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1. UvoD

oda je osnovna, najvaznija i najzastupljenija materija koju imaju sva ziva bica

na planeti Zemlji. Ona je svuda oko nas. Jedinstvena priroda je Ccini

esencijalnom za Zivot i opSte je poznato da sva ziva bica zavise od vode.
Nauc¢ni dokazi ukazuju na to da se usled povecanja sadrzaja ugljenik(IV)-oksida u
atmosferi klima na Zemlji menja, da postaje sve toplija i suvlja s obzirom da srednja
godisnja temperature raste i da se u odredenim predelima koli¢ina godisnjih padavina
smanjuje (IPCC, 2007). Zbog klimatskih promena biljne vrste se suocavaju Sa novim
uslovima sredine na koje nisu adaptirane. Proucavanje uticaja nedostatka vode na biljke,
kao i mehanizama koji povecavaju otpornost i opstanak biljaka u ovakvim uslovima je
jedan od veoma aktuelnih problema sa kojima se naucnici Sirom sveta suocavaju.

Kako se klimatske promene ne mogu zaustaviti, jedan od nacina reSavanja
problema koje one donose je selekcija poljoprivrednih kultura i klonova drveéa sa veCom
tolerancijom na Stetne uslove i veéim kapacitetom da odrze visok prinos u Stetnim
uslovima. Proucavanje uticaja abioti¢kih ¢inilaca na metabolizam biljaka je zato prvi
korak u procesu smanjenja uticaja eventualnih klimatskih promena i abioti¢kog stresa kao
posledice klimatskih promena na prinos i kvalitet biljaka. Veoma je znacajno definisati
najvaznije fiziolosSke i biohemijske pokazatelje (parametre) koji bi posluzili za pouzdano
predvidanje sposobnosti biljaka da toleriSu klimatske promene. Na taj nacin bi se stvorili
preduslovi za povecanje tolerantnosti biljaka prema razli¢itim vrstama abiotickog stresa,
kao Sto su nedostatak ili visak vode, poremecaji u ishrani biljaka i kontaminacija ostacima
pesticida i teSkim metalima. Dobijena saznanja bi, kroz primenu u proizvodnji, selekciji
(oplemenjivanju), primeni biotehnologije, trebalo da doprinesu povecanju otpornosti
biljaka na stres i adaptaciji uslovima gajenja. Rezultati ovih istrazivanja mogu Kkoristiti
ciljanoj selekciji otpornih genotipova i povecanju prinosa i kvaliteta. Stoga, proucavanje
sposobnosti razli¢itih biljnih vrsta ili genotipova da se adaptiraju na Stetne uslove sredine
mozZe biti od Kkoristi i u selekciji biljaka i u razumevanju fundamentalnih mehanizama
adaptacije.

Smatra se da je vodni stres izazvan suSom najvazniji uzro¢nik smanjenja prinosa i
gubitaka u poljoprivrednoj proizvodnji (Popovié i Stajner, 2008). Susa se uopiteno moze
definisati kao nedostatak vode (padavina) tokom duzeg vremenskog perioda. MoZe se
javiti u razlic¢itim oblicima, varirajuci u trajanju i jacini, a s obzirom na efekte globalnih
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klimatskih promena u mnogim delovima sveta ¢e postati sve intenzivnija i ¢eS¢a pojava.
Danas je uveliko prihvacena Cinjenica da vodni deficit izaziva oksidativni stres kod
biljaka (Lei i sar., 2006; Chaves i sar., 2009; Noctor i sar., 2014). To znaci da smanjena
dostupnost vode dovodi do promena u ravnotezi izmedu nastanka (stvaranja) i uklanjanja
reaktivnih vrsta kiseonika (ROS- eng. Reactive Oxygene Species). Biljke poseduju
razli¢ite mehanizme otpornosti na stres, koji im omogucavaju da u nepovoljnim uslovima
ne samo prezive, ve¢ i da na svom staniStu budu veoma produktivne. U uslovima
oksidativnog stresa biljke koriste razli¢ite mehanizme antioksidantne zastite.

Odredivanje antioksidantnih parametara moze imati veliki znac¢aj jer se merenjem
aktivnosti antioksidantnih enzima, intenziteta lipidne peroksidacije i drugih parametara
antioksidantnog sistema, mogu utvrditi razlike u tolerantnosti genotipova i biljnih vrsta
prema vodnom stresu. U radu Toscano i saradnika (2016) ispitivan je uticaj umerene i
jake suSe na aktivnost antioksidantnih enzima kod mediteranskih Zbunastih vrsta Photinia
fraseri i Eugenia uniflora L. i na sadrzaj malonildialdehida (MDA) i prolina. Mnogi
autori navode da vodni stres utiCe na promenu aktivnosti antioksidantnih enzima kod
biljaka (Sharma i Dubey, 2005a; Li -Ping i sar., 2006; Candan i Tarhan, 2012). Lei i
saradnici (2006) su ispitali dve populacije vrste Populus przewalskii koje poticu sa
razli¢itih klimatskih podru¢ja, jedna sa suSnog, druga sa vlaznog podrucja i utvrdili da
postoje razlike u antioksidantnom odgovoru na suSu. Populacija sa suSnog podrucja je
imala efikasniji antioksidantni sistem sa ve¢im sadrzajem askorbinske Kiseline, vecom
aktivnos¢u askorbat-peroksidaze i glutation-reduktaze, kao i veCom akumulacijom
prolina. Na osnovu dosadasnjih istraZivanja moze se zakljuciti da umereno susni uslovi
deluju na mnoge biohemijske i fizioloSke procese biljaka. Rezultati tih ispitivanja variraju
u zavisnosti od ispitivane vrste kao i od intenziteta i trajanja vodnog stresa.

Zbog navedenog, u ovom radu postavljeni su slede¢i ciljevi istrazivanja:

v' ispitivanje uticaja vodnog stresa (razli¢itih koncentracija polietilen glikola
(PEG) 6000 u hidroponima i kulturi tkiva) na antioksidantne osobine,
parametre oksidativnog stresa, fenolni metabolizam kao i metabolizam
prolina i sadrzaj glicin-betaina u razli¢itim organima topole,

v’ odabir klona topole najotpornijeg na delovanje vodnog i oksidativnog
stresa na osnovu analize antioksidantnog statusa topole, i

v' definisanje parametra koji predstavlja najbolji indikator otpornosti topole

na susu.
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Osnovna hipoteza je da ¢e vodni stres izazvati razlicite reakcije kod razli¢itih
klonova u zavisnosti od biohemijskog odgovora samog klona. Ocekuje se reakcija na
vodni stres u vidu oksidativnog stresa i promene u parametrima antioksidantnog sistema,
kao i promene u metabolizmu prolina i glicin-betaina. Kod neotpornih klonova se o¢ekuje
smanjenje svih ispitivanih parametara sem indikatora oksidativnog stresa, dok se kod
otpornih ocekuje porast nekih parametara odbrambenog sistema. Ukoliko se dokaze da
umereni vodni stres dovodi do akumulacije pojedinih antioksidanata ili osmolita otvorili
bi se prostori za nova istrazivanja.

U okviru istrazivanja postavljeni su slede¢i radni zadaci:

v' simulacija suSe pomo¢u PEG 6000 u ogledu sa hidroponima i kulturi tkiva,

v’ odredivanje aktivnosti antioksidantnih enzima (SOD, CAT, GPx, GSH-Px,
GR, ASC-Px),

v' odredivanje koli¢ine glutationa i sadrZaja rastvorljivih proteina,

v" odredivanje koli¢ine vodonik peroksida i MDA,

v' odredivanje intenziteta oksidacije proteina,

v" odredivanje ukupne antioksidantne aktivnosti FRAP metodom,

v" odredivanje DPPH, superoksid anjon i hidroksil skevindzZer aktivnosti
pomocu spektrofotometrije i ESR metode,

v’ odredivanje sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida i proantocijanidina,

v’ odredivanje sadrzaja fotosinteti¢kih pigmenata,

v" odredivanje sadrzaja prolina i aktivnosti enzima prolin-dehidrogenaze
ukljucenog u katabolizam prolina,

v' odredivanje sadrZaja glicin-betaina,

v' odredivanje aktivnosti enzima ukljuéenih u metabolizam fenola:
fenilalaninamonijume-lijaze i polifenol-oksidaze,

v" odredivanje fenolnog profila lista i korena topole u tri klona pomoc¢u te¢ne
hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC analiza),

v" odredivanje nivoa reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta u listu iz kulture tkiva
nakon tretmana PEG-om pomocu fluorescentnog mikroskopa, i

v" odredivanje vijabilnosti ¢elija FDA metodom.
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2. OPSTI DEO

2.1. Problem vodnog stresa

odni stres se javlja kod biljaka kada je snabdevanje korenova vodom

ograniceno ili kada je intenzitet transpiracije previsok. Nedostatak vode (vodni

deficit) moze biti izazvan razli¢itim abiotickim stresnim faktorima. Najcesce
je prouzrokovan nedostatkom vode u zemljistu ili visokom koncentracijom soli u njoj.
Takode, usled visokih temperatura i suvih vetrova moze do¢i do poveéanog gubitka vode
u biljci putem transpiracije. U slucaju zaslanjenosti, ali i u drugim uslovima kao Sto su
poplava ili niska temperatura zemljista, voda postoji u zemljistu, ali je biljka ne moze
usvojiti - ova situacija je poznata kao fizioloska susa (Teiz i Zeiger, 2010).

Mnoge od ovih pojava uzrokuju sekundarni stres u vidu osmotskog stresa.
Osmotski stres u Sirem smislu obuhvata suSom, zaslanjenosti ili niskim temperaturama
izazvano snizavanje vodnog potencijala u biljnoj ¢eliji (Hohmann, 2002). Smrzavanje i
hipoksija mogu indirektno dovesti do osmotskog stresa preko uticaja na unos vode ili
gubitke vode.

U literaturi se ¢esto umesto pojma vodnog stresa upotrebljava i pojam suse. Ipak,
postoji razlika izmedu ova dva pojma. Stres suSe se kao pojam upotrebljava samo u
slucajevima kada je u eksperimentu susa izazvana nezalivanjem ili odsustvom kiSe u
polju. U svim drugim slucajevima, kada je nedostatak vode izazvan polietilen glikolom,
manitolom ili nekim drugim osmotikumom, pravilno je koristiti pojam vodnog stresa ili
osmotskog stresa.

U pogledu globalnih klimatskih promena i razli¢itih abiotickih i biotickih procesa
koji dovode do gubitka prirodne vegetacije, poljoprivrednih kultura i Zitarica, veoma je
vazno razumevanje adaptacije biljaka. Prema predvidanjima se smatra da ¢e u buduénosti
razli¢iti regioni u Evropi biti zahvaceni sve ¢es¢im i sve ja¢im periodima suse (Lindner i
sar., 2010). Prema IV izvestaju Meduvladinog panela o klimatskim promenama i
najoptimisti¢nijem scenariju temperatura ¢e u 21. veku porasti za 1,8 °C (1,1 °C do 2,9
°C), a prema najpesimiti¢nijem scenariju za Citava 4 °C (2,4 °C do 6,4 °C) (IPCC, 2007).
Srbija je jedna od zemalja u zaledu Mediteranskog regiona za koji se smatra da ¢e biti
posebno tesko pogoden globalnim klimatskim promenama. Pred ovakvim izazovima

neophodno je pripremiti poljoprivrednu proizvodnju na uslove visokih temperatura i suse,
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posebno u biljnoj proizvodnji gde treba stvoriti nove sorte koje ¢e biti prilagodene novoj
situaciji odabirom ili ukrstanjem.

Polietilen glikol (H(OCH,CH,),OH), je dugolan¢ani, hemijski inertan polimer, koji
se upotrebljava u eksperimetima za simulaciju vodnog stresa (Murillo-Amador i sar.,
2002). Komercijalno je dostupno vise jedinjenja sa razli¢itim molarnim masama, gde broj
u nazivu ukazuje na pribliznu molekulsku masu. Davne 1961. godine, u ¢asopisu
»ocience” PEG je predstavljen kao jedinjenje koje se moze Koristiti za promenu
osmotskog potencijala rastvora i prouzrokovati vodni deficit na relativno kontrolisan
nacin, shodno protokolima. Smatra se da ga biljke ne mogu usvajati, i da zbog veli¢ine
molekula blokira puteve kretanja vode smanjujuci time absorbciju vode i izazivajuéi
desikaciju biljke i stoga predstavlja idealan osmotikum za upotrebu u hidroponskim
kulturama (Lawlor, 1970). PEG se cesto koristi u laboratorijskim istrazivanjima za
postizanje Zeljenog osmotskog potencijala rastvora (Kaufmann,1969; Parmar i Moore,
1966; Thill i sar., 1979). PEG 6000 je koris¢en za smanjenje vodnog potencijala i
simulaciju vodnog stresa u eksperimentima sa pSenicom (Naderi i sar., 2014; Konigshofer
i Loppert, 2015), u kulturi tkiva ricinusa (de Araujo Silva i sar., 2016), paradajzu
(Mendhulkar i Nisha, 2015), uljanoj repici (Liu i sar., 2016), nani (Candan i Tarhan,
2012), topoli (Caruso i sar., 2008), boru (Lépez i sar., 2009) i mnogim drugim. Na osnovu
prethodnih rezultata je predvideno da se rastvor polietilen glikola moze koristiti u
laboratoriji za skrining tolerantnih klonova na vodni stres u ranim fazama razvoja (Naderi
i sar., 2014).

2.1.1. Biljke i vodni stres

Razli¢ite biljne vrste podnose uslove vodnog stresa na razliCite nacine i prema

karakteru vlaznosti staniSta koje zahtevaju razlikuju se sledece grupe biljaka:
o Biljke koje zive u vodi — hidrofite,
e Suvozemne biljke: higrofite, mezofite i kserofite.

