rezultati tokom merenja pojedinih fizioloskih
parametara, teSko je izvuéi pouzdane zakljucke o efektima primenjenih tretmana bez
dodatnih statistickih analiza podataka. Samo neke od mogucih statistickih
transformacija osnovnih podataka su: Box-Cox, po Dzonsonu i logaritamska. Posebno
je naglaSen efekat ovih transfomacija na konacan zakljucak o uticaju nedostatka vode na
koncentraciju slobodnog prolina u listovima Secerne repe (Putnik-Deli¢ et al., 2010).
Kod rezultata koncentracije slobodnog prolina utvrdena je heterogenost varijanse i za
genotipove i za tretmane na osnovu testova homogenosti varijanse. Putnik-Deli¢ et al.
(2010) su ustanovili da je raspodela osnovnih podataka vrlo neravnomerna. S ciljem
primene parametarske analize varijanse i uporedenja tretmana, transformacija podataka
je bila neophodna. Distribucija Box-Cox transformisanih podataka je mnogo bliza

normalnoj raspodeli, jer je eliminisala heterogenost varijabli u grupama tretmana i
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smanjila je u grupama genotipova. Transformacija po Dzonsonu je bila efikasna u
otklanjanju odstupanja od normalne distribucije i u stabilizovanju varijanse.
Transformisani podaci nisu uticali na ukupni F test i F test za interakciju genotip X
tretman (nedostatak vode), ali su uticali na rezultat uporedivanja ovih parova.

Box-Cox se obi¢no primenjuje u biometrici za eliminisanje odstupanja od
normalne raspodele i kako bi se stabilizovala varijansa. lako je ova transformacija lako
razumljiva i primenljiva, ¢esto ne dovodi do odgovarajuceg reSenja, odnosno zakljucka.
Samo kod obrade preliminarnih rezultata korisé¢ena je Box-Cox transformacija, a potom
je utvrdeno da transformacija po DZzonsonu realizovana u statistickom softveru (Mini
Tab R), moze da bude dobra alternativa. Za poredenje koncentracija slobodnog prolina
dobijena je konzistentnost rezultata primenom obe transformacije. Kao §to je prethodno
navedeno postojala je velika varijabilnost podataka i neophodno je bilo tranformisati ih
u normalne sluajne promenljive najadekvatnijim metodom. Logaritamske
transformacije su bile tre¢i metod normalizacije podataka. Pomoc¢u transformacije po
DzZonsonu dobijena je vrlo korektna normalizacija, ali ne znacajno bolja od
logaritamske, koja se u ovom slucaju pokazala prakti¢nijom za tumacenje, jer Se za
razliku od transformacije po Dzonsonu, vrednosti dobijene logaritamskim
transformacijama mogu lako prevesti u procente. Iz tog razloga u daljim fazama
analiziranja podataka dobijenih na osnovu fizioloSkih testova kod genotipova Secerne
repe usled nedostatka vode u polukontrolisanim uslovima koriS¢ene su logaritamske

transformacije.

6.2. Diferencijacija genotipova na osnovu fizioloskih testova

Vodni stres primenjen na biljke gajene u polukontrolisanim uslovima u
stakleniku izazvao je gubitak vode iz biljnih tkiva kod slabo tolerantnih i veoma
tolerantnih genotipova. Najveée gubitke ispoljila su tri genotipa iz grupe slabo
tolerantnih (2, 5, 6) i dva iz grupe visoko tolerantnih (1, 4). Kao posledica gubitka vode
procenat suve materije, kod korena i nadzemnih delova, povecan je pod stresnim
uslovima za slabo i visoko tolerantnu grupu, a izuzetak su genotipovi 6 u grupi slabo
tolerantnih (koren) i 10 u grupi visoko tolerantnih (nadzemni deo). Grupa srednje
tolerantnih genotipova pokazala je vrlo mali prosek povecanja %SM usled nedostatka

vode, narocito genotip 11, Koji je imao potpuno suprotnu tendenciju. Nasuprot tome,
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prema rezultatima Jun et al. (2000) umerena tolerantnost prema stresu, iskazana
koli¢inom SM zasnovana je na porastu nadzemnog dela koji je u vezi sa izlaganjem
biljaka uslovima suse.

Postoje znacajne razlike izmedu genotipova SeCerne repe u odnosu na
stomaternu provodljivost, indeks sukulentnosti, specificnu masu lista, i osmotsko
prilagodavanje (Ober et al., 2005), ali se ne uocavaju znacajne razlike za fotosintetske
parametre, relativni sadrzaj vode ili ukupnu potroSnju vode Sto se slaze sa rezultatima za
pojedine parametre koji su dobijeni u ovom radu. Utvrden je veéi sadrzaj fotosinteti¢kih
pigmenata (hl a i hl b i smeSe karotenoida), kao genotipske karakteristike kod
genotipova 1 i delimi¢no 8. Medusobno, koncentracije fotosintetickih pigmenata imaju
pozitivne koeficijente korelacija. Koncentracija prolina se kod svih genotipova u
uslovima suSe povecala, kao $to se i % SM povecao u uslovima suse osim kod
genotipova 9 i 11. Uocava se da su procentualno izrazene promene usled stresa u
odnosu na kontrolu znatno manje za suvu masu, a mnogo vece razlike su dobijene za %
SM i RWC korena, stabla i lista. Pod uticajem nedostatka vode smanjili su se suva masa
1 RWC, a %SM se povecao. Pozitivni koeficijenti korelacije su dobijeni poredenjem
suve mase, %SM i RWC razli¢itih organa. Unutarklasni koeficijenti korelacije za %SM
su vi$i i1 takode pozitivni u odnosu na %SM i RWC. Relativne vrednosti za suvu masu,
%SM, broj listova i prolin, ukazuju da uticaj stresa na ukupnu suvu masu, nije statisticki
znacajan, dok je uticaj na broj listova, %SM i sadrzaj prolina znatno veci. Biljke
izlozene stresu U proseku imaju oko tri lista manje, za Cetiri procenta veéi %SM i
sedmostruko vec¢i sadrzaj prolina. | unutarklasni koeficijenti korelacije kao merilo
genotipske divergentnosti potvrduju da je razliCitost genotipova veca za %SM i
koncentraciju prolina nego za ukupnu SM i broj listova. Parametri fluorescencije nisu
pokazali znacajne varijacije u uslovima stresa izazvanog nedostatkom vode. Visok
koeficijent unutarklasne korelacije utvrden je za F, i Fn, a nizak za F,/Fp, $to govori da
ovaj poslednji parametar vise varira u okviru genotipova usled uticaja nedostatka vode,
ali nedovoljno da bi genotipove razlikovali samo na osnovu ovog parametra.

Prema Ober et al. (2005) masa zelenih listova tokom suse je u pozitivnoj
korelaciji s indeksom tolerancije na susu, koji je u negativnoj korelaciji sa indeksom
sukulentnosti 1 ocenom uvenuca lista i starenjem. Prinos Secera iz oblasti zahvacene
susom je bio u pozitivnoj korelaciji sa koli¢inom vode u zemljistu, a u negativnoj sa
porastom lista merenim u kasno leto. U uslovima navodnjavanja, postojala je pozitivna

korelacija izmedu transpiracije i prinosa SeCera. Rezultati ovih autora pokazuju da bi
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indeks sukulentnosti i uvenu¢a mogao da se Koristi za procenu genotipova u ranim
fazama oplemenjivanja. Nazalost, u naSem eksperimentu nije bilo mogucnosti za
utvrdivanje prinosa u polju pod istim uslovima nedostatka vode kao 1 u
polukontrolisanim uslovima gajenja tih genotipova, $to bi u znacajnoj meri olaksalo
reSavanje problema. Kako bi se ipak pronasla veza sa gajenjem na otvorenom, parametri
odabrani za ovaj ogled su poredeni sa promenom turgora kod testiranih genotipova u
uslovima suSe u polju. Poredenje rezultata dobijenih u polukontrolisanim i poljskim
uslovima je vazno da bi se mogli sigurnije primeniti ovi rezultati u selekciji genotipova
Secerne repe prema tolerantnosti na susu.