Higrofite su prilagodene uslovima veoma vlaznih staniSta i ne mogu podneti susu,
za razliku od kserofita koje su razlic¢itim mehanizmima prilagodene da podnesu duzu susu
vazduha 1 zemljista. Mezofite ¢ine prelaznu grupu biljaka od higrofita ka kserofitama.
Vecina gajenih biljaka spada u grupu mezofita i mogu da podnesu kratkotrajne suse bez
Stetnih posledica (Slika 2.1).


http://www.sciencedirect.com.proxy.kobson.nb.rs:2048/science/article/pii/S0176161715001455
https://www-scopus-com.proxy.kobson.nb.rs/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=55241697600&zone=
https://www-scopus-com.proxy.kobson.nb.rs/authid/detail.uri?origin=resultslist&authorId=56906838500&zone=
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Prema jacini, obicno se razlikuju blagi, srednji i jak vodni stres. Kao mera za jacinu
vodnog stresa uzima se pad vodnog potencijala ¢elije (W) i kod mezofilnih biljaka te
vrednosti se krecu:

e zablagi stres: ¥ <0.1 MPa,
e srednji stres: ¥ od -0,1 do -1 MPa i
e jakstres: ¥ > -1 MPa (Teiz i Zeiger, 2010).

hidrofite higrofite kserofite

Slika 2.1. Podela biljaka prema karakteru vlaznosti stanista

2.1.1.1. Uticaj nedostatka vode na biljke-biohemija suse

Nedostatak vode tokom duzeg vremenskog perioda utie na razli¢ite metabolicke
procese na nivou cele biljke, u gotovo svim biljnim organima i ¢elijama (Yordanov i sar.,
2000). Proces koji se najranije javlja pri nedostatku vode kod biljaka je inhibicija rasta, a
razlog je inhibicija ¢elijske elongacije (izduzivanja) (Ren i sar., 2007). U ovakvim
uslovima dolazi do promene raspodele asimilata izmedu pojedinih organa i ravnoteze
izmedu fotosinteze i disanja. Karakteristi¢no za biljke koje su izloZene susi je da su niZe,
imaju manju lisnu povrSinu, ¢ime se smanjuje koli¢ina fotosinteticki aktivne radijacije
koja se apsorbuje preko listova, kao i nivo fotosinteze i prinos.

Prvi organ koji oseti nedostatak u snabdevanju vodom je koren. Poznato je da koren
Salje lis¢u vodu i minerale, ali takode i signale. Abscisinska kiselina (ABA) je glavni
signal stresa iz korena. Kada stresni signal stigne do lista, dolazi do zatvaranja stoma i

biljka se prebacuje u rezim cuvanja vode (Slika 2.2). Na taj nacin, prilagodavajuéi
6
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otvaranje stoma, biljka moZe da kontroliSe gubitak vode smanjujuéi fluks transpiracije, ali
time ogranicava i usvajanje CO,. Sve ovo ima direktne i indirektne posledice na
fotosintezu i nastanak ROS tokom vodnog stresa.

Hloroplast Hloroplast

Peroksizom B Glikolat Peroksizom & Glikolat
2 2
H,0,
Glioksalat Glioksalat

co, \goz N, €O, 0, co, ﬂ“\
— - Unutrasnjost lista - \od
G R CO: w0, AR AN
co, c, )
T T =

Slika 2.2. Uticaj nedostatka vode na fotosintezu i nastanak ROS. Prikazan je presek
lista u kontrolnoj biljci (A) i kod biljke izloZene susi (B). U odnosu na stanje u kontrolnoj
biljci, suSa izaziva zatvaranje stoma ¢ime je ograni¢en unos CO,, favorizovana
fotorespiratorna produkcija H,O; u peroksizomima (1), omoguéen nastanak superoksid
anjon radikala (O, i H,0, (2) i singletnog kiseonika (*O,) u elektron transportnom
lancu (3) (preuzeto iz Noctor i sar., 2014)

Kod Cj biljaka nedostatak vode izaziva zatvaranje stoma, ¢ime se ograni¢ava unos
CO; i intenzivira proces fotorespiracije (Poulson i sar., 2006). Vodni stres obi¢no dovodi
do oksidativnog stresa jer zatvaranjem stoma dolazi do prekomerne redukcije NADP™ koji
je konacni akceptor elektrona u fotosistemu I (PSI), a tok elektrona se preusmerava na
alternativne akceptore od kojih je najznacajniji kiseonik (Lei i sar., 2006; Ozkur i sar.,
2009). Pri tome nastaje superoksid anjon radikala (O,”), a potom i ostali ROS.
Hloroplasti, mitohondrije i peroksizomi su organele u kojima se deSavaju redoks promene
indukovane susom (Foyer i Noctor, 2003). Hloroplasti koriste svetlosnu energiju za

proizvodnju ATP-a i reduktivnog potencijala koji je potreban za sintezu ugljenih hidrata

7
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iz CO; i HyO (Slika 2.2 A). Kod Cj biljaka u peroksizomima moZe nastati znacajno vise
H.O, nego u hloroplastima. Peroksizomalna produkcija H,O, u zelenim tkivima Cs
biljaka je uglavnom rezultat aktivnosti glikolat-oksidaze. Ovaj enzim je najvazniji deo
fotorespiratornog reciklaznog puta koji se pokre¢e oksigenacijom ribuloza-1,5-bisfosfata
(RuBP) u hloroplastima. Nastanak glikolata je ubrzan tokom suSe jer je smanjen
unutarcelijski nivo CO, zbog zatvaranja stoma. Na taj nacin je favorizovana oksigenacija
RuBP i povecana peroksizomalna produkcija H,O, (mesto 1 B, Slika 2.2). Tokom
fotosinteze u hloroplastima se deSava aktiviranje i redukcija kiseonika. Smanjena
dostupnost drugih oksidanata u elektron transportnom lanacu usmerava tok elekrona ka
O u Mehlrovu reakciju, stimuliSu¢i stvaranje superoksid anjon radikala i H,O, (mesto 2
B, Slika 2.2) (Asada, 2006). Takode, prenosom energije sa hlorofila u tripletnom
ekscitovanom stanju na kiseonik nastaje singlet kiseonik u PSII (Fischer i sar., 2013;
Slika 2.2 B, mesto 3).

Pored Cj3 biljaka sa opisanim tipom usvajanja CO, (karboksilacije) postoje jo$ dva
tipa biljaka, C4 i CAM (eng. Crassulacean Acid Metabolism) biljke koje su prilagodenije
susnim uslovima u odnosu na Cs biljke zivotnom formom i fiziolosko-biohemijskim

adaptacijama fotosintetskih reakcija (Tabela 2.1).

Tabela 2.1. Odlike C3, C4 i CAM biljaka

Cs C, CAM
biljke péenvi ¢4, raz, pirinac, kukuruz, sirak, $e¢erna trska sukulentne piljke,
Secerna repa kaktusi, orhideje
oblast gajenja umerena klima tropske oblasti susna podrudja
-veliki prazan prostor -sunderasto tkivo je kompaktno  -nemaju “Kranc”
izmedu sunderastog (“Kranc” anatomija) anatomiju
tkiva -provodni snopi¢i prolazni -inicijalna reakcija
-provodni snopici -prilagodene na malu karboksilacije putem
fiziologija neprolazni_ _ ko_r?centraciju CO; PEP-karboksilaze se
-regularna fotosinteza -fiksacija CO, u malatu (C,  deSava noc¢u kada su
-fiksacija CO, i jedinjenja) putem PEP- stome otvorene,
istovremena svetlosno karboksilaze temperatura je manja
nezavisna reakcijana -svetlosno zavisne i nezavisne i manji je gubitak
istom mestu reakcije odvijaju se odvojeno vode

2.1.1.2. Percepcija signala i Ccelijski odgovor na susu — signalana
transdukcija
Pri vodnom deficitu ekspresija gena kod biljaka je podloZzna promenama i novi geni

se ekspresuju kao reakcija na stres. Put od stresa do bioloskih i fizioloSkih odgovora, a
8
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potom i do tolerancije na vodni stres je sloZen i joS uvek kompletno nerazjaSnjen. Tu su
ukljuéeni mnogobrojni biohemijski putevi koji vode ka ekspresiji brojnih gena i sintezi
proteina koji doprinose adaptaciji na stres (Neill i Burnett, 1999).

Kao i kod drugih stresnih situacija, prijem signala je prvi korak za promenu
ekspresije gena i posledi¢nu toleranciju na stres. Neke od reakcija biljke na vodni stres
direktno se pokre¢u promenom vodnog statusa tkiva dok se drugi pokre¢u kao odgovor na
promene nivoa biljnih regulatora rasta. Pad koncentracije auksina, giberelina i citokinina
kao i rast abscisinske kiseline (ABA), jasmonske kiseline (JA), etilena i salicilne kiseline
(SA) su ¢esto primeéeni kod biljaka izloZzenih vodnom stresu (Bandurska i sar., 2013).
Prva i najbrzZa reakcija na nedostatak vode je akumulacija hormona ABA u korenovima i
njen transport ksilemom do lista gde utie na zatvaranje stoma. Medutim, sve veci broj
dokaza ukazuje na to da su, u mnogim sluc¢ajevima, hidrauli¢ni signali verovatnije
odgovorni za prenoSenje signala o pojavi vodnog stresa iz korena u nadzemni deo.
Naime, poremecaj u vodnom balansu uti¢e na smanjenje turgorovog pritiska u ¢elijama i
dovodi do promena u ¢elijskoj membrani kojima se aktiviraju transmembranski vezane
histidin kinaze (Slika 2.3). Gubitkom vode, ¢elija menja Svoju zapreminu, sadrzaj
rastvorenih sastojaka u njoj se menja, ali i proteini vezani za ¢elijsku membranu, jonski
kanali i protein kinaze su podlozni promenama. Kod vrste Arabidopsis thaliana je
dokazano da histidin kinaza ATHK1 ima ulogu u prijemu signala pri susi i aktiviranju
puta prenosa signala koji pokreée ekspresiju gena odgovornih za biosintezu ABA
(Wohlbach i sar., 2008). Klju¢ni korak je aktivacija gena koji kodira enzim 9-cis-
epoksikarotenoid dioksigenazu (NCED, EC 1.13.11.51) koji je glavni enzim biosinteze
ABA. Tako dehidratacija ¢elije dovodi do povecanja endogenog sadrzaja ABA u Celiji,
Sto dalje uslovljava ekspresiju ciljnih gena koji kodiraju transkripcione faktore, signalne
komponente, enzime i dr. (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2006). Geni koji se
aktiviraju na ABA su uglavnom regulisani transkripcionim faktorima tipa bZIP (basic
leucin ziper protein) AREB/ABF koji se vezuju za ABRE cis elemente u promotorima.
Sakuma i saradnici (2006) ukazuju na postojanje i ABA nezavisnog puta kojim se
aktiviraju geni za koji se vezuju transkripcioni faktori ERF/AP2 tipa, kao $to su familije
DREB1/CBF i DREB2.

Kada se govori o ekspresiji gena, odgovor biljaka na ovakve uslove je sinteza
funkcionalnih proteina koji direktno ucestvuju u reakciji na vodni stres i tu spadaju

enzimi biosinteze osmolita (prolin, betain, glicin-betain), enzimski i neenzimskKi
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antioksidanti, dehidrini, vodeni i jonski kanali i proteini koji Stite makromolekule
(¢aperoni, LEA (Late Embryogenesis Abundant) proteini) (Bandurska i sar., 2013). Pored
funkcionalnih proteina dolazi do sinteze i regulatornih proteina koji su uglavnom

komponente signalnog puta (razni transkripcioni faktori i protein kinaze).

[Nedostatak vode O
i— ATHK1

Oksidativna (
Siota | ROS |-—{ ABA |
Senescencija GQ ABA
N 4 SA rece;toa
Et GO SREBINAC
l I [ AREB /ABF }
Zatvaranje [MYC / MYB/ .\'ACJ
stoma
[ Regulacija gena ]
Enzimski i Akumulacija Dehidrini
neenzimski Sinteza osmolita  LEA proteini
antioksidanti flavonoida  Akvaporini Poliamini

Slika 2.3. Pojednostavljen model pokazuje signalne puteve kod odgovora biljaka na
deficit vode. Skrac¢enice: ATHKI1, transmembranska histidin kinaza;
AREB/ABF,MYC/MYB/NAC, DREB/NAC, transkripcioni faktori; ABA, abscisinska
kiselina; Et, etilen; JA, jasmonska kiselina; SA, salicilna kiselina; ROS, reaktivne vrste
kiseonika; NO, azot oksid (preuzeto iz Bandurska i sar., 2013)

Brojna istrazivanja pokazuju da, kada se govori o tolerantnosti biljaka na vodni
stres, vaznu ulogu ima antioksidantni sistem zastite. Pri blazem nedostatku vode, ABA je
kljucni pokretac antioksidantne odbrane preko aktivacije NADPH oksidaze koja dovodi
do vodonik peroksid zavisnog nastanka NO koji pokre¢e mitogen-aktivirane protein
kinazne kaskade koje dovode do aktivacije antioksidantnih enzima (Zhang i sar., 2007).
Pri jaCem stresu, kao i pri dugotrajnoj umerenoj susi, efikasnost antioksidantnog sistema
opada $to dovodi do znacajne produkcije ROS, oksidativnih oSte¢enja lipida, proteina,
ugljenih hidrata i1 nukleinskih kiselina, poremecaja metaboli¢kih procesa koji ubrzavaju
starenje i ¢elijsku smrt (Sharma i sar., 2012). Dalje, jaka suSa dovodi do destabilizacije

10
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membrana i unosa Ca”* u citoplazmu. Povisen sadrzaj Ca®* pokreée fosfolipidni signalni
sistem. Glavni molekuli ovog sistema tokom dehidratacije su inozitol trifosfat,
diacilglicerol 1 fosfatidinska kiselina. Alarmirajuca reakcija pokrenuta povecanjem JA 1
etilena pokrece aktivaciju odbrambenih mehanizama ili ubrzava starenje i smrt
(Wasternack, 2007).