Poznato je da je povecanje koncentracije prolina u vezi sa smanjenjem vodnog
potencijala lista (Morot-Guadry et al., 2001) i da se prolin ukljuCuje u smanjenje Steta
izazvanih u membranama tilakoida usled aktivnosti kiseoni¢nih radikala. Prolin se javlja
i ¢esto akumulira u velikim koli¢inama kod biljaka kao odgovor na stresne uslove
zivotne sredine (Kavi Kishore et al. 2005; Ashraf i Foolad 2007). Analiza podataka
dobijenih u eksperimentu u polukontrolisanim uslovima u stakleniku ukazuje da je
interakcija stres x genotip znacajna za koncentraciju prolina i % suve materije, ali ne i
za suvu masu korena, stabla, lista i cele biljke, ili broj listova. Ce$ée objasnjenje za
nakupljanje prolina, je da postoje prednosti u vidu zastite membrana i proteina kada se
relativan sadrZaj vode smanjuje. U biljnim ¢elijama, osmoliti su obi¢no ograniceni na
hloroplaste i citoplazmati¢ne delove koji zajedno zauzimaju 20% i manje od zapremine
¢elije (Ain-Lhout et al., 2001).

U in vitro uslovima sinteza prolina se povecala porastom koncentracije PEG, u
proseku eksponencijalno za slabo i srednje tolerantnu grupu, u prisustvu 3% PEG, dok u
prisustvu 5% PEG je malo opala. Ukupno prose¢no povecanje na 5% PEG bilo je
cetvorostruko za slabo i srednje tolerantnu grupu, ali jedanaestostruko za grupu visoke
tolerantnosti. Genotipovi su se razlikovali u okviru grupe i kod kontrole.

Sadrzaj prolina je u vecoj pozitivnoj korelaciji sa masom aksilarnih pupoljaka,
skoncentrisanih u manje pupoljke, nego sa ukupnom biomasom.

Koncentracija prolina je znacajno povecana u listovima i aksilarnim pupoljcima,
I u pozitivnoj je korelaciji sa koncentracijom PEG-a §to je u skladu s rezultatima Al-
Khairi i Bahrani (2004) i Liu et al. (2011). Vrlo sli¢ne rezultate su dobili Sun et al,
2011. na Amaranthus mangostanus.

Sinteza prolina je bila stimulisana nedostatkom vode kod svih genotipova, a

posebno kod genotipova 2 i 6 iz slabo tolerantne i genotipa 4 iz visoko tolerantne grupe.
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Za slabo tolerantnu grupu prose¢no povecanje je bilo 15 puta, a za srednje i visoko
tolerantnu grupu 4 i 6 puta. Genotipovi kod kojih je koncentracija prolina najmanje
promenjena su bili iz srednje (9, 11) i visoko (10) tolerantne grupe.

Povecanje akumulacije prolina usled suse pokazalo je pozitivnu korelaciju sa
rastom i u fazi sejanaca kod pSenice i pirinc¢a (Shah et al., 2002; Song et al., 2005). Kod
kukuruza, sadrzaj prolina je povecan usled nedostatka vode i maksimum koncentracije
je ustanovljen posle 10 dana, a zatim se smanjuje iako je izlaganje stresu nastavljeno,
Sto je konstatovano analizom nakon 15 dana (Anjum et al., 2011). U ovom
eksperimentu u polukontrolisanim uslovima u stakleniku, stepen akumulacije prolina u
uslovima suSe se povec¢a0 u odnosu na kontrolu $to je u skladu sa rezultatima drugih
autora. Medutim, postoje nejasnoce u ispoljavanju tolerantnosti pojedinih genotipova u
polukontrolisanim uslovima i u polju, u smislu pojave da neki genotipovi u odredenim
grupama tolerantnosti u polju ispoljavaju potpuno suprotnu reakciju u odnosu na ostale
genotipove iz te grupe. To moze biti rezultat relativno velikih razlika u uslovima koji
vladaju u polju i faze ontogeneze Secerne repe.

Rong-hua et al. (2006), rade¢i sa je¢cmom, pokazali su da su indirektne i1 brze
metode merenja fotosintetske aktivnosti, kao Sto su fluorescencija hlorofila, narocito
maksimalna fotohemijska efikasnost photosistema Il - PSII (§to se moZe oceniti putem
promenljive maksimalne fluorescencije hlorofila a (Fm), i odnos Fv/Fm) i procena
sadrzaja hlorofila (SPAD indeks), efikasne tehnike merenja fotosinteticke razmene
gasova u otkrivanju razlike izmedu genotipova u odnosu na tolerantnost prema susi.
Drugi fizioloski parametri kao $to su temperatura lista i relativni sadrzaj vode (RWC)
su takode veoma osetljivi na stres izazvan suSom i pokazuju dobru Kkorelaciju sa
tolerancijom na susu (Jamaux et al, 1997; Altinkut et al, 2001; Colom i Vazzana, 2003).
Pouzdanost ovih parametara za razlikovanje genotipova u odnosu na reakciju prema
nedostatku vode verovatno zavisi od biljne vrste (Colom i Vazzana, 2003; O'Neill et al,
2006; Rong-hua et al, 2006), jer razlic¢ite vrste mogu posedovati razli¢ite mehanizme
otpornosti i/ili tolerancije na stres. Prema Silva et al. (2007) pazljiva selekcija
odgovarajucih fizioloskih parametara kao Sto su Fv/Fm odnos, SPAD indeks, i RWC
lista i brzih / nedestruktivnih metoda njihove kvantifikacije je veoma dragocena za

ocenu tolerantnosti prema susi.

Stres izazvan suSom uglavnom se vidi i kroz smanjenu Fv/Fm vrednost, §to je

evidentno samo kod osetljivin genotipova (Silva et al.,, 2007). Smanjenje Fv/Fm
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indukovano stresom je pokazatelj fotoinhibicije koja je povezana sa vecom redukcijom
PSII (Maxwell i Johnson, 2000). Sposobnost odrzavanja visokog Fv/Fm odnosa pod
stresnim uslovima ukazuje na visoku efikasnost iskoris¢avanja svetlosti koja se koristi u
fotohemijskim reakcijama i asimilaciji ugljenika. Colom i Vazzana (2003) su objavili
slicne korelacije izmedu Fv/Fm odnosa i suse sa visokim Fv/Fm vrednostima koje su u
vezi sa tolerancijom na suSu, a niske Fv/Fm vrednosti se povezuju sa malom
adaptibilnos¢u na stres usled suse. Relativno brza promena u uslovima blagog stresa
ukazuje da je Fv/Fm perspektivan parametar za skrining Se¢erne trske na tolerantnost
prema sus$i. Parametri fluorescencije nisu pokazali znacajne varijacije kod testiranih
genotipova Sec¢erne repe u uslovima stresa izazvanog nedostatkom vode. Efekti suse
marginalno su primetni za Fv i Fm, ali ne i za Fv/Fm odnos, gde su najvece razlike
izmedu genotipova (devijacije od kontrole). Osim toga, stres koji uzrokuje razlike u
slucaju preklapanja intervala interakcije stres x genotip slian je za sve genotipove.
Visok koeficijent unutarklasne korelacije utvrden je za Fv i Fm, a nizak za Fv/Fm $to
potvrduje da fotohemijska efikasnost fotosistema II viSe varira u okviru genotipova

usled uticaja nedostatka vode, nego sto je genotipsko svojstvo.

Svi genotipovi u tolerantnoj grupi u ovom eksperimentu su imali relativno
visoke vrednosti RWC u odnosu na one u osetljivoj grupi ¢ime je potvrdena empirijska
klasifikacija tolerantnosti prema susi (Silva et al., 2007). Takvi genotipovi bi
eventualno mogli da odrZe hidrataciju protoplasta na duze vreme pod uslovima vodnog
deficita i time osiguraju produktivnost u semi-aridnim regionima. U stvari, RWC je
najvazniji pokazatelj stepena hidratacije Celija i tkiva, koja je od klju¢nog znacaja za
optimalnu fiziolosku funkcionalnost, i procese rasta, tako da odrzavanje relativno
visokog RWC tokom blage suse ukazuje na tolerantnost prema susi (Jamaux et al,

1997; Altinkut et al, 2001; Colom i Vazzana, 2003).

Relativni sadrzaj vode (RWC) lis¢a, meren odmah nakon prestanka suse, zavisi
od faze razvoja, ali smanjenje je uoceno samo kod starijih listova (Choluj et al., 2008).
Shaw et al. (2002) su pokazali da vece smanjenje RWC kod SeCerne repe moze biti
posledica Sestodnevnog nezalivanja bez znaCajnog efekta suse na sadrzaj vode u
glavnom korenu. U eksperimentu u polju je uoceno da su samo stariji listovi izgubili
turgor u toku dana, $to je povezano sa smanjenjem RWC, ali njihov sadrzaj vode tokom
noc¢i se povratio. Kevresan et al. (1997/1998) su pokazali da je simptom drasti¢nijeg

snizavanja vodnog potencijala lista kod linija SeCerne repe usled suse, kontinuirano
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pojavljivanje simptoma venjenja na listovima. Ovi autori nisu ustanovili razliku u ovoj
osobini izmedu starijih i mladih listova.

Pored navedenih parametara na osnovu rezultata dobijenih u ovom radu, kod
Secerne repe se kao veoma efikasan parametar za diferenciranje genotipova moze
koristiti i sadrzaj prolina (Putnik-Deli¢ et al., 2013).

U in vitro eksperimentalnim uslovima cilj je bio da se medusobno uporede
genotipovi i da se ustanovi parametar po kom se genotipovi mogu grupisati u odnosu na
tolerantnost prema nedostatku vode. U svom radu Roy et al. (2009) su ustanovili da se
tretiranjem pirinca PEG-om moze do¢i do relevantnih rezultata u smislu procene
genotipova na tolerantnost prema nedostatku vode. Kod Secerne repe procena je
napravljena na osnhovu logaritamskih transformacija podataka za broj aksilarnih
pupoljaka i koncentraciju prolina i procenjene vrednosti su vracene, transformisane
nazad u skale u kojima su testirani parametri.

Tretmanom PEG smanjuje se ukupna suva masa i vise nego duplo se smanjuje
broj aksilarnih izdanaka. PEG u koncentraciji od 3% uti¢e na povecanje ukupne sveze
mase. Pod uticajem PEG, sa smanjenjem sadrzaja vode u tkivima, smanjuje se broj
pupoljaka, ali se povecava masa pupoljaka, i procenat suve materije. Koncentracija
prolina kao sto je i ocekivano je znatno povecana. Vrednosti varijanse za genotipove su
najvise kod kontrole (0%PEG) za ukupnu svezu masu, kod 3% PEG-a za koncentraciju
prolina i svezu masu aksilarnih pupoljaka, a kod 5% PEG za % suve materije.
Kovarijanse izmedu 3% i 5% PEG su znacajne za % suve mase i aksilarne izdanke, koji
su vise od drugih parametara podlozni pozitivnom, a potom negativnom uticaju,
povecanjem koncentracije PEG preko 3%. Statisti¢iki znacajne razlike medu
genotipovima su dobijene i testiranjem 3, 5 i 7% PEG-om, kako kod broja aksilarnih
pupoljaka tako i kod sadrzaja suve materije i koncentracije prolina (Nagl et al., 2010).

U in vitro eksperimentu sveza masa eksplantata Secerne repe gajenih na podlozi
koja sadrzi 3 i 5% PEG smanjuje se u skladu sa povecanjem koncentracije PEG za
grupu genotipova tolerantnih prema susi, ali gubitak mase je pri najvisoj koncentraciji
PEG bio neznatno veéi. Genotipovi iz grupe visoko tolerantnih, pokazali su paralelne
tendencije, ali genotip 2 iz slabo tolerantne i 7 iz srednje tolerantne grupe pokazali su
smanjenje mase manje od drugih i slabije su se razvijali u odsustvu PEG. Prose¢na suva
masa ecksplantata sa povecanjem koncentracije PEG ne povecava se linearno, vec

dostize maksimum na 3% PEG, a zatim na 5% PEG opada do priblizno istog nivoa kao i
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kod kontrole (0% PEG). Kriva pokazuje vece razlike medu tretmanima za slabo
tolerantnu grupu genotipova, ali je trend isti.

Sadrzaj vode u tkivima se linearno smanjuje sa povec¢anjem koncentracije PEG, 1
pokazuje prosecan pad od 6% za tretman 5% PEG, sa malom prose¢nom razlikom medu
grupama tolerantnosti i ve¢om razlikom izmedu genotipova u okviru grupe. Genotipovi
8, 7 1 10 su pokazali najveéi gubitak vode za slabo, srednje i visoko tolerantnu grupu,
odnosno broj aksilarnih pupoljaka je smanjen u prisustvu 3% PEG-a, ali ne i u prisustvu
5% PEG-a. Genotipovi se razlikuju vise po osnovnom broju nego prema tendencijama i
proseci tri grupe tolerantnosti se ne razlikuju znacajno. Suva masa aksilarnih pupoljaka
povecava se na 3% PEG, ali ne i na 5%. Tri genotipa sa najvec¢im gubitkom vode takode
su imali najmanji broj izdanaka i najveéu suvu masu aksilarnih izdanaka u
odgovaraju¢im grupama.

Kod veéine genotipova (11, 9, 3, 8, 5, 7) dolazi do paralelnog povecanja
koncentracije prolina kao odgovor na stres u polukontrolisanim i u in vitro uslovima.
Genotipovi 1 i 10 imaju intenzivniju produkciju prolina pod uticajem stresa u uslovima
gajenja in vitro, dok je kod genotipova 4, 6 i 2 ona bila najintenzivnija pri vodnom
deficitu izazvanom u polukontrolisanim uslovima. Kod genotipova 2 i 6 povecala se
koncentracija prolina vise od proseka u uslovima vodnog stresa i u polukontrolisanim i
kontrolisanim uslovima, kod genotipova 1, 10, 7 i 5 je do znatnijeg povecanja doslo
posle izlaganja PEG-u, a kod genotipa 4 oba tretmana su imala isti efekat.

Pod uticajem PEG je ustanovljena pozitivna korelacija izmedu koncentracije

prolina i sadrzaja hlorofila, a negativna izmedu koncentracije prolina i koli¢ine SM.
Lisna povrsina utvrdena kod biljaka gajenih u stakleniku je u pozitivnoj korelaciji sa %
SM biljaka gajenih u kontrolisanim uslovima (u prisustvu PEG).
Ovo navodi na zakljucak da je sinteza prolina u pozitivnoj korelaciji sa formiranjem
aksilarnih pupoljaka, koncentrisanih u manje pupoljke, ali ne i sa ukupnom biomasom.
Povecanje % suve mase pod uticajem PEG je ocigledno. Ima malo varijacija u
rezultatima dobijenim u prisustvu 3% i 5% PEG. Genotipovi 1 i 10 su imali najvecu
koncentraciju prolina na 3% i na 5% PEG-u, a u proseku genotip 1 je na 3% PEG-u
imao i najvecu suvu masu.