2.1.1.3. Otpornost na nedostatak vode - mehanizmi adaptacije na susu

Biljke na vodni stres odgovaraju vrlo kompleksnim mehanizmima reakcija, koje se
mogu podeliti u tri osnovne grupe: izbegavanje suse, odlaganje suSe i tolerantnost prema
susi (Turner, 1979).

v lzbegavanje suSe definiSe se kao sposobnost biljke da zavrsi svoj razvojni
ciklus pre nego sto dode do znac¢ajnog deficita vode u zemljistu i biljci.

v' Odlaganje suSe je sposobnost biljke da zadrzi relativno visok vodni
potencijal tkiva, iako je vlaznost zemljiSta smanjena i uklju¢uje mehanizme
koji smanjuju gubitak vode preko listova, kao $to su uvijanje listova, razvoj
manjeg broja listova sa manjom povrsinom kao i zatvaranje stoma. Stavise,
tu su i mehanizmi koji olakSavaju unos vode preko korena i transport ka
listovima kao Sto je stimulacija rasta korena i poboljSanje korenove
hidrauli¢ne provodljivosti.

v' Tolerantnost na suSu se definiSe kao sposobnost ¢elija biljke da odrze
metaboli¢ke procese u uslovima niskog vodnog potencijala i podrazumeva
odrzavanje turgora kroz osmotsko prilagodavanje (proces koji omogucava
nagomilavanje materija u c¢eliji), povecanje elasti¢nosti celije, smanjenje
velicine ¢elije i tolerantost na isuSivanje (desikaciju).

Vecina mehanizama za izbegavanje promena izazvanih vodnim stresom su zavisni od
hormona ABA, koja reguliSe biljni vodni status na razne nac¢ine. ABA indukuje ekspresiju
gena odgovornih za sintezu akvaporina i poboljsanje korenove hidrauli¢ne provodljivosti.
Takode, ABA-om je regulisana produkcija etilena i proces transporta prolina do vrha
korena za koji se smatra da ima klju¢nu ulogu u odrzZanju korenove elongacije (Sharp i
sar., 2004). Medutim, procesi nezavisni od ABA se takode odigravaju i tu spada
aktivacija enzima ukljuéenih u razgradnju celijskog zida (Wu i sar., 2001). Sli¢no JA i za
SA se smatra da pokre¢e mehanizme izbegavanja dehidratacije u listovima kao Sto je

zatvaranje stoma i osmotsko prilagodavanje (Chaves i sar., 2003).

11
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Mehanizmi tolerancije na vodni deficit ukljucuju i sintezu proteina i jedinjenja koja
Stite Celijske strukture i enzime od Stetnih delovanja dehidratacije i nastanka ROS.
Poliamini, proteini temperaturnog Soka, Caperoni, dehidrini, prolin, glicin-betain, svi oni
imaju zastitnu ulogu. Sinteza niskomolekularnih antioksidanata (askorbinske kiseline,
glutationa) i aktivacija antioksidantnih enzima takode pruza toleranciju na vodni deficit
(Ramanjulu i Bartels, 2002).

2.1.1.3.1. Osmotsko prilagodavanje u uslovima vodnog deficita

Tolerantnost na susu predstavlja zapravo tolerantnost na promene koje susa izaziva
na nivou ¢elija i molekula. U Sirem smislu biljke se adaptiraju na suSu smanjenjem
gubitka vode (zatvaranjem stoma) ili odrZzavanjem unosa vode. Kako se zemljiste susi
tako njegov matriks potencijal postaje sve negativniji. Biljke mogu i dalje usvajati vodu
sve dok je njihov vodni potencijal nizi od potencijala vode u zemljistu. Stalan unos vode
je omoguéen osmotskim prilagodavanjem - biohemijskim mehanizmom koji pomaze
biljci da se aklimatizuje na suve i slane uslove. Osmotsko prilagodavanje predstavlja
nagomilavanje ili de novo sintezu brojnih rastvorenih komponenata, osmolita, u biljnoj
¢eliji koje dovodi do promene celijskog osmotskog potencijala (Boyer i sar., 2008).
Ovakva aktivna akumulacija raznih osmolita u c¢eliji stvara negativniji osmotski
potencijal, koji omogucuje da se procesi koji zavise od turgora nastave u stresnim
uslovima. Jedinjenja uklju¢ena u osmotsko prilagodavanje razlikuju se kod razli¢itih
vrsta, a mogu biti organske ili neorganske (neorganski joni) prirode. Od neorganskih jona,
za osmotsko prilagodavanje kod mnogih biljaka vrlo je vazan kalijum (K'). Kako
citosolni enzimi biljnih ¢elija mogu biti znac¢ajno inhibirani visokim koncentracijama
jona, akumulacija jona tokom osmotskog prilagodavanja je ograni¢ena samo na vakuole.
Da bi se unutar ¢elije odrzao vodni potencijal u ravnotezi, drugi rastvorci se akumuliraju
u citosolu (Taiz i Zeiger, 2010). Ti drugi rastvorci, nazvani kompatibilni rastvorci (ili
kompatibilni osmoliti) su organska jedinjenja koja ne ometaju funkcije enzima, veoma se
dobro rastvaraju u vodi 1 ne utiCu na celijski metabolizam c¢ak 1 pri visokim
koncentracijama (Chen i Murata, 2008). Takode, ova jedinjenja ne naruSavaju ili u veoma
maloj meri uti¢u na interakcije izmedu makromolekula i rastvaraca i imaju sklonost da se
iskljuce iz hidratacionog omotaca proteina i time stabilizuju njegovu strukturu. Dele se u
tri grupe: (1) aminokiseline npr. prolin, (2) kvaternerna amonijumova jedinjenja kao Sto

su betain, poliamini i proteini; (3) ugljeni hidrati poput Secernih alkohola (manitol,
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sorbitol), monosaharida (glukoza, fruktoza), oligosaharida (saharoza, trehaloza) i
polisaharida (npr. fruktan) (McCue i Hanson, 1990; Singh i sar., 2015).

2.1.1.4. Uloga prolina i glicin-betaina

2.1.1.4.1. Prolin

Ve¢ dugo godina, sposobnost biljaka da akumuliraju prolin se povezuje sa
tolerancijom na stres (Barnett i Naylor, 1966; Singh i sar., 1972). Davne 1954. godine
Kemble i MacPherson su zapazili fenomen nagomilavanja prolina u biljnom tkivu. Od
tada je i za mnoga druga jedinjenja dokazano da se nagomilavaju u osmotski stresiranim
biljkama, ukljucujuéi glicin-betain (McCue i Hanson, 1990) i razli¢ite poliole: glicerol,
manitol, sorbitol i pinitol (Handa i sar., 1983; Binzel i sar., 1987; Brown i Hellebust,
1978).

Prolin je nenaelektrisana amino kiselina pri neutralnom pH i veoma se dobro
rastvara u vodi. U biljkama i Zivotinjama prolin nastaje iz ornitina (Hu i sar., 1992), a kod
bakterija (Leisinger, 1996) i osmotski stresiranih biljaka primarni prekursor je
glutaminska kiselina (Delauney i sar., 1993). Biosinteza prolina se odvija u citoplazmi i
plastidima, a razgradnja u mitohondrijama (Slika 2.4).

Vogel i Davis su 1952. godine opisali biosintezu prolina u bakteriji Escherichia
coli. Ipak, definitivna potvrda ovog opisa je doSla mnogo kasnhije zbog velike
nestabilnosti prvog intermedijera, y- glutamil fosfata (y-GP) (Leisinger, 1987). Klju¢ni
enzim biosinteze prolina iz glutamata kod visih eukariota je A-1-pirolin-5-karboksilat
sintetaza (P5CS) (Hu i sar., 1992). P5CS je bifunkcionalan enzim koji prvo katalizuje
aktivaciju glutamata fosforilacijom, a zatim redukciju nastalog meduproizvoda, vy-
glutamil fosfata u glutamat semialdehid (GSA) (P5CS: y-glutamil kinaza (GK) EC:
2.7.2.11 i glutamat-5-semialdehid dehidrogenaza (GSDH) ili y- glutamil fosfat reduktaza
(GPR) EC: 1.2.1.41). Spontanom ciklizacijom nastaje glavni intermedijer pirolin-5-
karboksilat (P5C). Redukcijom intermedijera P5C u citoplazmi nastaje L-prolin dejstvom
enzima P5C reduktaze (P5CR: EC: 1.5.1.2.) (Slika 2.4).

U mnogim biljkama je tokom stresa zapazena povecana ekspresija enzima P5CS
(Delauney i sar., 1993; Silva-Ortega i sar., 2008). Gen p5cs je izolovan iz nekoliko
biljaka (Hu i sar., 1992; Savouré i sar., 1995; Fujita i sar., 1998; Ginzberg i sar., 1998), a
u nekim vrstama je pokazana korelacija izmedu indukcije gena p5cs i nagomilavanja

prolina (Yoshiba i sar., 1995).
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Alternativnim putem, P5C nastaje iz ornitina, dejstvom mitohondrijalne ornitin-o-
aminotransferaze (6-OAT; EC 2.6.1.13) (Delauney i sar., 1993; Verbruggen i Hermans,
2008). Ovaj put je dominantan u uslovima velikog snabdevanja biljke azotom, dok je
glutaminski put aktivniji u uslovima osmotskog stresa i nedostatka azota (Sanchez i sar.,
2001; Saibi i sar., 2015). Smatra se da 3-OAT ubrzava kruZenje azota od arginina do P5C
koji je potom preveden u glutamat dejstvom P5CDH (Funck i sar., 2008). Nedavno je
opisan P5C-prolin ciklus kojim je pokazano da P5C nastao u mitohondrijama moze preci
u citoplazmu i redukovati se do prolina pomoc¢u enzima P5SCR. Kada je aktivnost PSCDH
ogranicena, ciklusom P5C-prolin se moZe preneti viSe elektrona na elektron transportni

lanac i stvoriti reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) (Szabados i Savoure, 2010).
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Slika 2.4. Metabolizam prolina prema Szabados i Savoure (2010)

Katabolizam prolina se odvija u mitohondrijama. Delovanjem prolin-dehidrogenaze
(PDH, EC: 1.5.99.8) iz prolina nastaje P5C, koji podleZze neenzimskoj hidrolizi koja
dovodi do otvaranja prstena i nastajanja GSA (Adams i Frank, 1980). PDH je FAD-
zavisan enzim lokalizovan u unutrasnjoj membrani mitohondrija koji tokom oksidacije
prolina direktno vrSi prenos elektrona na mitohodrijalni elektron transportni lanac

(Tanner, 2008). Delovanjem P5C dehidrogenaze (P5CDH, EC: 1.5.1.12) GSA prelazi u
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glutamat u prisustvu NAD". Enzimi ukljuceni u katabolizam prolina, PDH i PSCDH, su
visoko konzervirani (ofuvani) kod prokariota i eukariota sa jedinom razlikom da li se
javljaju kao domeni na jednom zajednickom polipeptidnom lancu 1 tako C¢ine
bifunkcionalni enzim oznacen kao PutA, ili se javljaju kao dva monofunkcionalna enzima
(kod Gram-pozitivnih bakterija i u eukariotskim ¢elijama) (White i sar., 2007). U svim do
sada opisanim studijama, transkripcija i enzimska aktivnost PDH se smanjuje tokom
stresa, a tokom perioda oporavka naglo raste. Ovakve promene su u obrnutoj korelaciji sa
nivoom slobodnog prolina u ¢eliji (Miller i sar., 2009).

U vecini biljaka, stresom indukovana akumulacija slobodnog prolina je rezultat
povecane biosinteze i smanjene degradacije prolina (Miller i sar., 2005; Szabados i
Savoure, 2010). Dok je biosinteza prolina stimulisana u uslovima visokog intenziteta
svetlosti i osmotskog stresa, katabolizam prolina je aktiviran u mraku i pri oporavku od
stresa i kontrolisan je enzimima PDH i P5SCDH (Saibi i sar., 2015).

Prolin je amino kiselina sa mnogim ulogama u biljkama. Nagomilava se u mnogim
biljnim vrstama kao odgovor na razliCite stresne uslove ukljucujuéi susSu, soli i teSke
metale. Dugo vremena se smatralo da je inertan kompatibilni osmolit koji Stiti ¢elijske
strukture i makromolekule u uslovima osmotskog stresa. Medutim, akumulacija prolina
moze da utie na toleranciju na viSe nacina. Pokazalo se da prolin ima ulogu molekulskog
Caperona sposobnog da S§titi integritet proteina 1 povecava aktivnost razli¢itih enzima. U
uslovima dehidratacije omogucava celijskim proteinima odrZavanje hidratisanog stanja.
Zastita nitrat reduktaze pri osmotskom stresu i u prisustvu teSkih metala (Sharma i Dubey,
2005b), kao i stabilizacija ribonukleaza i proteaza pri izlaganju teSkim metalima su jo$
neke od uloga prolina (Mishra i Dubey, 2006). Prolin igra vaznu ulogu u zastiti
fotosinteticke aktivnosti. Poznato je da se u uslovima stresa smanjuje karboksilazna
aktivnost Rubisca 1 povecava oksigenazna aktivnost, ali u prisustvu prolina ova pojava je
redukovana. Hamilton i Heckathorn (2001) navode da je fotosinteticki kompleks I
zasti¢en antioksidantima i heat shock proteinima, a kompleks Il prolinom i betainom u
uslovima sonog stresa.

Sinteza prolina je uklju¢ena i u regulaciju pH i redoks statusa u ¢eliji. Odvijanje
biosinteze i razgradnje prolina u razli¢itim delovima ¢elije povezuje metabolizam prolina
sa drugim procesima u ¢eliji. Tokom biosinteze prolina u hloroplastima koristi se viSak
redukujuceg potencijala (u vidu NADPH) nastao u zasicenom elektron transportnom

lancu i na taj nacin se doprinosi odrzanju redoks ravnoteze (odnosa NADP*/NADPH) i
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Celijske homeostaze (Taiz 1 Zeiger, 2010). Katabolizam prolina u mitohondrijama je
povezan sa oksidativnom respiracijom i snabdevanjem biljke energijom u periodima
oporavka od stresa. Prolin se tokom stresa nagomilava u vakuoli i citoplazmi gde Stiti
¢eliju od hidroksil radikala (HO") i singlet kiseonika (‘0z) (Matysik i sar., 2002).
GaSenjem singlet kiseonika ili direktno hvatanjem hidroksil radikala, prolin Stiti proteine,
DNK i membrane (Smirnoff i Cumbes, 1989; Matysik i sar., 2002). Pored direktnog
hvatanja HO" prolin moZe da helira redoks aktivne jone i tako Stiti tkiva od Stete nanete
formiranjem HO™ (Matysik i sar., 2002). Vendruscolo i saradnici (2007) su objavili da je
transgena pSenica koja je akumulirala vise prolina u odnosu na divlji tip imala manji
intenzitet LP tokom suSe $to ukazuje na antioksidantnu ulogu prolina. Tokom sinteze
prolina, NADH se koristi za redukciju glutamata, §to pove¢ava NADP*/NADPH odnos,
koji prevenira poremecaje redoks osetljivih puteva tokom stresa suse i soli (Hare i Cress,
1997). Pokazano je da prolin stiti fotohemijsku efikasnost PSII i sprecava LP tokom suSe
(Molinari i sar., 2007). Ovi rezultati ukazuju na to da prolin deluje indirektno na PSII kao
i direktno na ROS tokom suse.

Poznato je da su stresom indukovane promene u biosintezi i degradaciji prolina
konzervisane i sluZze za pokretanje esencijalnih signalnih puteva, kao $to je kod sisara
p53-zavisna apoptoza ili osmoregulacija u biljkama i bakterijama (Csonka, 1989; Hare i
Cress, 1997; Hu i sar., 2007). Smatra se da prolin deluje kao signal koji regulise
metaboliCke rezerve i utiCe na rast i razvoj biljke (Verbuggen i Hermans, 2008).
Biosinteza prolina bi mogla biti jedan od najranijih metabolickih odgovora pokrenutih u
signalnom putu koji povezuje percepciju mnogih stresova iz okoline i deo je fizioloskog
odgovora na razli€ite abioticke stresove na ¢elijskom nivou (Song 1 sar., 2005). Da li su
promene u sadrzaju prolina zaista signalne komponente i kako reguliSu ekspresiju gena i
prilagodavanje metabolickih procesa su pitanja koja zahtevaju dalja ispitivanja.

Iako postoji veliki broj radova sa pozitivnom korelacijom izmedu akumulacije
prolina i adaptacije na osmotski stres postoje i oni koji ne podrzavaju ovu korelaciju
(Tabela 2.2). Stoga se namece pitanje da li akumulacija prolina predstavlja adaptivnu
prednost biljaka pri osmotskom stresu ili je to samo slucajna posledica stresom
indukovanih promena u metabolizmu. Najkompletniji i najpouzdaniji dokazi da je
akumulacija prolina zaista integralna komponenta ¢elijske adaptacije na osmotski stres
dobijeni su iz studija osmoregulacije kod bakterija. Kod bakterija je dokazano da je prolin

mocan osmoprotektant, a mutanti Escherichia coli sa povecanom sintezom prolina su
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pokazali znacajno povecanu toleranciju na osmotski stres (Csonka, 1989). Ova zapaZanja
su dala nagovestaj da bi i kod biljaka takode akumulacija prolina mogla imati direktnu
adaptivnhu ulogu u suprotstavljanju efektima osmotskog stresa. Odsustvo pozitivne
korelacije izmedu akumulacije prolina i tolerancije na osmotski stres kod nekih vrsta ne
negira adaptivnu ulogu prolina; to bi moglo ukazati na dominantnost nekih drugih
mehanizama adaptacije kod tih vrsta, kao Sto su morfoloski ili fizioloSki mehanizmi pre
nego osmoregulatorni mehanizmi. Ovi rezultati se mogu objasniti ako se uzme u obzir da
osmoprtektivna uloga prolina ukljucuje i minimiziranje efekata Celijskih oStecenja, a ne
samo jednostavno unutarcelijsko prilagodavanje osmotskog potencijala. Na ovo ukazuju i
zapazanja da su kod bakterija prolin i glicin-betain uticali na povecanje stabilnosti

proteina i membrana u uslovima suse ili visokih temperatura (Csonka, 1989).

Tabela 2.2. Pregled literature o akumulaciji prolina u uslovima vodnog stresa

Vrsta stresni uslovi referenca

Spinacia oleracea L. -2 mPa Huang i Cavalleri, 1979
Solanum Tuberosum L. 10% PEG Corcuera i sar., 1989
Lycopersicon esculentum L. 25% PEG Handa i sar., 1983: Rhodes i
Lycopersicon esculentum Mill. cv. Counter llthaéi hranljivi  sar, 1986; Claussen, 2005
Helianthus tuberosum L. ;ali/lvgczrbitol Werench i sar., 1980

Vicia faba L. 2 dana suse Venekamp i Koot, 1988
Glycine max L. 2 dana suse Kohl i sar., 1991

Triticum aestivum L. -3,6 mPa Munns i sar., 1979
Hordeum vulgare -1,5 mPa Boggess i sar., 1976
Foeniculum vulgare Mill. 85 % susa Askari i Ehsanzadeh, 2015
Pinus pinea L. nezalivanje Deligoz i Gur, 2015
Malus domestica Borkh. 5% i 10% PEG Kautz i sar., 2015

2.1.1.4.2. Glicin-betain

Glicin-betain (GB) (N,N,N trimetilglicin) je potpuno N-metil supstituisani derivat
L-glicina koji se nalazi u mnogim mikroorganizmima, vi$im biljkama i Zivotinjama. Na
fizioloskom pH je dipolaran, elektroneutralan molekul. Nagomilavanje i biosinteza GB je
veoma istrazena kod halofita (Rhodes i Hanson, 1993; Hanson i sar., 1995; Yu-Mei i sar.,

2004). Glavna uloga u biljkama izlozenim visokim koncentracijama soli je zastita celije
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osmotskim prilagodavanjem, stabilizacija proteina (Rubisco) i fotosintetickog aparata
(Gadallah, 1999; Mékela i sar., 2000; Heuer, 2003; Allakhverdiev i sar., 2003).
Glicin-betain je kvaternerno amonijumovo jedinjenje koji postoji u razli¢itim
biljkama, ali je njegova distribucija medu biljkama sporadi¢na. Mnoge poljoprivredne
kulture ne akumuliraju GB. ZapaZeno je da kod biljaka sposobnih za sintezu GB dolazi
do akumulacije ovog jedinjenja u uslovima abioti¢kog stresa kao $to je hladnoca, susa,
stres soli (Rhodes i Hanson, 1993; Chen i Murata, 2008). U viSim biljkama GB se
sintetiSe u hloroplastima iz holina preko betain aldehida (Slika 2.5) dejstvom holin
monooksigenaze (CMO EC: 1.14.15.7.) i NAD(P)" zavisne betain aldehid dehidrogenaze
(BAD EC: 1.2.1.8.) (Ashraf i Foolad, 2007). lako su poznati i drugi putevi biosinteze, kao
na primer N-metilacija glicina, biosinteza iz holina je identifikovana u svim GB

akumuliraju¢im biljkama.

CH OH 0, H,O COO-

I
>€ > -~ S
H,C - N CH 2Fd(red) 2Fd(ox) H,C- N CH NAD* NADH +H* HSC-rlxl"-CH3
CH

holin Betain aldehid Glicin-betain

Slika 2.5. Biosinteza GB u viSim biljkama (preuzeto iz Chen i Murata, 2002)

Uvodenjem gena za sintezu glicin-betaina u biljke koje ga neakumuliraju poboljSava
se sposobnost biljke da toleriSe uslove abiotickog stresa, Sto ukazuje na pozitivau ulogu
GB u toleranciji na stres (Hayashi i sar., 1997; Sakamoto i Murata, 1998, 2000; Quan i

ar., 2004; Park i sar., 2004; Lv i sar., 2007; Khan i sar., 2009). Medutim, u odnosu na
biljke koje prirodno nagomilavaju GB, zapazeno je da je kod transgenih biljaka koli¢ina
GB bila mnogo manja, Sto se objasnjava ili malom koli¢inom supstrata ili smanjenim
transportom holina u hloroplaste gde se odvija biosinteza GB (Nuccio i sar., 1998; Huang
i sar., 2000; McNeil i sar., 2000). Kao alternativa genetskom inZenjeringu, postoji
mogucnost egzogene primene GB, koji lako prodire u list i moze se preneti do drugih
tkiva i1 organa. Kako ne postoji moguénost razgradnje GB u biljkama iz biljaka koje ga
akumuliraju u velikim koli¢inama (na pr. SeCerna repa), GB se moze relativno jeftino

izolovati kao nus proizvod (Rhodes i Hanson, 1993). Ovo c¢ini ekstrakciju i spoljnu
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primenu  GB ekonomski isplativim pristupom za povecanje produktivnosti
poljoprivrednih kultura u Stetnim uslovima.

U biljkama tolerantnim na soni stres GB se moze akumulirati do osmotski znacajnih
nivoa (Rhodes i Hanson, 1993). Smatra se da GB S§titi fotosistem I, stabilizuje membrane
i smanjuje oksidativnu Stetu (Chen i Murata, 2011). Mnogi in vitro eksperimenti su
pokazali da GB deluje kao osmoprotektant tako Sto stabilizuje kvaternernu strukturu
proteina 1 visoko uredene strukture membrana tokom stresa uzrokovanog visokim
temperaturama ili visokim koncentracijama soli (Gorham, 1995). Jedna od najistaknutijih

......

konzistentnost membrane, $to znacajno doprinosi toleranciji biljaka na osmotski stres.
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2.2. Biljke i oksidativni stres

anas je uveliko prihvaéena ¢injenica da vodni stres izaziva oksidativni stres

kod biljaka (Noctor i sar., 2014). To znaci da, kao i drugi abiotic¢ki stresovi,

smanjena dostupnost vode dovodi do promena u ravnotezi izmedu nastanka
(stvaranja) i uklanjanja reaktivnih vrsta kiseonika (ROS), pri ¢emu nastaju razlicita
oStecenja struktura i funkcije Celijskih biomolekula (lipida, proteina, ugljenih hidrata i
nukleinskih kiselina). Veliki broj radova se odnosi na znacaj oksidativnog stresa u
odgovoru biljaka na susu, od oksidativne Stete do uloge ROS u lokalnoj i sistemskoj
reakciji i signalingu (pogledati radove Smirnof 1993, Miller i sar., 2010, Cruz de
Carvalho, 2008).

2.2.1. ROS i markeri oksidativnog stresa

Slobodni radikali su atomi, molekuli ili joni koji sadrze jedan ili viSe nesparenih
elektrona u zadnjoj molekulskoj/atomskoj orbitali. Prisustvo nesparenog elektrona ¢ini ih
vrlo reaktivnim, $to omogucava da oStete sve klase biomolekula u ¢eliji (Halliwell i
Gutteridge, 2007). Reaktivne vrste podrazumevaju sva ona jedinjenja koja imaju karakter
slobodnih radikala, mada po svojoj strukturi to ne moraju biti: superoksid anjon radikal
(O;" 7), hidroksil radikal (HO®), peroksil radikal (ROQY), alkoksil radikal (RQO") i
hidroperoksil radikal (HOO"), kao i jedinjanja koja nisu slobodni radikali ali su lako
podlozna redukciji ili autooksidaciji pa se takode smatraju reaktivnim vrstama kao §to su
vodonik-peroksid (H,0,), singletni kiseonik (*O,), ozon (Os), hipohloritna kiselina
(HCIO) i hidroperoksidi (ROOH). Uobicajna pojava je da se kod biljaka koje su izlozene
abiotickom ili biotickom stresu javi pove¢an nivo ROS u razli¢itim delovima ¢elije (Slika
2.6).

Tokom vodnog deficita biljne ¢elije su izlozene razliCitim uticajima te kako bi
odrzale integritet i fluidnost membrana dolazi do promena u sastavu lipida u ¢elijskim
membranama (Repellin i sar., 1997; Gigon i sar., 2004; Torres-Franklin i sar., 2007).
Promene se svode na dva fenomena: prvi ukljuuje promene u proporciji polarnih grupa
fosfolipida u smislu povecanja udela Secera koji je u skladu sa povecanjem tolerancije na
suSu i niske temperature. Drugi fenomen se odnosi na promene u nivou zasi¢enosti i
duZini lanca masnih kiselina koje formiraju fosfolipidni dvosloj. Zasi¢ene masne kiseline

smanjuju fluidnost membrane dok je polinezasi¢ene masne Kiseline povecavaju. Ovi
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odnosi uti¢u na odrzavanje funkcije transmembranskih proteina i fotosinteticku aktivnost

(Perlikowski i sar., 2016).
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Slika 2.6. Nastajanje i uklanjanje ROS u biljnoj ¢eliji. Fentonova reakcija (razlaganje
H,0, u prisustvu Fe*"), ETL (elektron transportni lanac) (preuzeto iz Jajic i sar., 2015)

Medutim, u uslovima vodnog stresa Cesto je povecan nivo MDA koji ukazuje na
povecan nivo ROS koji dovodi do peroksidacije lipida u membranama koje sadrze
polinezasi¢ene masne kiseline. Lipidna peroksidacija predstavlja negativan fenomen
delovanja slobodnih kiseoni¢nih vrsta, koji je autokataliticki i naj¢eSce ireverzibilan. Za
inicijaciju ovog procesa odgovoran je hidroksil radikal ili vodonik-peroksid. Karakterise
se peroksidacijom polinezasi¢enih masnih kiselina $to vodi ka razgradnji biomembrana i
poremecajima bioloSke organizacije celije. Visoko reaktivni sekundarni produkti lipidne
peroksidacije reaguju sa slobodnim -SH i -NH, grupama amino kiselina, peptida, proteina

i nukleotida, sto modifikuje funkcije ovih makromolekula.
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Inicijacija lipidne peroksidacije mozZe biti prouzrokovana adicijom nekog radikala
ili mnogo ceS¢e oduzimanjem atoma vodonika metilenske grupe neke polinezasi¢ene
masne kiseline od strane radikala. Na primer, visoko reaktivna radikalska kiseoni¢na
vrsta, hidroksil radikal HO® moZe da se adira na dvostruku vezu ili da apstrahuje atom
vodonika. U oba slucaja nastaje lipidni slobodni radikal koji moze dalje da wvrsi
degradaciju masnih kiselina (Halliwell i Gutteridge, 2007). Sto je veéi broj dvostrukih
veza u strukturi masne Kiseline atom vodonika ¢e biti lakse uklonjen i to je razlog zasSto su
polinezasi¢ene masne kiseline posebno osetljive na delovanje slobodnih radikala
(Halliwell i Chirico, 1993).