Sinteza prolina pod uslovima stresa je u oba eksperimenta bila povecana pod
uticajem tretmana, ali postojala je znacajna razlika u odnosu na kontrolu: u in vitro
uslovima Sest puta, a u polukontrolisanim uslovima u stakleniku Sesnaest puta.

Medusobna sli¢nost je uo¢ena kod genotipova 3, 7 i 11 iz srednje grupe tolerantnosti, ali
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su znacajna odstupanja izmedu genotipova u slabo i visoko tolerantnoj grupi: 2 1 6 sa
veéim koncentracijama prolina u stakleniku u odnosu na 8, u slabo tolerantnoj grupi; 1 i
10 sa ve¢im vrednostima u odnosu na genotip 4 u in vitro uslovima u visoko tolerantnoj
grupi. Sva ova odstupanja koja ne obuhvataju suvu materiju, sadrzaj vode i sadrzaj
prolina, pokazuju da postoje dva pristupa za razdvajanje genotipova Secerne repe u
odnosu na odgovor prema vodnom stresu koji ne mogu da budu zamena jedan drugom.
Dok se na osnovu rezultata koncentracije prolina za ekperiment u in vitro uslovima
genotipovi mogu razdvojiti i svrstati na najvisi nivo tolerantnosti prema nedostatku
vode u skladu s observacionim testom u poljskim uslovima, test u polukontrolisanim
uslovima u stakleniku je manje efikasan u tom smislu. Razlog moze biti vremenska
ograni¢enost, jedinstvenost, a stres moze biti izazvan kontinuiranim ili isprekidanim
nedostatkom vode u polju.

Tretman PEG-om je imao pozitivan prosetan uticaj na suvu masu u
koncentraciji od 3% dok je u koncentraciji od 5% imao pozitivan uticaj na ukupnu suvu
masu i negativan uticaj na ukupnu svezu masu, odnosno uticao je na smanjenje sadrZaja
vode 1 rast. Genotipovi su na ovaj nacin jasno razdvojeni kod kontrole, u smislu ukupne
suve i sveze mase, ali su potom rangirani i po parametrima (sveza i suva masa i njihov
odnos izrazen u %). Sa povecanjem koncentracije PEG-a doslo je do smanjivanja mase
po biljci. Na genotipove 7, 2, 8 1 3 bio je veéi uticaj tretmana PEG-om.

Sveza i suva masa aksilarnih pupoljaka povecale su se pod uticajem 3% PEG-a,
ali ne i i na 5% PEG-u. Broj izdanaka je smanjen u prisustvu 3% PEG-a, a nesto viSe u
prisustvu 5% PEG-a. Sli¢ne reakcije za svezu i suvu masu ukazuju da, suprotno onome
Sto vazi za celu biljku, udeo suve materije u aksilarnim pupoljcima nije podlozan uticaju
PEG, te bi ostali delovi biljke trebalo da ispolje vece reakcije od cele biljke. Kod tezih
aksilarnih pupoljaka efekat PEG se ¢ini manjim. Prolin kao potencijalni parametar-
indikator tolerantnosti genotipova prema susi je adekvatniji od ukupne suve mase, $to se
moze uociti u paralelno koordiniranom plotu. Posmatranjem dva vrlo povezana
parametra, %SM i SM aksilarnih pupoljaka u odnosu na koncentraciju prolina
ustanovljena je razlidita reakcija genotipova u ovim odnosima. Dijagrami rasturanja
koncentracije prolina u odnosu na % suve materije i suvu masu izdanaka su omogucili
da se genotipovi svrstaju u dve razlicite grupe: genotipovi 1, 10, 3, 4 i 5 ¢ine grupu kod
koje je prolin sintetisan vise od proseka, za razliku od genotipova 11, 6, 2, 8, 91 7 kod

kojih to nije bio sluca;.
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U oba eksperimenta uoceno je znatno povecanje sadrzaja slobodnog prolina u
tkivima eksplantata Se¢erne repe ili listovima izloZenim nedostatku vode, kao i
smanjenje mase, svezeg tkiva, sadrzaja vode i aksilarnih izdanaka. Efekti stresa su
statisticki znacajni medu genotipovima svrstanim u grupe slabo, srednje 1 visoko
tolerantne u polju, sliéni su u proseku, osim za sadrzaj prolina u kontrolisanim
uslovima, koji je znatno veéi kod genotipova iz grupe visoke tolerantnosti.
Koncentracija prolina u listu je bila veca u in vitro eksperimentu u odnosu na
eksperiment u polukontrolisanim uslovima, ali je efekat izlaganja PEG-u bio slabiji u
odnosu na efekat izazvan dejstvom stresa usled nedostatka vode u stakleniku. Sadrzaj
slobodnog prolina u uslovima deficita vode, u kontrolisanim uslovima sa PEG
tretmanom, moze da omoguci razdvajanje genotipova Secerne repe na osnovu
tolerancije prema susi. Tolerantnost je potvrdena i vizuelnim ocenjivanjem sposobnosti
genotipova da odrze turgor u kriticnom vremenskom periodu pri duzem izostanku
padavina u polju.

Interakcija stres-genotip je znacajna za sadrzaj slobodnog prolina i za % suve
materije u polukontrolisanim uslovima u stakleniku. Tretman PEG-om doveo je do
smanjenja suve mase i broja aksilarnih pupoljaka, ali pri 3% PEG-u sveza masa se
povecala. Znatno se povecala i koncentracija prolina, posebno u prisustvu 3 % PEG-a
(genotipovi 1 i 10). U eksperimentu u kulturi tkiva dobijene su sedam puta vece
vrednosti sadrZaja prolina nego kod kontrolnih biljaka. Eksperiment u stakleniku je
ukazao na trostruko povecanje sadrzaja prolina U poredenju sa 3 i 5% PEG-om.
Medutim, trendovi kod obe metode su isti kad je u pitanju porast u koncentraciji prolina
zabelezen kao odgovor na oba nacina izazivanja vodnog stresa kod genotipova Secerne
repe. Prema tome, sinteza prolina kao reakcija na deficit vode moze se uspe$no
primeniti za diferenciranje genotipova Secerne repe kad je u pitanju tolerancija prema
susi. Eksperiment u in vitro uslovima je brzi, a ponekad i prikladniji, posebno tretman
3% PEG-om, za ocenu stepena tolerancije Secerne repe na deficit vode.

Sadrzaj prolina u pSenici progresivno se povecavao sa vremenom izlozenosti
stresu 1 brza akumulacija prolina je zabeleZena kod tolerantnijih genotipova (Nayyar i
Walia, 2003). Prema rezultatima Koskeroglu i Tuna (2010), inhibicija rasta biljaka
kukuruza je znacajna pod tretmanom PEG, posebno je smanjena suva masa korena i
stabla. Povecan sadrzaj prolina u listovima kukuruza gajenog u uslovima vodnog stresa
(tretman PEG-om) je ustanovljen u odnosu na kontrolne biljke, $to je u skladu sa

rezultatima dobijenim u ovom eksperimentu.
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Rezultati u eksperimentu in vitro sa PEG podrzavaju hipotezu da visoka
akumulacija prolina oznacava genotipove koji bolje toleriSu stres, uzevsi u obzir nivoe
tolerancije prema susi na osnovu procene vizuelnih simptoma u polju, iako se znacajno
ne razlikuju prema ovim nivoima tolerantnosti u polukontrolisanim uslovima u
stakleniku. In vitro rezultati se slazu sa zakljuckom Koskeroglu i Tuna (2010) i Roy et
al. (2009), koji su ustanovili da je visok sadrzaj prolina dobar indikator tolerantnosti
prema nedostatku vode kod pirin¢a. I u ovom eksperimentu svi genotipovi $eéerne repe
imali su slican nacin variranja sadrzaja slobodnog prolina pod uticajem stresa.
Genotipovi 1 i 10 sintetisali su vise, a 2, 6 i 11 manje od prose¢ne koli¢ine prolina u
kulturi tkiva, posebno na 3% PEG-u. DW/FW odnos za sadrzaj prolina pokazuje
inverziju rangiranja genotipova u zavisnosti od koncentracije PEG.