Nastali lipidni slobodni radikal se stabilizuje intramolekulskom preraspodelom u
konjugovani dien i potom moze imati nekoliko razli¢itih sudbina. U aerobnim uslovima
gde je koncentracija kiseonika velika, kakvi su u samoj ¢eliji, najverovatnije je da e
lipidni slobodni radikali reagovati sa molekulom kiseonika pri ¢emu ¢e nastati peroksil
radikal ROO" (Halliwell i Chirico, 1993). Niske koncentracije kiseonika mogu
favorizovati medusobne reakcije dva lipidna radikala ili reakcije sa drugim
komponentama membrane, npr. sa SH grupama proteina. Samim tim koncentracija
kiseonika utice na put propagacije lipidne peroksidacije (Halliwell i Gutteridge, 2008).
Nastali ROO" moze da oduzme alilni vodonik sa susednog molekula nezasi¢ene masne
kiseline pri ¢emu ¢e se formirati lipidni hidroperoksid ROOH 1 novi lipidni alkil radikal
koji nastavlja radikalsku lan¢anu reakciju. Ovako pokrenut lanac reakcija slobodnih
radikala ima osobinu prostornog i vremenskog Sirenja uz pojacavanje efekta. Ova
propagacija se ogleda u nastanku sekundarnih slobodnih radikala koji nastavljaju da Sire
kaskadu lancanih reakcija. Duzina propagacije zavisi od mnogo faktora: odnosa koli¢ine
lipida i proteina u membrani (Sanse da radikal reaguje sa membranskim proteinom se
povecavaju S§to je sadrzaj proteina u membrani veéi), sastava masnih kiselina,
koncentracije kiseonika i prisustva antioksidanasa u membrani koji prekidaju lancane
reakcije pribavljanjem lako-doniraju¢eg H peroksilnim radikalima (Halliwell i Chirico,
1993).

Lancana radikalska reakcija se prekida sjedinjavanjem dva radikala u neutralni
molekul i to se naziva terminacija. Iako se terminacijom prekida lan¢ana reakcija,
proizvodi nastali terminacijom mogu biti vrlo reaktivni sami po sebi.

Lipidna peroksidacija dovodi do promena u fluidnosti i permeabilnosti membrane i

stvaranja reaktivnih metabolita (MDA, hidroksinonenala, izoprostana), ali svakako nije
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jedina posledica oksidativnog stresa nastalog u ¢eliji pri poremecenoj ravnotezi stvaranja
i eliminacije slobodnih radikala. Oksidacija proteina je jo$ jedna negativha posledica
oksidativnog stresa koja uti¢e na brojne celijske funkcije, jer oksidativna oStecenja u
proteinima dovode do smanjenja efikasnosti i preciznosti razli¢itih biohemijskih procesa.
Najstetniji oblik oksidativnog oSte¢enja proteina predstavlja karbonilacija proteina, kada
se oksiduju izloZzeni bo¢ni lanci amino kiselina, posebno prolina, arginina, lizina i
treonina (Slika 2.7). Razli¢ite metode su razvijene za odredivanje karbonilnih grupa
proteina i vecina ukljucuje derivatizaciju karbonil grupe sa 2,4-dinitrofenil-hidrazinom i
detekciju nastalog stabilnog proizvoda razli¢itim metodama (spektrofotometrijski, HPLC,
i dr.) (Dalle-Donne i sar., 2003).

Arginil >2=NH % NH
NH

NH
\
c - Nc—0H
CONH—é co NH—é
S?ﬁ ﬁCONH S?fﬁ CONH

b e NH

karbonil grupa

Semialdehid WCONH{;ONH
glutamina

| H,N—NH No2

Derivatizacija k
¢ 2, 4-d|n|trofenol hidrazin

C= N—NH

CONH
9% CONH NOz

'@5 2,4-dinitrofenol hidrazon

Slika 2.7. Karbonilacija i derivatizacija izlozenog aminokiselinskog bo¢nog lanca
(preuzeto iz Nystrom, 2005)

2.2.2. RNS i bioloska uloga NO

Uz ROS veliku vaznost imaju i reaktivne azotne vrste (RNS- eng. Reactive Nitrogen
Species) u koje se ubrajaju azot (11) oksid, azot (IV) oksid, peroksinitrit i nitrozilni katjon.

Azot (I1) oksid (azot monoksid) predstavlja vaznu komponentu signalnog sistema u
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biljkama i Zivotinjama. U biljkama reguliSe razlicite fizioloSke procese i tako omogucava
adaptaciju u stresnim uslovima (Mur i sar., 2013). Biosinteza azot monoksida iz L-
arginina, pod dejstvom enzima azot oksid sintaze (NOS) odigrava se u skoro svim
¢elijama kod sisara. Medutim, do sada u biljkama nije otkriven enzim NOS, ve¢ se samo
pretpostavlja da biljke sadrze sli¢ne enzime koji se nalaze u citoplazmi, hloroplastima,
mitohondrijama i peroksizomima (Wilson i sar., 2008; GroR i sar., 2013). Moguci izvori
NO su NADPH-zavisna nitrat-reduktaza (NR; EC 1.6.6.1) koja redukuje nitrat do nitrita i
potom do azot oksida kao i enzim ksantin-oksidaza. Takode, NO moze nastati
neenzimskim reakcijama, spontanom redukcijom nitrita u kiseloj sredini (Stohr i Ullrich,
2002), zatim redukcijom NO, do NO karotenima na svetlosti, kao i oksidacijom hidroksil
amina i salicil hidroksilamata (Cooney i sar., 1994; Mur i sar., 2013, Prochazkova i sar.,
2014).

Stvoreni gas, NO, je mali, elektri¢no neutralan molekul, koji je zapravo slobodni
radikal jer sadrzi jedan nespareni elektron. Zahvaljujuci svojoj lipofilnoj prirodi, moze da
difunduje kroz ¢elijske membrane bez specifi¢énih membranskih transportera i funkcioniSe
kao intra- i inter-celularni glasnik. Kako je veoma reaktivan, efekat koji NO ispoljava je
uglavnom lokalnog karakera uz veoma kratak poluZzivot (5 do 10 sekundi). In vivo moze
da formira S-nitrozo jedinjenja, $to produZava njegovu bioloSku aktivnost na 1-2 minuta.
Lako reaguje sa sulfhidrilnim grupama biomolekula, jonima metala, vezuje se za
enzime/proteine koji sadrze hem ili Fe-S aktivna mesta, §to omogucéava da utie na brojne
bioloSke funkcije u organizmu (Neill i sar., 2008; Wilson i sar., 2008). U reakciji sa
superoksidnim anjonom nastaje reaktivan peroksinitrit (ONOO"), Kkoji se moze
transformisati u kiseloj sredini u peroksinitritnu kiselinu, a potom dalje u hidroksil
radikal.

Pre viSe od 20 godina azot monoksid se smatrao zagadivacem vazduha i inhibitorom
rasta biljaka (Siddiqui i sar., 2011). Sa otkri¢em emisije NO od strane biljaka, NO postaje
predmet mnogih istraZivanja, ali tek 90-tih godina proslog veka, nakon $to je ga Casopis
“Science” (1992) proglasio molekulom godine, na NO se gleda kao na signalni molekul
sa velikim bioloskim znacajem (Klepper, 1979). Nobelova nagrada je dodeljena 1998.
godine za otkri¢e NO kao signalnog molekula u kardiovaskularnom sistemu.

Pored ve¢ dobro poznatih uloga kod sisara, NO ima mnoge vazne uloge kod biljaka
koje su opisane u mnogim preglednim radovima (Bolwell, 1999; Beligni i Lamattina,
1999a; 1999b; 2001; Garcia-Mata i Lamattina, 2001; Stohr i Ullrich, 2002; Neill i sar.,
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2003; Bethke i sar., 2004; Arasimowicz i Floryszak-Wieczorek, 2007). NO uti¢e na
odbrambene reakcije biljaka pri napadu patogena (Mur i sar., 2006), ima ulogu u indukciji
klijanja i smanjenju mirovanja semena (Bethke i sar., 2006; Arc i sar., 2013), regulaciji
sazrevanja biljke i senescenciji (Liu i Guo, 2013). NO je ukljucen u pokrete stoma
(Garcia-Mata i Lamattina, 2001), gravitropizam korena (Hu i sar., 2005), regulaciju
cvetanja (Simpson, 2005), kontrolu organogeneze, razvoj bo¢nih korenova i korenskih
dlaka (Mur i sar., 2013).

U mnogim studijama je u stresnim uslovima, kao Sto je stres suse, soli, ekstremne
temperature, UV-B zracenje kao i stres teSkih metala dokazana akumulacija NO u
biljkama (Zhang i sar., 2007; Arasimowicz-Jelonek i sar., 2009; Hasanuzzaman i sar.,
2010; Xiong i sar., 2012; Saxena i Shekhawat, 2013). Naglo povecanje koli¢ine NO
ukazuje na esencijalnu umesanost u nekoliko fizioloSkih procesa; ipak, postoji mnogo
objavljenih rezultata gde u uslovima stresa nije zabeleZena akumulacija NO. Ovi podaci u
literaturi ukazuju na to da se NO ne moZe smatrati opStim signalom stresa (Siddiqui i sar.,
2011; Grof i sar., 2013). Neophodna su dalja ispitivanja u cilju rasvetljavanja bioloske
pozadine regulacije endogenog nivoa NO kod razliéiti biljnih vrsta u uslovima stresa, kao
i njegove uloge u toleranciji na stres. Pokazano je da primena egzogenih NO donora
(natrijum nitroprusid (SNP), NaNO;) poboljSava toleranciju na stres, uporedo smanjujuci
nivo H,O, i MDA. Ova pojava je zabelezena Cak i u sluCajevima kada je endogeni nivo
NO bio smanjen, Sto ukazuje na to da nije neophodno da ispitani NO donori imitiraju
funkcije NO u prirodnim uslovima (Grof3 i sar., 2013).

Dosada$nja istrazivanja ukazuju da NO poseduje antioksidantna svojstva i moze
delovati kao signal za aktiviranje antioksidantnih enzima pri abioti¢kom stresu (Siddiqui 1
sar., 2011). NO inhibira oksidativnu Stetu kod biljaka reguliSuci opste mehanizme ¢elijske
redoks homeostaze i promovisuci transformaciju O;" ™ u H,O; i O; i takode povecavajuci
aktivnost peroksidaza iako i on sam poseduje antioksidantana svojstva. NO brzo reaguje
sa kiseonikovim jedinjenjima, hemom, tiolima, i proteinima i stvara biohemijski signal
kojim direktno ili indrektno reguliSe enzimsku aktivnost. Efekti zavise od mesta i
koncentracije, tako da NO ispoljava dvojake efekte. Pri niskim koncentracijama
(nanomolarne ili mikromolarne), ima zastitnu ulogu, prekida lipidnu peroksidaciju
(interaguje sa lipidnim alkoksi i peroksi radikalima) i indukuje ekspresiju antioksidantnih

enzima i neutraliSe O, i slobodne radikale. Nasuprot ovome, u milimolarnim il
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molarnim koncentracijama NO prouzrokuje oksidativni i nitrozativni stres 1 ¢elijsku smrt
(Santisree i sar., 2015).

U mnogim studijama je pokazano da se pri susi povecava produkcija NO kod
biljaka (Tabela 2.3). Kako je ova pojava zabelezena kod razli¢itih biljnih vrsta, smatra se
da je NO neophodan tokom suSe u prenosu signala. Akumulacija zavisi od trajanja i
intenziteta nametnutog stresa, kao §to je primeéeno kod vrste Cucumis sativus gde su kod
korena zabeleZene male promene u sintezi NO nakon desetoasovnog stresa, dok je
mnogo veée povecanje zabelezeno pri stresu U trajanju od 17h (Arasimowicz-Jelonek i
sar., 2009, Arasimowicz-Jelonek i sar., 2009b). NO pored indukcije antioksidantnih
enzima indukuje ekspresiju gena koji kodiraju saharoza-fosfat sintazu i P5CS, (Uchida i
sar., 2002).

Tabela 2.3. Pregled podataka iz literature 0 metodama za detekciju NO u biljkama u
uslovima osmotskog stresa

Vrsta Sistem Metoda Referenca
Pisum sattivum dehidratacija 24 h NO specifi¢na proba Il_gggem | Haramaty,
Orvza sativa 15% PEG tokom 24h;  fluorometrijski Cai i sar., 2015; Xiong i
y 200 mM manitol 24h  (DAF-2DA) sar., 2012
. Hao i sar., 2008; Zhang
0
Zea mays 12% PEG 10 dana Gris reagens i sar., 2012
Ailanthus altissima  nezalivanje 14 dana Gris reagens Filippou i sar., 2014
Medicago truncatula nezalivanje 9 dana Gris reagens Filippou i sar., 2011
. . - fluorometrijski Arasimowicz-Jelonek i
Cucumis sativus nezalivanje 5-17h
Heumis sativi zafivan) (DAF-2DA) sar., 2009, 2009b
Poncirus trifoliate dehidratacija 6h NO test kit Fani Liu, 2012
Arabidopsis thaliana nezalivanje 21 dan hemoglobin test Lozano-Just_e I Leon
2010; Shen i sar., 2014
Vitis vinifera nezalivanje 7 dana fluorometrijski Patakas i sar., 2010
Citrus aurantium 13% PEG 12 dana Gris reagens Ziogas i sar., 2013
Guzmania spektrofotometrijski L .
0
monostachia 30% PEG 7 dana (DAR4M) Mioto 1 Mercier, 2013
— 250 mOsm sorbitol 30 fluorometrijski .
Nicotiana tobacum min (DAF-2DA) Gould i sar., 2003
Pisum sativum, .
PEG (400 mOsm) (DAF-2DA) Kolbert i sar., 2005

Triticum aestivum
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2.2.3. Antioksidantni sistem biljaka

Velika toksicnost kiseoni¢nih radikala uslovila je tokom evolucije razvoj vrlo
efikasnih sistema antioksidantne zastite. Biljke poseduju dobro organizovane i razvijene
odbrambene sisteme antioksidantne zastite koji delujuéi zajedno kontroliSu tok oksidacija
u razli¢itim stresnim uslovima i na taj nacin $tite ¢elije od oksidativnog oste¢enja. Glavni
mehanizmi zaStite obuhvataju enzimske antioksidante, enzime i metabolite askorbat-
glutation ciklusa i neenzimske antioksidante (Cruz de Carvalho, 2008). Prema prirodi i
nacinu delovanja, antioksidanti se mogu podeliti na enzimska i neenzimska jedinjenja.
Ova jedinjenja su rasprostranjena u biljnoj c¢eliji, u ¢elijskim organelama, citoplazmi i
apoplastu. lzuzetak je enzim katalaza koja se nalazi samo u peroksizomima. Enzimski
antioksidanti predstavljaju tzv. prvu liniju antioksidantne zastite i ukljuuju superoksid-
dismutazu (SOD), katalazu (CAT), gvajakol-peroksidazu (GPx), askorbat-peroksidazu
(ASC-Px), glutation-peroksidazu (GSH-Px), i dr. Glavni neenzimski antioksidanti biljaka

su askorbinska kiselina, glutation, karotenoidi, tokoferoli i fenolna jedinjenja (Slika 2.8).