Postoji mnogo nacina da se podigne nivo akumulacije osmolita kako bi se
prevazisli nezeljeni efekti vezani za njihovu akumulaciju i da se dokazu predvidene
koncentracije osmolita kod najzastupljenijih kultura u uslovima stresa. Eksperimentalno
je na razli¢itim vrstama ustanovljeno da tolerantniji genotipovi imaju povecan sadrzaj
prolina. S tim u vezi bi i dalja istraZivanja na Secernoj repi mogla da budu usmerena na
testiranje kandidat-gena cCija bi ckspresija bila promenjena u uslovima stresa.
Oplemenjivanje sa zadatkom unosenja gena koji bi omogucili ispoljavanje ove osobine
moglo bi biti veoma korisno i tada sadrZaj prolina ne bi morao da bude samo parametar
za diferenciranje genotipova prema nedostatku vode. U ovom istrazivanju narocito se
velike razlike u sintezi slobodnog prolina uocavaju kod eksperimenta u in vitro
uslovima pri koriS¢enju 3% PEG, $to bi moglo da bude vrlo primenljivo u selekciji.

Razli¢iti mehanizmi mogu biti pokrenuti kao odgovor biljaka na stresne uslove.
Tako, zatvaranje stoma pomaze smanjenju gubitka vode i odrzavanju turgora pod
uslovima niskog vodnog potencijala zemljista (Fleury et al., 2010). Dva mehanizma ¢e
se ukrstiti kada se visoka temperatura i1 susa desSavaju istovremeno, §to je ¢esto slucaj u
uslovima mediteranske klime. Osim toga, osmo-protektant amino kiselina prolin ima
toksicno dejstvo kod toplotnog stresa i njegova akumulacija ne moze biti odgovarajuci
mehanizam tolerancije u poljskim uslovima kada su stresovi izazvani toplotom i suSom
kombinovani (Rizhsky et al., 2004; Salekdeh et al., 2009), ali svakako akumulacija
prolina kao parametar za diferenciranje genotipova moze da bude koristan u
oplemenjivanju (Putnik-Deli¢ et al, 2013).

Postoji dilema da 1i susa dominantno ogranicava fotosintezu zatvaranjem stoma

ili metabolickim prilagodavanjem (Tezara et al., 1999; Lawson et al., 2003). Reakcija
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biljaka putem zatvaranja stoma je ops$te prihvacena kao glavna odrednica smanjenja
fotosinteze pod uticajem suse (Cornic, 2000). Ovo se pripisuje smanjenju koncentracije
CO,, sto dovodi do inhibicije ukupnog fotosintetskog metabolizama. I nekoliko efekata
koji nisu u direktnoj vezi sa stomama pripisuju se zatvaranju stoma tokom suSe
(Attipalli et al., 2004). Ipak, naglaSeno je da postoji visok stepen koregulacije izmedu
otvaranja stoma i fotosinteze (Farquhar et al., 2001; Hubbard et al., 2001.).

Adaptacija biljaka na promene uslova zivotne sredine, kao $to je stres izazvan
suSom, je od sustinskog znacaja za opstanak i rast. Reakcije biljaka na susSu su veoma
sloZzene, posebno u vezi sa metabolizmom hloroplasta. Poznato je da susa uzrokuje
inhibiciju fotosintetske aktivnosti u tkivima usled neravnoteze izmedu usvajanja
svetlosti i njenog iskoris¢avanja (Foyer i Noctor, 2000).

U nasem eksperimentu veca tolerantnost je ustanovljena sa ve¢im od prose¢nog
smanjenja vrednosti SM izdanaka pod uticajem PEG tretmana i nizim Fv/Fm
rezultatima. Drugi efekti posmatrani u in vitro uslovima ne mogu da se dovedu u vezu
sa onima uo¢enim u Stakleniku. Kod genotipova 1 i 11, najve¢i su efekti na
koncentraciju pigmenata i PEG tretman. Genotipovi 2, 4, 5, 6 i 3 su imali manje od
prosecnog smanjenja ukupne SM i broja listova i vise od prose¢nog povecanja % SM i
prolina posle stresa izazvanog nedostatkom vode, sto se razlikuje od reakcije genotipova
7,10i 8.

Uticaj stresa na suvu masu bio je negativan za sve genotipove gajene u
polukontrolisanim uslovima, u rasponu izmedu -0.2 i -1.5 standardne devijacije, dok je
bio pozitivan u in vitro uslovima za devet genotipova, izuzev genotipova 5 i 1. Razlike
izmedu genotipova su takode neSto vece kod biljaka gajenih u zemlji. Neki genotipovi
su ispoljili paralelizam, tj. praceni parametri su imali slicne vrednosti 2 i 5 u grupi slabe
tolerantnosti i 7, 9 1 11 u grupi srednje tolerantnosti. Razlike su bile najvise medu
genotipovima grupe visoke tolerantnosti (ustanovljene u polju).

Diferenciranje genotipova pomocu parametara fluorescencije je manje efikasno,
jer su dobijene manje razlike medu genotipovima u poredenju sa eksperimentom u
kulturi tkiva (0, 3 i 5%PEG). Razlike u koncentraciji hlorofila su bile ve¢e u odnosu na
lisnu povrSinu, naravno posmatrane kao genotipske Kkarakteristike nezavisno od
tretmana.

Efekat gajenja u uslovima nedostatka vode na sadrzaj vode u biljkama je bio

negativan u ogledu u stakleniku i u uslovima in vitro za slabo i visoko tolerantnu grupu.
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Za srednje tolerantnu grupu efekat je bio negativan u in vitro uslovima, a pozitivan u

stakleniku.

6.5. Molekularne analize

Tolerantnost prema susi se postize specifi¢nostima Celije i tkiva, te fizioloSkim,
biohemijskim 1 molekularnim mehanizmima, koji uklju¢uju specificne genske
ekspresije i akumulaciju specifi¢nih proteina u uslovima suse. Razli¢iti geni mogu da
budu indukovani usled suse, i funkcija nekih od tih gena se moze pretpostaviti na
osnovu homologih sekvenci sa poznatim proteinima (Bohnert i Jenson, 1996;
Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki, 1999). Geni indukovani u uslovima nedostatka
vode nemaju samo funkciju u zastiti biljne ¢elije od dehidratacije, ve¢ i u regulisanju
odredenih gena koji u€estvuju u prenosu signala u ¢elijama u uslovima suse (Attipalli
et al., 2004). U ovom eksperimentu je ispitano da li su pojedini kandidat-geni prisutni u
genomu testiranih genotipova Secerne repe, i da li postoji potencijal za dalji razvoj
markera. Kori§¢ene su homologe 1 heterologe probe.

Regulacija transkripcije gena indukovanih suSom trebalo bi da bude potpuno
proucena kako bi se razumela ekspresija ovih gena usled vodnog deficita (Attipalli et
al., 2004).

Iako redukcionisti¢ki pristup proucavanja izolovanog stresa (stresa izazvanog u
kontrolisanim uslovima) znatno povecava nase znanje o mehanizmima tolerancije,
interakcija izmedu viSe stresova i kombinacija stresova treba da bude uzeta u obzir kako
bi se napravio napredak relevantan i za poljske uslove. Pored ckoloskih faktora,
istrazivacki program vezan za susu takode bi trebalo da razmotrii fenologiju biljaka, jer
zavrSetkom Zzivotnog ciklusa pre pocetka vodnog deficita, biljke su ¢esto u stanju da
izbegnu susu (Chaves et al., 2003).