2.2.3.1. Antioksidantni enzimi

Enzimski sistem antioksidantne zaStite se ostvaruje dejstvom enzima. Tako
superoksid-dismutaza redukuje O," ~ do vodonik peroksida, zatim peroksidaze, katalaza,
askorbat-peroksidaza, glutation-reduktaza, monodehidroaskirbat-reduktaza i
dehidroaskorbat-reduktaza razlazu vodonik peroksid do vode na razli¢itim mestima u
¢eliji (Asada, 1999; Mittler, 2002).

Superoksid-dismutaza (SOD; EC 1.15.1.1.) katalizuje reakciju dismutacije O’ ~u
prisustvu donora vodonika do H,O; i O,, pri ¢emu se jedan molekul Oy~ oksiduje u O; a
drugi redukuje u H,0,:

20,"+ 2H" — H,0, + 0,

Brzina enzimske reakcije je za oko 10000 puta veéa od spontane dismutacije
superoksid anjon radikala. Kod biljaka su prisutne tri izoenzimske forme SOD: Cu/Zn —
SOD, Mn - SOD, Fe — SOD.

Bakar/cink zavisna SOD se najve¢im delom nalazi u citosolu ¢elije. Ovaj enzim je
po strukturi homodimer u kome svaka subjedinica sadrZi po jedan atom Cu®" i jedan atom
Zn?*. Joni bakra &ne aktivni centar, a joni cinka stabilizuju prostornu konfiguraciju
enzima. Kataliticka aktivnost ovog enzima vezana je za bakar, koji je odgovoran za

reakciju dismutacije u kojoj menja svoju valencu, primanjem ili otpustanjem elektrona.
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Mangan zavisna SOD se nalazi u matriksu peroksizoma. Ovaj enzim je tetramer
koji sadrzi dva do Cetiri atoma mangana. U toku reakcije dismutacije koju katalizuje
SOD, mangan menja svoju valencu.

Gvozde zavisna SOD se ¢esto ne detektuje u biljkama, ali kada se detektuje onda se
nalazi u hloroplastima (Sharma i sar., 2012).

Katalaza (CAT; EC 1.11.1.6.) je jedan od najrasprostranjenijih enzima u prirodi,
¢ija je osnovna bioloska uloga razlaganje toksi¢nog H,O;:

2 H,0; — O, + 2H,0

Ona razgraduje H,O; do vode i molekulskog kiseonika, pri ¢emu se u zavisnosti od
koncentracije supstrata, odvija katalazni ili peroksidazni tip reakcije. U oba slu¢aja
reakcija pocinje obrazovanjem kompleksa I izmedu katalaze i molekula H,0,:

CAT + H,0, — CAT- H,0,  (kompleks I)

U katalaznom tipu reakcije, kompleks | kao donor vodonika koristi drugi molekul
H,0,, pri ¢emu nastaju voda i molekulski kiseonik:

CAT- H,0;, + H,0, — CAT + 2H,0 +0,

U peroksidaznom tipu reakcije, donori vodonika ili elektrona mogu biti razli¢ita
organska i neorganska jedinjenja (etanol, metanol, formaldehid i dr.) sa kojima reaguje
kompleks I, a iz reakcije izlazi nativni enzim, oksidovani kosupstrat i voda:

AH; + CAT- H,0, — CAT + A+ 2H,0

Katalaza je hemoproteid, sastavljen od Cetiri identicne subjedinice, u ¢ijem se
sastavu nalazi po jedan hem, sa jonom Fe** u centru. Prisustvo katalaze u peroksizomima,
gde pod uticajem peroksizomalnih enzima nastaje H,O,, omoguéava zastitu ovog dela
¢elije, dok u drugim delovima c¢elije ima manje katalaze, pa ulogu u detoksikaciji H,O;
preuzimaju drugi enzimi (peroksidaze).

Peroksidaze (Px; EC 1.11.1.7) su enzimi koji spadaju u grupu oksido-reduktaza i
katalizuju reakcije oksidacije razli¢itih supstrata u prisustvu vodonik-peroksida:

SH; + H,0, >S + 2H,0

Reakcije koje katalizuju peroksidaze su: sinteza lignina, reakcije oksidacije fenolnih
jedinjenja estarski vezanih za polisaharide Cc¢elijskog zida, formiranje mostova
izoditirozina za koje se pretpostavlja da povezuju strukturne molekule proteina, u€estvuju
u metabolizmu auksina i dr. (Passardi i sar., 2004; Tenhaken, 2015). Supstrati
peroksidaza mogu biti vestacki sintetisane supstance (poput gvajakola). Rezultati

istraZivanja veceg broja autora su pokazali 1 da peroksidaza ¢elijskog zida ima ulogu u
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biohemijskoj inhibiciji rastenja ¢elija u susnim uslovima (Bacon i sar., 1997; Csiszar i
sar., 2008; Secenji i sar., 2010).

Askorbat-peroksidaza (ASC-Px; EC 1.11.1.11.) predstavlja enzim koji ucestvuje u
uklanjanju H,O,, ali za razliku od katalaze, ASC-Px zahteva askorbat kao redukujuce
sredstvo i ima visi afinitet ka H,O, od katalaze (Sharma i sar., 2012). To dovodi do
hipoteze da ASC-Px, kao enzim koji je prisutan u svim ¢elijskim delovima uti¢e na finu
regulaciju unutarcelijskog nivoa ROS, verovatno neophodnog za signalne svrhe, dok
katalaza koja je locirana isklju¢ivo u peoksizomima verovatno funkcionise u uslovima
stresa kada su mnogo veci nivoi H,O,. Sastavni deo je askorbat-glutation ciklusa koji ima
klju¢nu ulogu u redukciji H,O; u uslovima abioti¢kog stresa (Slika 2.8) (Asada, 2006). U
biljnim ¢elijama se nalazi u stromi, tilakoidnim membranama hloroplasta, mikrozomima 1
citosolu. Svaki od ovih ¢elijskih odeljaka moze da sadrzi jednu ili vise izoformi ovog
enzima (Gill i Tuteja, 2010).

Glutation-peroksidaze (GSH-Px; EC 1.11.1.9.) ¢ine familiju enzima koji katalizuju
reakciju HO, ili organskih hidroperoksida u odgovarajuci alkohol, koriste¢i redukovani
glutation kao donor vodonika:

2GSH + H,0, (ROOH) — GSSG + ROH + H,O

Na osnovu supstratne specifi¢nosti i zahteva za selenom, identifikovane su seleno-
zavisne i seleno-nezavisne glutation-peroksidaze. Seleno-nezavisne glutation peroksidaze
imaju manji afinitet za H,O,, ali su efikasne u redukciji organskih hidroperoksida.

Klasicna selen-zavisna GSH-Px je tetramer u kome svaka subjedinica sadrZi po
jedan atom selena u formi selenocisteina. GSH-Px redukuje lipidne hidroperokside do
odgovaraju¢ih hidroksi-masnih kiselina, a zatim regeneriSe svoju nativhu formu pomocu
redukovanog glutationa. Razlika u kinetickim svojstvima GSH-Px i katalaze uslovljava
veci afinitet GSH-Px za supstrat (H,O,) u odnosu na katalazu kada je H,O, prisutan u
malim koncentracijama u ¢eliji. Medutim, kada je koncentracija H,O, u ¢elijama visoka,
katalaza je efikasnija u njegovoj detoksikaciji od GSH-Px.

Glutation-reduktaza (GR; EC 1.6.4.2.) je vazan enzim antioksidantne zastite i
predstavlja poslednji enzim askorbat-glutation ciklusa. Aktivnos¢u glutation-reduktaze
vrsi se stalna regeneracija redukovanog glutationa:

NADPH + H" + GSSG — NADP" + 2GSH
Odrzavanje visokog odnosa GSH/GSSG u ¢eliji je vrlo vazno (Meister i Anderson,

1983). GR ima glavnu ulogu u odrZavanju i obnavljanju GSH u uslovima biotickog i

29



RuZica Zdero Pavlovié Doktorska disertacija

abiotickog stresa (Romero-Puertas i sar., 2006). Ovaj enzim katalizuje reakciju koja je
esencijalna za stabilnost 1 integritet ¢elije, jer konvertuje oksidovani glutation (GSSG) u
redukovani glutation (GSH), pri ¢emu kao redukuju¢i ekvivalent koristi NADPH.
Redukovani GSH ucestvuje u velikom broju enzimskih i neenzimskih reakcija koje su od
presudnog znacaja za funkcionisanje Celije, pri ¢emu prelazi u svoju oksidovanu GSSG
formu. Enzim GR je zasluZan za odrZavanje rezervi glutationa uglavnom u redukovanom
stanju, tako da ima znacajnu ulogu u regulaciji redoks homeostaze u ¢eliji (Dickinson 1

Forman, 2002).

2.2.3.2. Neenzimski antioksidanti

Neenzimske antioksidante ¢ine jedinjenja razliCite hemijske strukture, a prema
afinitetu i rastvorljivosti u lipidima dele se na liposolubilne i hidrosolubilne.

Askorbinska kiselina (ASC) je najzastupljeniji hidrosolubilni antioksidant u
biljkama (Foyer i Noctor, 2003). Predstavlja kofaktor enzima uklju¢enih u fotosintezu,
biosintezu hormona, kao i u regeneraciju antioksidanasa kao $to je a-tokoferol (Slika 2.8).
U ksantofilskom ciklusu, askorbat je reduktant enzima violaksantin-deepoksidaze (VDE)
koji prevodi violaksantin u zeaksantin. Askorbat je u stanju da neenzimski gasi ‘O, i da
direktno redukuje O," ~ i ‘OH (Smirnoff, 2008). U biljkama nastaje u mitohondrijama
odakle se transportuje do drugih delova biljke (Wheeler i sar., 1998). Zauzima vazno
mesto u fiziologiji biljaka, uglavnom zbog svojih antioksidantnih i redukujucih osobina,
ali i zbog uloga u rastu i razvicu biljaka kao i pri regulaciji ¢elijskih mehanizama na
stresove iz Zivotne sredine (Shao i sar., 2008). U celiji su prisutni i proizvodi oksidacije
ASC; gubitkom jednog elektrona nastaje rezonantno  stabilan  radikal
monodehidroaskorbat (MDA) koji se spontano disproporcionise na ASC i
dehidroaskorbat (DHA). Nestabilni oblik DHA se mora brzo redukovati jer u suprotnom
se potpuno razgradi. OdrZavanje homeostaze nivoa askorbinske Kkiseline se postize
regulacijom procesa sinteze, recikliranja i razgradnje kao i unutarcelijskim i
meducelijskim transportom (Venkatesh i Park, 2014).

Centralnu ulogu u tzv. askorbat-glutation redoks ciklusu imaju ASC i redukovani
glutation, GSH. Pored njih tu su i enzimske komponente: glutation-peroksidaza (GSH-
Px), glutation-S-transferaza (GST), glutation-reduktaza (GR) i NADPH. Regeneracija
askorbinske kiseline se vrs$i pomoc¢u enzima monodehidroaskorbat-reduktaze (MDAR) i
dehidroaskorbat-reduktaze (DHAR) i predstavlja veoma vazan proces zbog nestabilnosti

oksidovanog oblika — dehidroaskorbinske kiseline (DHA) (Polle, 2001).
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Slika 2.8. Mnogobrojne uloge L-askorbinske kiseline u biljkama i askorbat-glutation
ciklus (Venkatesh i Park, 2014)

Glutation (GSH) je tripeptid koji sluZi u bioloskim sistemima kao sulfhidrilni pufer
i vec¢ina njegovih funkcija u ¢eliji povezana je sa njegovim redoks stanjem. Pored
aktivnosti enzima GR u okviru askorbat-glutation ciklusa, koncentracija GSH u ¢eliji
regulisana je i de novo sintezom, koja se deSava u citosolu ¢elija. GSH se sintetiSe iz
aminokiselina koje ga ¢ine (L-glutamat, L-cistein i glicin) i to aktivno$¢u dva ATP
zavisna enzima: y- glutamilcistein-sintetaze (y-GCS; EC: 6.3.2.2) i glutation sintetaze
(GS; EC: 6.3.2.3.) (Noctor i sar., 2002). GSH u antioksidantnoj zastiti funkcioniSe na vise
nivoa. Pored toga $to je kofaktor pojedinih antioksidantnih enzima, GSH direktno uklanja
slobodne radikalske vrste O," 7, HO™ i ONOO", kao i lipidne radikale i hidroperokside,
regeneriSe vazne neenzimske antioksidante (askorbinska Kkiselina, a-tokoferol) do
njihovih aktivnih formi i indirektno uti¢e na mnoge osnovne ¢elijske procese (Noctor i
sar., 2002; Shao i sar., 2008). Kao posledica izlaganja ¢elija razli¢itim oksidansima dolazi
do akumulacije oksidovanog glutationa (GSSG), zbog toga se merenje njegove
koncentracije moze koristiti kao indikator postojanja oksidativnog stresa ili kao parametar
preko koga se moze pratiti efikasnost antioksidativne odbrane.
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Tokoferoli predstavljaju najznacajnije liposolubilne antioksidante u biljkama. Od
Cetiri prirodna tokoferola (a, B, v, ), a -tokoferoli poseduju najvecu biolosku aktivnost
zbog prisustva tri metil grupe u svojoj molekulskoj strukturi (Sharma i sar., 2012).
Antioksidantno dejstvo a-tokoferola se ogleda u inhibiciji lipidne peroksidacije
eliminacijom lipidnih peroksilnih radikala. Takode, tokoferoli su veoma mo¢ni i u
ukljanjanju singletnog kiseonika u fotosintetickim membranama (Smirnoff, 2008).

Karotenoidi su pigmenti koji se sintetiSu u biljkama i bakterijama sa glavnom
funkcijom apsorpcije i prenosa svetlosti do hlorofila (Demmig-Adams i sar., 1996).
Poznato je oko 600 jedinjenja iz ove grupe. Po strukturi su izoprenoidi. Glavni
karotenoidi kod viSih biljaka su karoteni (a, B, v) i ksantofili (zeaksantin, violaksantin,
neoksantin). Najrasprostranjeniji u biljnom svetu je p-karoten. Osnovno antioksidantno
svojstvo karotenoida se ogleda u gasenju tripletnog stanja hlorofila kao i uklanjanje O i
drugih slobodnih radikala, kao i njihovo zajednic¢ko dejstvo sa polifenolima. Poznato je da
karotenoidi mogu da uklanjaju peroksi radikale mnogo efikasnije od drugih ROS i na taj
nacin sprecavaju lipidnu peroksidaciju (Stahl i Sies, 2003).

Fenolna jedinjenja predstavljaju jednu od najvaznijih grupa sekundarnih
biomolekula u biljkama. KarakteriSe ih prisustvo bar jednog aromati¢nog prstena sa
najmanje jednom hidroksilnom grupom. Vecina fenolnih jedinjenja se sintetiSe iz cimetne
kiseline koja se formira iz fenil-alanina dejstvom enzima fenilalanilamonijum-lijaze
(PAL, EC 4.3.1.5), koji predstavlja tacku grananja izmedu primarnog (Sikimatni put) i
sekundarnog metabolizma (fenilpropanoidni put) (Dixon i Paiva, 1995). Fenoli se na
osnovu strukture dele u nekoliko grupa: jednostavni fenoli, benzoeve Kiseline,
fenilpropanoidi i flavonoidi, a za veliku raznolikost jedinjenja odgovorni su mnogi enzimi
koji u€estvuju u reakcijama biosinteze (hidroksilaze i oksigenaze iz porodice Cyt P450,
ligaze, transferaze, oksidoreduktaze itd.) (Slika 2.9) (Petrussa i sar., 2013).
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Slika.2.9. Fenilpropanoidni put biosinteze. (1) enzimski kompleks, (2) 3-dehidrohinat-
sintetaza, (3) 3-dehidrohinat- dehidrataza, (4) Sikimat-dehidrogenaza, (5) Sikimat-kinaza;
(6) 3-fosfoSikimat-1-karboksivinil-transferaza (EPSP-sintetaza); (7) horizmat-sintetaza,
(8) horizmat-mutaza; (9) prefenat-dehidrataza; (10) prefenat-dehidroganaza; (11) tirozin-
transaminaza; (12) fenilalanil-amino-liaza (PAL); (13) tirozin-amino-liaza (TAL); (14)
cinamat-4-hidroksilaza (C4H) (Dewick, 2009)

Antioksidantna aktivnost fenolnih jedinjenja u velikoj meri zavisi od njihove
hemijske strukture. U mnogim in vitro antioksidantnim testovima polifenolna jedinjenja
su nadmasila dobro poznate antioksidante kao Sto je askorbinska kiselina i a-tokoferol
zahvaljujué¢i svojim sposobnostima da doniraju elektron ili atom vodonika. Polifenoli

mogu da heliraju prelazne metalne jone, inhibiraju lipidnu peroksidaciju i deluju kao
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skevindzeri razlli¢itih slobonih radikala (Halliwell i Gutteridge, 2008; Sharma 1 sar.,
2012).

2.2.4. Fluorescentne metode detekcije ROS/RNS

2.2.4.1. Fluorescencija

Luminescencija je pojava emisije svetlosti koja sledi nakon pobudivanja supstance
nekom vrstom spoljasnje energije, koja nije toplota. Pod ovim terminom se podrazumeva
viSe razli¢itih pojava emisije svetlosti. Ukoliko je pobudivanje izazvano apsorbcijom
elektromagnetnog zracenja radi se o fotoluminescenciji, dok se kod hemiluminescencije
pobudeni molekul formira u hemijskoj reakciji. Ukoliko se ovaj proces odvija u Zivim
organizmima energijom metaboli¢kih reakcija radi se o bioluminescenciji.

Fotoluminescenciju je prvi put objasnio nau¢nik Stoks (Sir Geoge Gabriel Stokes),
sredinom 19. veka kada je primetio da mineral fluorit fluorescira kada se osvetli
ultraljubicastom svetlos¢u. Svetlost koja je emitovana bila je vece talasne duzine i manje
energije od ekscitovane kojom je objekat bio osvetljen. To je tzv. Stoksovo pravilo. Naziv
luminescenca je prvi put uveo nemacki nau¢nik Wiedemann 1888. godine kao zajednicki
naziv za flourescencu i fosforescencu. Mehanizam fotoluminescencije se objasSnjava
najlakse pomocu dijagrama Jablonskog (Slika 2.10).

Apsorpcijom kvanta UV-svetlosti molekul prelazi iz osnovnog singletnog stanja Sy
u pobudeno singletno stanje S;. Molekul teZi da se vrati u osnovno stanje i to putem
razli¢itth mehanizama: vibracionih relaksacija, unutrasnjih energijskih relaksacija,
fluorescencijom, kao i singletnim gaSenjem. Medutim, u nekim slucajevima molekul
moze da prede u stabilnije tripletno elektronsko stanje iz kojeg u osnovno stanje prelazi
takode vibracionim relaksacijama 1 fosforescencijom. Osnovna raznika izmedu
fluorescencije 1 fosforescencije je ta da je kod fluorescencije pobudeni elektron u singlet
stanju pa je njegov povratak u osnovno stanje brz, dok je kod fosforescencije povratak
elektrona u osnovno stanje znatno sporiji zbog cega fosforescencija ima znatno duze
trajanje nego fluorescenca. Na dijagramu Jablonskog se jasno vide razlike izmedu

energetskih stanja elektrona kod ove dve pojave.

34



RuZica Zdero Pavlovié Doktorska disertacija

Vibracijska
relaksacija
£
E A =/ Prelaz unutar sistema
5 —/
1 H;
= / —
¥ - T1
A =
> . T
< z —TTTTT
o o RN
‘S = SRR
g g Zorrit
S 8 S
< =t S 1l
o @ 11114
i @ TTT1
D fx
So | S 11y
2 T
W+
+
Rezonantna fluorescencija
A
Singletno Singletno Tripletno
osnovno pobudeno pobudeno
stanje stanje stanje

Slika 2.10. Dijagram Jablonskog

2.2.4.2. Fluorescentna mikroskopija

Fluorescentni mikroskop je konstruisan na poc¢etku 20. veka zahvaljujuci radovima
vise nauc¢nika, a u prvom redu Kelera, Rajherta i Lemana. Za fluorescentnu mikroskopiju
je veoma znacajna upotreba jedinjenja koja emituju svetlost jakog intenziteta. Ta
jedinjenja se nazivaju fluorohromi ili fluorofore. Koriste se za bojenje objekata koji ne
fluoresciraju, pri cemu se tako dobijena fluorescencija naziva sekundarna fluorescencija.
Flurescentni mikroskopi dobijaju viSe na znacaju posle pedestih godina 20. veka kada su
Kuns i Kaplan uveli metodu fluorescentnih antitela za lokalizaciju antigena u tkivu
(Obradovié, 2002).

Fluorescentni mikroskop ima manu da pod odredenim uslovima moze da oslabi
intenzitet emitovane svetlosti. Slabljenje se Cesto naziva bledenje ili gaSenje (eng.

quenching) i nastaje kao rezultat prenosa energije na obliznji molekul ili jon (kiseonik je
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efikasan kvencer), te nekoliko neradijativnih procesa relaksacije je u konkurenciji sa
radijativnim. Verovatnoca za pojavu gaSenja zavisi od vrste i koncentracije kvencera, i §to
je ona veca, manja je verovatnoca radijativnih prelaza.

Budu¢i da slobodni radikali imaju vazne uloge u razli¢itim procesima u bioloskim
sistemima (inflamacija, signalna transdukcija, razni patoloski procesi), razvoj osetljivih i
specificnin metoda za odredivanje slobodnih radikala u bioloskim sistemima je
neophodan. Fluorescentne probe zasnovane na malim organskim molekulima
predstavljaju neophodan alat u modernoj biologiji, koji obezbeduje informacije o mestu i
koli¢ini bioloskih molekula od interesa. U poredenju sa drugim tehnikama kao Sto su
obeleZavanje radioizotopima, ESR, i elektrohemijska detekcija fluorescentni imidZing
ima mnogo prednosti jer omoguéuje visoko osetljivu, manje invazivnu i bezbedniju
detekciju uz pomo¢ ve¢ dostupnih instrumenata (Nagano, 2009). Fluorifore najcesce
sadrze aromati¢ni prsten, odnosno imaju viSe konjugovanih dvostrukih veza i viSe
rezonantnih struktura. Poseduju karakteristicne ekscitacijske i emisione spektre ili
kvantne tacke. Vazna osobina svake fluorofore koji se koristi u istrazivanjima je i kvantni
prinos fluorescencije, koji predstavlja odnos emitovanih i apsorbovanih fotona. Sto je
ve¢i kvantni prinos, to molekul ima vecu emisionu efikasnost, odnosno vise flourescira.
Pri odabiru fluorescentnih proba u istraZivanjima, prednost imaju fluorofore s visokim
kvantnim prinosom (Lakowicz, 2013). U daljem tekstu, bi¢e prikazan sazet pregled
osnovnih principa na kojima se zasnivaju neke od ovih fluorifora. Najcesce koris¢ene
fluorofore su molekuli u ¢ijoj je osnovi florescein.

Fluorescentna boja 2’,7’- dihlorodihidrofluorescein-diacetat (DCFH-DA) je proba
koja se Siroko upotrebljavala za odredivanje nivoa unutaréelijskog H,O, i oksidativnog
stresa. Lako prodire u celije gde se hidrolizuje unutarcelijskim esterazama do
karboksilatnog anjona ¢iji je transport iz celije onemoguéen. Dvoelektronskom
oksidacijom ovog jedinjenja nastaje fluorescentni 2°,7°- dihlorofluorescein (DCF) koji se
moze meriti razli¢itim tehnikama zasnovanim na fluorescenciji (npr., mikroskopija,
proto¢na citometrija). U radu Kalyanaraman i saradnika (2012) dat je pregled sporednih
reakcija 1 ograni¢enja koja bi trebalo uzeti u obzir kada se tumace rezultati dobijeni sa
ovom probom (Tabela 2.4). Isti autori isticu da DCFH-DA ne reaguje sa H,O,, O, ", kao
ni NO, ve¢ je nastala fluorescencija DCF rezultat oksidacije sa mo¢nim oksidantima kao
Sto su oni nastali u reakcijama katalizovanim metalnim jonima ili peroksidazama i proton

ili ugljen-dioksid katalizovanom razgradnjom peroksinitrita.
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Diaminofluorescini (DAF) predstavljaju grupu jedinjenja razvijenih za detekciju
NO u fizioloskim uslovima (Kojima i sar., 1998). U reakciji DAF i NO formira se
triazolni oblik i dolazi do malog pomeranja maksimuma apsorpcije i do velikog
povecanja kvantog prinosa fluorescencije. Smatra se da jedinjenja DAF poseduju sva
svojstva potrebna za primenu u ¢elijskom imidzingu, posebno jer je ekscitaciona talasna
duzina u vidljivom delu svetlosti §to manje Steti ¢elijama i uzorak nije podlozan
autofluorescenciji. Povecanje intenziteta fluorescencije je zavisno od koncentracije NO.
Fluorinovani derivati DAF imaju jo§ vecu otpornost na fotobledenje. Osetljivost 4-amino-
5-metilamino-2',7'-difluorofluorescein diacetata (DAF-FM DA) je 1,4 puta veca od
nefluirovanog analoga 4,5-diaminofluorescein diacetata (DAF-2 DA), koji predstavlja

Siroko rasprostranjenu boju za detekciju NO (Slika 2.11) (Nagano, 2009).

DAF-2 DA f DAF-2 DAF-2 T \

|~‘1H2 [,“‘NH

.OMO

fluorescentno

éelijski permeabilno, % nefluorescentno Ex 495 nm, Em 515 nm
nefluorescentno \ /

Slika 2.11. Fluorimetrijska detekcija NO pomoc¢u diaminofluroscein-2 diacetata
(DAF-2 DA). DAF-2 DA difunduje u ¢elije i tkiva gde nespecific¢ne esteraze vrse
hidrolizu diacetatnih grupa, ¢ineci nastali DAF-2 zarobljenim u ¢eliji. NO-derivatizovani
nitrozilujuéi agensi kao $to je NoO3 reaguju sa DAF-2 i nastaje fluorescentni proizvod
DAF-2 triazol (DAF-2 T)

Fluorescentno snimanje u biljkama ima jedinstvene izazove i metodologije. Bojenje
je kod biljaka komplikovanije zbog endogene autofluorescencije biljnih tkiva , uz
nepropusnost zida biljnih ¢elija za probe zasnovane na proteinima . Autofluorescencija
proizilazi iz osobina raznovrsnih biljnih biomolekula , ukljucujuéi hl orofil, karotene i
ksantofile. Hlorofil, koji najvise doprinosi autofluorescenciji, apsorbuje u plavom delu
vidljivog spektra sa visokim koeficijentom ekstinkcije, i proizvodi znacajan doprinos
fluorescenciji iznad 600 nm kada je pobuden na talasnim duzinama izmedu 420 i 460 nm.
Pored toga, nepropustljivost celuloznih ¢elijskih zidova za protein -zasnovane probe, kao

Sto su antitela mogu da predstavljaju znacajne izazove za bojenje biljaka (Talamond i sar.,
2015).
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Na srecu, razvijene su metode kojima se prevazilaze ovi problemi i bojenje biljnih
¢elija se uspeS$no obavlja uz primenu ovih adekvatnih metoda, kao Sto je enzimska
razgradnja Celijskog zida ili primena hemijskog tretmana sa bakar-sulfatom ili natrijum-
borhidratom. Uklanjanjem autoflorescencije omogucena je upotreba boja sa apsorbcijom
u crvenom delu spektra, mada ukoliko ovo nije izvodljivo koriste se boje ¢iji se emisioni
spektar ne poklapa sa autoflorescentncijom, kao Sto su rodamini ili fluoresceini itd.
Takode, upotreba filtera u mikroskopiji blokira eksicitaciju u oblasti od 420-460 nm Sto je
dovoljno da se onemocuéi signal koji potice od autoflorescencije hlorofila. Sa velikom
mogucénosti primene fluorescencije u biologiji 1 drugim prirodnim naukama razvijena je i
velika potreba za usavrSavanjem i razvojem fluorofora. U buduénosti ¢e se primenjivati
inteligentne fluorifore koje bi se koristile i za bojanje i kao terapeutski agensi in vivo
(Nagano, 2009).
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Tabela 2.4. Pravilna upotreba fluorescentnih proba

Doktorska disertacija

Preporuke

Detekcija unutaréelijskog
O, ™, oksidanasa
(gvozde, H,0,, citohrom
c).