Istrazivanja genoma nude moguénost za stvaranje sveobuhvatne baze podataka o
promenama u ekspresiji gena, metabolizmu proteina i metabolitima koji nastaju kao
rezultat izlaganja susi (Fleury et al., 2010). Uporedivanjem ekspresije gena u
Arabidopsis-u i pirinacu pokazalo se da ove dve vrste imaju mnoge zajednicke gene koji
se indukuju putem stresa (Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki, 2007). Tolerantnost prema
abiotickom stresu podrazumeva sli¢ne transkripcione faktore kod dikotiledonih i

monokotiledonih biljaka i neke molekularne mehanizame tolerancije prema susi Koji su
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ranije opisani (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2006). To ukljucuje prenos signala i
aktivaciju/regulaciju transkripcije, funkcionalnu zastitu proteina (npr. dehidrini)
akumulaciju osmolita (prolina, glicin betaina, trehaloze, manitola, mio-inozitola),
indukciju hemijskih antioksidanata (askorbinske Kkiseline i glutationa) i enzimsku
redukciju toksicnosti reaktivnih Kkiseonikovih jedinjenja (superoksid dizmutaze,
glutation S-transferaze). Homologni geni su identifikovani u eksperimentima na
transkriptima u uslovima nedostatka vode u odnosu na linije pSenice koje se gajene u
uslovima dovoljne koli¢ine vode i (Xue et al., 2006; Mohammadi et al., 2007, 2008;
Aprile et al., 2009; Ergen i Budak, 2009; Ergen et al., 2009).

lako je ustanovljena jednostavnost nekih regulatornih mehanizama kod razlicitih
biljnih vrsta, molekularni pristup reSavanja problema dehidratacije eksperimentima
(Mohammadi et al., 2007; Aprile et al., 2009) je i dalje problemati¢an zbog varijacija
koje se javljaju u dinamici stresa, kao i faze razvoja analiziranog tkiva. Zanimljivo je da
su testovi kod kojih se koriste bioCipovi otkrili neoéekivane rezultate, kao Sto je
smanjenje ekspresije glutation-vezanih gena, usled uskra¢ivanja vode tolerantnim
linijama pSenice (Mohammadi et al., 2007), ili akumulacija prolina kod linija pSenice
osetljivih na suSu (Ergen i Budak, 2009), $to ukazuje da neki putevi / mehanizmi zavise
od genotipa, trajanja, intenziteta i vrste stresa.

Veliki problem predstavlja §to nije ustanovljena direktna veza izmedu ekspresije
gena i specificnih fizioloskih mehanizama (Fleury et al., 2010). Mohammadi et al.
(2007) identifikovali su u korenu gene za tolerantnost na susu kod linija heksaploidne
pSenice i smatraju da se njihovom aktivacijom na taj nacin izbegava susa. Ova linija je
zadrzala veéu neto produktivnost fotosinteze i relativni sadrzaj vode u poredenju sa
osetljivom linijom. Medutim, ovi istraziva¢i nisu mogli da uspostave uzro¢no-
posledi¢ne veze izmedu transkripata i odrzavanja relativnog sadrzaja vode u tkivu. U
drugom eksperimentu, linija je pokazala vecu stabilnost ¢elijske membrane i nizu stopu
gubitka vode u lis¢u, duzi i razgranatiji korenov sistem nego kod osetljive linije
(Mohammadi et al, 2008).

Postoji koncept da je moguce da smanjenje oksidativnog stresa omogucava i
suprotstavljanje stresovima prouzrokovanim drugim uzrocima u toku vegetacije. Takva
istrazivanja imaju tendenciju da se prosire na sve nivoe analiza biljaka kao i na uticaj
gena u uslovima suse koji se procenjuje na nekoliko metabolickih procesa (Attipalli et
al., 2004). Prakticna primena svih ovih istrazivanja treba da bude fokusirana na

inZenjering nekoliko vodecih biljnih vrsta (pirinaC, pSenica, Secerna trska, kukuruz,
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SeCerna repa....) koje su veoma zastupljene u ishrani i industriji sa ciljem povecéanja
tolerantnosti prema susi. PoSto se tu ofekuju najvec¢i ekonomski efekti molekularne
analize su cesto usmerene na proucavanje efekata gena za tolerantnost na susSu U
nerealnim uslovima (desikacijom izdvojenog lis¢a ili sejancima koji su presli iz
hidropona na vazduh, osmotski Sok primenom polietilen glikola) i retko prikazuju
fenotip u polju i ocekivane vrednosti u oplemenjivanju (Blum, 2005, Passioura, 2007). U
ovom ogledu su primenjene neke od prethodno kritikovanih metoda, ali su rezultati tih
istrazivanja bas iz gore navedenih razloga povezani sa rezultatima observacionih testova
u poljskim uslovima za date genotipove Secerne repe.

Nasim saznanjima o mehanizmu tolerancije prema susi doprineli su rezultati
istrazivackih programa namenjenih specifi¢énim fizioloskim, genetskim ili molekularnim
aspektima odgovora na suSu. U ovom istraZivanju, analizom promena u ekspresiji 13
kandidat gena kod razli¢itih genotipova Secerne repe, utvrdene su promene u ekspresiji
na nivou mRNK u uslovima nedostatka vode u odnosu na kontrolu, a pronadene su i
razlike izmedu genotipova. Na ovaj nacin je potvrdeno prisustvo pojedinih testiranih
kandidat gena u genomu analiziranih genotipova i ustanovljeno je da postoji potencijal
za dalji razvoj markera za neke od kandidata.

PCR produkti koji odgovaraju fragmentima 3, 4, 6, 13 i 15, dobijeni na
templejtima cDNKs i cDNKK, su se razlikovali. Neophodno je naglasiti da su se PCR
produkti za fragmente 4, 6 i 15 kod genotipa 7 razlikovali od ostalih genotipova. Na
cDNKs PCR produkti za fragmente 6 i 15 su kod ovog genotipa bili slabije vidljivi sto
znaci da je koli¢ina produkta bila manja, dok PCR produkt koji odgovara fragmentu 4
uopste nije bio prisutan. Kod svih genotipova i na cDNKs i na cDNKk dobijeni su PCR
produkti koji odgovaraju fragmentima 1, 5, 11 i 12. Najvece razlike medu genotipovima
dobijene su kod umnozavanja fragmenta 3. Fragment 1, koji odgovara genu koji kodira
dehidrin i1z Secerne repe, je kod genotipova 1, 2, 3, 4, 6 1 9 bio umnozen u vec¢oj koli¢ini
na cDNKs nego na cDNKk templejtu, §to se moze objasniti indukcijom usled
nedostatka vode. Kod genotipova 5, 7, 8 i 11 dobijene su jednake koli¢ine PCR
produkata koji odgovaraju ovom genu na cDNKs i na cDNKk. Kod genotipa 10
koli¢ina produkta je bila manja na cDNKs nego na cDNKk Sto se moZe objasniti
represijom usled suse. Kod fragmenta 3 koji odgovara genu iz Secerne repe 1 lucerke
koji kodira protein ¢ija je ekspresija izazvana hladno¢om i suSom, dobijen je rezultat
koji ukazuje na prisustvo introna na genomskoj DNK, a koji je isecen pri sintezi iRNK.

Ovo je posluzilo kao veoma korisna unutrasnja kontrola, kojom je dokazano da ne
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postoji kontaminacija genomskom DNK u preparatu cDNK. | kod fragmenta 4 su
dobijeni razli€iti rezultati za testirane genotipove. Fragment 4, koji odgovara genu iz
Secerne repe koji kodira dehidrin cistein proteinazu, a ¢ija je ekspresija izazvana susom,
je kod genotipova 1, 2, 4, 6 1 9 umnozen u vecoj koli¢ini u uslovima nedostatka vode,
dok je kod genotipova 3, 5, 7, 8, 10 i 11 umnozen u manjoj koli¢ini u uslovima suse u
odnosu na kontrolu. Ustanovljeno je da najverovatnije postoji familija gena koji
odgovaraju fragmentu 5. Fragment 5 odgovara genu iz Secerne repe i Arabidopsis-a koji
kodira protein ¢ija je ekspresija izazvana susom. Veca razlika u koli¢ini PCR produkta
koji odgovara fragmentu 5 umnozenog na cDNKs i ¢cDNKk je uocena jedino kod
genotipa 9. Fragment 6 koji odgovara genu iz Secerne repe i Arabidopsis-a, za sada
nepoznate funkcije, umnozen je u razli¢itim koli¢inama na cDNKs, ¢cDNKk i1 na
genomskoj DNK. Pojedini fragmenti (7, 9 i 10) nisu dali produkt ni kod jednog
testiranog genotipa. Fragment 7 heterologna proba koja odgovara dehidrinu kukuruza
nije amplifikovan ni na jednom uzorku. Fragmenti 9 i 10 odgovaraju genima Koji
kodiraju proteine Secerne repe koji se indukuju u uslovima stresa. Mogucée je da je broj
kopija ovih gena u genomu Secerne repe veoma mali 1 da u testiranim uzorcima nije bilo
njihove ekspresije pa zbog toga nije bilo ni odgovaraju¢ih PCR produkata. Takode, ne
moze da se isklju¢i mogucnost da odabrani prajmeri ili uslovi polimeraznih lan¢anih
reakcija nisu bili odgovarajuéi pa je rezultat odsustvo produkata reakcija u kojima je
oc¢ekivano umnoZavanje ovih fragmenata. Na osnovu rezultata PCR reakcija u kojima je
umnozavan fragment 12 koji odgovara genu koji kodira protein specifi¢an za list iz
Secerne repe utvrdeno je da su razlike u koli¢inama PCR produkata isklju¢ivo rezultat
razli¢itih koli¢ina odgovaraju¢e iRNK prisutne u listu u momentu uzimanja, a nisu
rezultat razli¢itih koli¢ina cDNK kori§¢enih u PCR reakcijama. Ovaj rezultat je posluzio
kao dodatna kontrola kvaliteta cDNK koriSéene u ovim istrazivanjima, pomocu koje je
ustanovljeno da su cDNK templejti korisS¢eni u ovom radu veoma dobrog kvaliteta 1 da
su, shodno tome, rezultati PCR reakcija zaista odraz razlika u nivoima ekspresija
kandidat-gena koji su proucavani u ovom istrazivanju. lako su kod svih genotipova i
tretmana za ekstrakcije nukleinskih kiselina uzimani najmladi, potpuno razvijeni listovi
sa viSe biljaka, ne moze se savim iskljuciti moguénost da su razlike u sastavu iRNK u
listovima rezultat i razli¢itih mikroklimatskih uslova kao Sto su npr. osvetljenost i
polozaj konkretnog lista. Fragment 13 koji odgovara genu ¢ija je ekspresija indukovana
prisustvom fosfata je kod genotipova 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9 i 11 bio prisutan samo na

genomskoj, a kod genotipova 8 i 10 i na obe cDNK, dok kod genotipa 1 nije bilo
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produkta. Produkt reakcija umnozavanja fragmenta 14, koji odgovara genu iz Secerne
repe i Sargarepe koji kodira glikoprotein, je kod genotipova 1, 2, 3, 4, 7, 8, 9, 10 bio
prisutan samo na genomskoj DNK, a kod genotipova 5 i 6 nije uopste bilo produkta, cak
ni pri manje strogim uslovima za PCR reakciju (niza temperatura hibridizacije). Ovaj
gen je inace indukovan mehanickim povredama pa, iako je i mehani¢ka povreda vrsta
abioticog stresa, ne iznenaduje odsutvo odgovarajuée iRNK u uslovima nedostatka
vode. PCR produkti za gene koji kodiraju fruktozu-bisfosfat aldolazu iz Se¢erne repe
(fragment 11) i protein Cija je ekspresija izazvana auksinom (fragment 15) su dobijeni
samo na cDNKs i cDNKK, dok na genomskoj DNK nisu, najverovatnije zato §to su
prisutni u veoma malom broju kopije u genomu. Ovim istrazivanjima je ustanovljeno da
analiza razlika u ekspresiji kandidat-gena moze da posluzi za razvoj DNK markera za
pojedina svojstva po kojima se genotipovi Secerne repe razlikuju u odgovoru na
nedostatak vode. Ovde je posebno interesantno to Sto je funkcija kandidat-gena
uglavnom poznata, pa bi opseznijim istrazivanjima, koja bi ukljucila vec¢i broj kandidat
gena, ali i njihovih produkata, bilo moguée saznati viSe o mehanizmima koji na
molekularnom nivou ¢ine deo odgovora Secerne repe na vodni deficit.

Testiranje selekcionog materijala na ovaj nacin je korisno, jer omogucuje
ispitivanje upotrebljivosti pojedinih ve¢ objavljenih sekvenci povezanih sa reakcijom
biljaka na osmotski, vodni 1 uopste abioticki stres (kandidat gena). Unapredenje
oplemenjivanja u cilju povecanja tolerantnosti prema nedostatku vode, omoguceno je
boljim razdvajanjem genotipova na osnovu potencijala tolerantnosti prema nedostatku

vode u ispitivanoj fazi razvoja biljke bazirano na prisustvu/odsustvu pojedinih gena.
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7. ZAKLJUCAK

e Biljke izlozene stresu u proseku imaju oko tri lista manje, za Cetiri procenta veéi %
SM i sedmostruko veci sadrzaj prolina.

e Diferenciranje genotipova pomoc¢u parametara fluorescencije hlorofila je manje
efikasno, jer su dobijene manje razlike izmedu genotipova u poredenju sa
eksperimentom u kulturi tkiva (0, 3 i %PEG) i u polukontrolisanim uslovima gde je
analiziran sadrZaj prolina.

e Veca tolerantnost se pojavljuje sa ve¢im od proseénog smanjenja vrednosti SM
izdanaka pod uticajem PEG tretmana i nizim Fv/Fm rezultatima.

e Sinteza prolina je bila stimulisana nedostatkom vode u polukontrolisanim uslovima
kod svih genotipova, a posebno kod nekih iz slabo tolerantne (2, 6) i visoko
tolerantne (4) grupe, sa povecanjem od 160% i 90 puta i vi§im prose¢nim
povecanjem za slabo tolerantnu grupu (15 puta) nego za srednje i visoko tolerantnu
(4 1 6 puta). Genotipovi kod kojih je koncentracija prolina najmanje promenjena su
bili iz srednje (9, 11) i visoko (10) tolerantne grupe.

e Tretmanom PEG-om smanjuje se ukupna suva masa i vise nego polovi broj
aksilarnih izdanaka. PEG u koncentraciji od 3% uti¢e na povecanje ukupne sveze
mase. Pod uticajem PEG-a smanjuje se broj pupoljaka, ali se povec¢ava masa
pupoljaka, i procenat suve materije, sa smanjenjem sadrzaja vode u tkivima. U in
vitro uslovima sinteza prolina se povecava sa porastom koncentracije PEG.

e Tretman PEG-om je imao pozitivan prosecan uticaj na suvu masu u koncentraciji od
3% dok je u koncentraciji od 5% imao pozitivan na ukupnu suvu masu i negativan
uticaj na ukupnu svezu masu, odnosno uticao je na smanjenje sadrzaja vode 1 rast
biljaka.

e Sinteza prolina u uslovima stresa je kod oba eksperimenta bila znacajno povecana u
odnosu na kontrolu i to u in vitro uslovima Sest puta, a u polukontrolisanim
uslovima u stakleniku Sesnaest puta. Povecanje sadrzaja prolina u biljkama gajenim
u polukontrolisanim uslovima je bilo tri puta ve¢e u odnosu na eksperiment sa 3 i
5% PEG-om.

e Dok se na osnovu koncentracije prolina ustanovljene u ekperimentu in vitro

genotipovi mogu razdvojiti 1 svrstati na najvisi nivo tolerantnosti prema nedostatku
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vode u skladu s observacionim testom u poljskim uslovima, test u polukontrolisanim
uslovima u stakleniku je manje efektan u tom smislu.

Oba eksperimenta u kontrolisanim uslovima sa rastu¢im nivoom PEG-a i izazivanje
stresa nedostatkom vode u eksperimentu u polukontrolisanim uslovima, pokazali su
znatno povecanje sadrzaja slobodnog prolina u tkivima eksplantata Secerne repe ili
listovima izlozenim nedostatku vode, kao i smanjenje mase, sadrzaja vode i broja
aksilarnih izdanaka.

Kod vecine genotipova dolazi do paralelnog povecanja koncentracije prolina kao
odgovor na stres 1 u polu i u kontrolisanim uslovima (genotipovi: 11, 9, 3, 8, 5, 7).
Neki genotipovi imaju vecu koncentraciju prolina pod uticajem stresa u in vitro
uslovima (1 i 10), a neki pri vodnom deficitu izazvanom u polukontrolisanim
uslovima (4, 6 i posebno 2).

Prolin kao potencijalni parametar - indikator tolerantnosti genotipova prema susi je
adekvatniji od ukupne suve mase.

Trendovi kod oba metoda su isti kad je u pitanju porast koncentracije prolina
zabelezen kao odgovor na oba nacina nametanja vodnog stresa kod genotipova
SecCerne repe. Rezultati su pokazali da je test u in vitro uslovima (posebno tretman
3% PEG-om) efikasiji i brzi za ocenu tolerantnosti prema sus$i od eksperimenta u
polukontrolisanim uslovima. Grupisanje genotipova prema nivou tolerisanja
nedostatka vode na osnovu koncentracije prolina ustanovljene u ekperimentu in
vitro dalo je isti rezultat kao i opservacioni test u poljskim uslovima. Dakle, sinteza
prolina kao reakcija na deficit vode moZe se uspeSno primeniti za diferenciranje
genotipova Secerne repe kad je u pitanju tolerancija prema susi.

Analizom ekspresije 13 kandidat gena kod testiranih genotipova Secerne repe,
utvrdene su promene na nivou iRNK u uslovima nedostatka vode u odnosu na
kontrolu, 1 pronadene su i razlike izmedu genotipova. Rezultati umnozavanja
fragmenata 3, 4, 6, 13 1 15 bili su razliCiti za razli¢ite genotipove kada je templejt
bila cDNKs i ¢cDNKk, s tim Sto se kod fragmenata 4, 6 i 15 produkt reakcije
razlikovao jedino kod genotipa 7 u smislu §to je na cDNKs koli¢ina produkata
reakcije bila manja kod fragmenata 6 i 15, odnosno nije ga bilo kod fragmenta 4.
Testiranjem fragmenata 1, 5, 11 i 12 dobijen je produkt kod svih genotipova i na
cDNKk i na ¢cDNKs. Najvece razlike medu genotipovima su dobijene testiranjem

fragmenta 3. Fragmenti 7, 9 i 10 nisu bili umnoZeni ni kod jednog genotipa, pri
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razli¢itim testiranim uslovima reakcije. Fragment 14 je dao rezultate samo na
genomskoj DNK i to ne kod svih genotipova. Ustanovljeno je da postoji potencijal
za dalji razvoj markera.

Rezultati ovog rada ukazuju na stepen varijabilnosti analiziranog selekcionog
materijala - genotipova Secerne repe i na najrelevantnije fiziolosko-molekularne
kriterijume za ocenu tolerantnosti prema nedostatku vode. Ovi rezultati mogu da se
primene u procesu oplemenjivanja Secerne repe koje je usmereno na povecanje

tolerantnosti prema ovom abiotickom ¢iniocu.
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temi ,,Osetljivost nekih genotipova duvana prema virusu bronzavosti paradajza
(Tomato spotted wilt tospovirus)“ sa ocenom deset, sa prosecnom ocenom U toku
studija 9,22. Magistarske studije je zavrsila takode na Poljoprivrednom fakultetu u
Novom Sadu, smer Fitopatologija, sa prosecnom ocenom 9,67. Magistarsku tezu pod
nazivom ,,Povezanost otpornosti prema Puccinia triticina u razli¢itim fazama razvoja
genotipova psenice* odbranila je 27.09.2006. godine.

Od 2002-2008. godine angazovana je na odrzavanju vezbi iz predmeta Fiziologija
biljaka, Agrohemija i Ishrana biljaka (deo Ishrana biljaka) na Poljoprivrednom
fakultetu u Novom Sadu. Od 2003-2006 godine bila je stipendista Ministarstva za
nauku i tehnoloski razvoj Republike Srbije za magistarske studje u okviru projekata
“Unapredenje proizvodnje i prerade strnih zita” (2003-2005), i ,,Unapredenje
genetickih, proizvodnih 1 preradivackih potencijala pSenice, je€ma 1 alternativnih
strnih zita kori§¢enjem klasi¢ne i moderne biotehnologije” (2005-2006), u Nau¢nom
institutu za ratarstvo i povrtarstvo-Novi Sad.

U januaru 2008. godine zasniva radni odnos na Poljoprivrednom fakultetu u Novom
Sadu u zvanju asistenta i angazovana je na odrzavanju vezbi na osnovnim
akademskim i master studijama na predmetima iz uze nau¢ne oblasti Fiziologija i
ishrana biljaka.

Od 2008-2011 godine bila je ucesnik na projektu MNTR ,,Poboljsanje germplazme
Secerne repe u cilju povecanja prinosa i smanjenja gubitaka nastalih uticajem biotskih
i abiotskih faktora®, Instituta za ratarstvo i povrtarstvo-Novi Sad. Bila je ucesnik na
projektima Gradske uprave za zastitu zivotne sredine, Novi Sad (2009, 2010, 2011. i
2012) na temama vezanim za proucavanje koncentracija teSkih metala u uzorcima
povrca proizvedenog u okolini Novog Sada. Od 2011. godine do danas ucesnik je na
dva projekta Ministarstva prosvete 1 nauke Republike Srbije ,,Unapredenje
tehnologije gajenja krmnih biljaka na oranicama i travnjacima“ i ,,Razvoj novih

tehnologija za savremenu i odrzivu proizvodnju povréa“ kao i na jednom projektu

124



APV ,Uticaj razli¢itih tehnologija proizvodnje i Cuvanja na parametre kvaliteta
povréa“. Takode, tokom 2011. i 2012. ucestvovala je na projektu bilateralne saradnje
sa Republikom Hrvatskom pod nazivom ,,Istrazivanje mehanizama otpornosti biljaka
na abiotski stres®.

Bila je mentor rada na 33. smotri nauc¢nih radova studenata poljoprivrede i
veterinarske medicine sa medunarodnim uceSéem, odrzane 2009. godine na
Poljoprivrednom fakultetu, Univerziteta u Novom Sadu.

Do sada je objavila 36 nau¢nih radova kao autor ili koautor u doma¢im 1 stranim
Casopisima, od toga 5 radova u Casopisima sa impakt faktorom, 19 saopstenja na
medunarodnim i 10 na domacim skupovima.

Clan je Drustva za fiziologiju biljaka Srbije, Odeljenja za prirodne nauke Matice
srpske, kao i Federacije evropskih drustava za biljnu biologiju (FESPB).

Govori, Cita 1 piSe engleski jezik i sluzi se francuskim jezikom.
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