Ipak, merenje crvene
fluorescencije
fluorescentnim ili
konfokalnim
mikroskopom ne moze se
praviti razlika izmedu E”
i 2-OH-E".

Ne koristiti za merenje
unutar¢elijskog H,0, i
drugih oksidanasa, ali
moze se koristiti kao
redoks indikator za
otkrivanje novih redoks
mehanizama.

Fluore-
scentna Prednosti Nedostaci
proba
Reaguje sa O, "i daje 2-OH-  2-OH-E" i E" imaju
E”, dok sa drugim sli¢ne spektralne
oksidansima (OH, ONOQO) karakteristike
Hidroetidin formira E* i dimere. Dalja ekstrakcija i
(HE) Intermedijerni oblici HE- HPLC analiza je
radikala ne reaguju sa potrebna za
kiseonikom i ne formiraju odgovaraju¢u
0,"7i H,0,. identifikaciju.
Lazno povecanje
Lak za upotrebu, prodire u intenziteta
DCEH-DA ¢elije, prati promene u fluorescencije zbog
unutar¢elijskom signalingu mehanizma redoks
gvozda kao i poveéane ciklusa u koji je
aktivnosti peroksidaze. ukljucen intermedijerni
radikal DCF".
Lazno povecanje
. intenziteta
Dihidroro- L,a k“za upot.rebu, prosﬂre U fluorescencije zbog
. ¢elije, prati kogenerisani X
damin NO i O, putem mehanizma redoks
(DHR) 2

predvidive radikal hemije.

ciklusa u koji je
ukljucen intermedijerni

radikal DCR'.

Ne Koristiti za merenje
unutarcelijskog ONOO' i
drugih oksidanasa, ali
moZe se koristiti kao
nespecificni indikator za
unutarcelijski ONOO' |
oksidanse nastale iz
njega.

Kumarin-

Reaguje brzo i
borat

stehiometrijski sa ONOO'.

Dalji metabolizam
proizvoda i moguca
ekskrecija iz Celija
moze biti prepreka.

Koristiti za merenje
vancéelijskog nastajanja
ONOQ:'. Posto reaguje i
sa H,0, (mada sporo)
trebaju se koristiti
odgovarajuéi inhibitori.

HRP/H,0, zavisna
oksidacija ampleks crvenog
do rezorufina je veoma

efikasna.
Intermedijerni radikal ne
reaguje sa O,, ali reaguje
sa O, i smanjuje
nastajanje rezorufina.
Redukujuéi agensi i
supstrati peroksidaza
inhibiraju formiranje
rezorufina.

Ampleks-
crveno

Lazno povecano
stvaranje H,0, zbog
svetloséu
potpomognute
fotohemijske oksidacije
rezorufina u prisustvu
GSH, NAD(P)H, ili
askorbata.
Intermedijerni radikal
moZe brzo da reaguje
sa O, "~ i inhibira
formiranje proizvoda.

Koristiti za merenje
vancelijskog H,O, u
uslovima kada je
ograni¢ena sporedna
reakcija indukovana
rezorufinom.
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2.3. Osobine roda Populus

od Populus pripada porodici Salicaceae Lindl. (vrbe) i obuhvata oko 29 vrsta,

medu kojima u Srbiji prirodno rastu bela topola - Populus alba, crna topola -

Populus nigra i siva topola - Populus canescens (Jovanovié¢, 1967,
Eckenwalder, 1996). Vecina Populus vrsta su dvodome biljke mada postoje i neki
hermafroditi. Kako imaju sposobnost spontane i kontrolisane hibridizacije unutar i
izmedu sekcija topoli stvoren je veliki broj podvrsta i prelaznih formi kao i jednostrukih i
visestrukih hibrida.

Populus u prevodu sa latinskog jezika znaci ljudi, narod, nacija, ili mnostvo, §to
ukazuje kako na odliku ovog roda da stvara veliki broj podvrsta i prelaznih formi tako i
na blisku povezanost sa istorijom ljudskog roda (Dickmann, 2001). Topola se smatra
osnivackom vrstom zbog svoje sposobnosti da brzo naseli narusene lokacije i stvori
stabilne uslove za naseljavanje drugih vrsta (Bradshav i sar., 2000; Vhitham i sar., 2006).
Istorijski 1 ekonomski je znacajna vrsta za proizvodnju celuloze i1 papira. Topole takode
imaju potencijal za upotrebu u proizvodnji biogoriva. Sli¢no vrbama i vrste roda Populus
spp. stvaraju veliku biomasu i dobro usvajaju teSke metale. U fitoremedijaciji su mnogo
uspesniji razli¢iti klonovi topola nego pojedinac¢ne vrste od kojih su klonovi dobijeni
(Gawronski i Gawronska, 2007).

Vrste ovog roda su Siroko rasprostranjene na severnoj hemisferi (u Evropi, Severnoj
Americi i Aziji). Kako uglavnom naseljavaju umerene geografske Sirine, smatralo se da
su topole osetljive na susu (Demeritt, 1990). Kod vrsta P. tremuloides i P. deltoides u
uslovima su$e primeceno je suSenje mladih grana (Tyree i sar., 1992; Rood i sar., 2000).
Medutim, kod nekih hibrida topola su primecene osobine tolerantnosti i adaptacije u
susnim uslovima (Demeritt, 1990). Ovakve varijacije ukazale su na potencijal za selekciju
klonova topole koji su tolerantni na susu.

Populus vrste i hibridi sa svojstvima izrazito brzog rasta i mogucénostima lakog
vegetativnog razmnoZavanja, predstavljaju model drvenastih biljaka u razli¢itim
studijama Sirom sveta. Na 21. zasedanju Medunarodne komisije za topolu (eng. IPC-
International Poplar Commission) odrzanom u Portlandu 2000. godine topola je
okarakterisana kao ,,drvo za ljude, za komercijalu, za buduc¢nost, drvo koje koevoluira sa
ljudima hiljadama godina“, ¢ime je istaknuta velika uloga ovih vrsta u zaStiti zivotne

sredine, regulaciji vode i odnosa gasova u atmosferi. Usledilo je veliko interesovanje za
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razotkrivanjem redosleda gena Sto je i rezultiralo u objavljivanju deSifrovanog celog

genoma zapadne crne topole Populus trichocarpa 2006. godine (Tuskan i sar., 2006).

2.3.1. Topola kao model drvo

Topola je model drvenastih biljaka u genetici. Populus trichocarpa je treca biljna
vrsta i prva drvenasta vrsta Ciji je genom sekvencioniran u potpunosti (Tuskan i sar.,
2006). Kako ima relativno mali genom (450Mb), brzo raste i ima kratak zivotni ciklus,
topole su veoma korisne u eksperimentalnom smislu jer se mogu lako vegetativno
razmnoZavati i gajiti u kulturi tkiva. Sve ove osobine ¢ine topolu idealnom model vrstom,
posebno u oblasti genetskog inZenjeringa. Biljke sa ve¢om otpornos¢u na patogene se
mogu razviti kroz manipulaciju metabolickih puteva. Takode, ovako izmenjene biljke
mogu imati veci prinos biomase i smanjen sadrzaj lignina sto je znacajno u proizvodnji
biogoriva (Sannigrahi i sar., 2010). Vazna osobina ovih vrsta je da brzo rastu Sto

omogucava proucavanje odgovora na razliCite faktore abiotiCkog i biotickog stresa u

razumnom vremenskom periodu (Bradshaw i sar., 2000).

2.3.2. Privredni znacaj

Hibridi topola se u principu selekcioniSu i proizvode kao profitabilne biljke za
proizvodnju celuloznog drveta i kao obnovljivi izvor energije, ali zbog njihovog brzog
rasta i visoke evapotranspiracije, one predstavljaju idealne kandidate za fitoremedijaciju
(Trudi¢ i sar., 2012; Kebert, 2014; Kebert i sar., 2017). Prema Chappell-u (1997),
prednosti roda Populus u fitoremedijaciji su veliki broj vrsta, visok prirast (3-5 m/god),
visok intenzitet transpiracije (do 100 L/dan) i ne pripadanje lancu ishrane. Zahvaljujuéi
njihovoj vezi (interakciji) sa podzemnom vodom topole se sade kao buferne pruge u vidu

drvoreda da bi kontrolisali Sirenje nitrata i njihov dotok iz podzemnih u tekuce vode.

2.3.3. Odabrani klonovi topole

Izbor klonova topole je izvrSen po principu taksonomske i geneticke divergentnosti,
stoga je izbor sveden na tri klona, koja pripadaju dvema vrstama Populus x euramericana
Dode (Guinier) i Populus deltoides Bartr. (Slika 2.12).

Hibridni klon M1, Pannonia, je klon Populus x euramericana Dode (Guinier) vrste,
poreklom iz Madarske. Nastao je ukr$tanjem P. deltoides i P. nigra. U zbirku klonova

Instituta za nizijsko Sumarstvo i zivotnu sredinu iz Novog Sada, dospeo je iz
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medunarodne razmene 1977. godine. Odlikuje se crvenkastom bojom kore, izbojaka,
sadnica 1 mladih stabala kao 1 specificnim habitusom sa tankim granama i1 koZzastim
lis¢em sjajno zelene boje. KarakteriSe ga visok procenat prijema sadnog materijala,
odli¢na sposobnost oziljavanja reznica i slaba osetljivost na rak kore topola (Dothichiza
populea). Od 1998. je odobrena njegova upotreba u R. Srbiji. Zahvaljujuéi adaptabilnosti
na razli¢ite vrste zemljiSta 1 odliénim regenerativnim sposobnostima, u periodu od 2011.-
2016. godine se ovaj hibridni klon zajedno sa klonom 1-214 koristio za poSumljavanje u
Vojvodini. Takode, u in vitro uslovima klon M-1 je pokazao izuzetan potencijal i

konformnost za istrazivacki rad (Popovi¢ i sar., 2017).

*—-:.':-— "J—H
15 'y.""-. c
il o i

T

Slika 2.12. Izgled vrsta topole: Populus x euramericana Dode (Guinier) (levo),
Populus deltoides Bartr. (desno)
(http://www.bomengids.nl/pics/Canada_populier__Populus_x_canadensis__Caroli
na_poplar@populiercanada@l1@boomtree@img_3386.jpg i
https://www.geocaching.com/geocache/GC219J0_giant-eastern-cottonwood-tree-

virtual)

Klon B-229 i klon PE 19/66 su nastali selekcijom u Institutu za nizijsko Sumarstvo i

zivotnu sredinu i jo$ uvek su u fazi ispitivanja u cilju potpunog priznavanja kao nove
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sorte. Predstavljaju klonove americke crne topole (vrste Populus deltoides Bartr.) koja je
iz Amerike donesena u Francusku u 17. veku (Niggerman, 2009). KarakteriSu ih bujan
porast, visok prinos drvne mase, dobra sposobnost oziljavanja i srednja otpornost na

patogene (Pilipovi¢, 2005).

2.3.4. Fenolna jedinjenja u vrstama roda Populus

Populus vrste sadrze veliku koli¢inu fenolnih jedinjenja koja mogu da ¢ine i do
jedne treé¢ine suve mase lista topole (Tsai i sar., 2006). Znacajne grupe iz ove klase
jedinjenja predstavljaju kondenzovani tanini (proantocijanidini), derivati hidroksicimetne
kiseline i salicinoidni fenolni glikozidi (Constabel i Lindroth, 2010). U mnogim studijama
su ispitivani razli¢iti ekoloski uticaji (poviSen ozon, ugljen-dioksid, suSa, kao i uticaj
herbivora) na sadrzaj fenolnih jedinjenja u listovima Populus vrsta (Holton i sar., 2003;
Agrell i sar., 2005; Haiki6 i sar., 2009; Barchet i sar., 2014).

2.3.4.1. Salicinoidi

Grupa jedinjenja nazvana salicinoidi, poznata jos i kao fenolni glukozidi ili salicilati
su dominantni bioaktivni prirodni proizvodi koji se mogu nacéi u velikim koncentracijama
u listovima, kori drveta, pupuljcima kao i nektaru lista biljaka iz porodice Salicaceae
(Constabel i Lindroth, 2010). U strukturi salicinoida je skelet salicina, odnosno glukoza i
salicil alkohol, za koji su estarski vezane fenolne ili hidroksi-cimetne kiseline. Poznato je
oko 20 jedinjenja ove strukture, a naj¢esca su: salicin, salikortin, tremuloidin i tremlacin
(Slika 2.13) (Boeckler i sar., 2011). Poznato je da postoje velike genotip-specifi¢ne
varijacije u fitohemijskom sastavu Populus vrsta. Populus vrste sadrZze uglavhom fenolne
glikozide sa esterifikovanim salicinom, nastalim iz salicilne kiseline.

Salicilna kiselina (SA) je vazan biljni hormon koji regulise odbranu protiv patogena
i Cesto je prvi hemijski signal indukovan tokom odgovora. Salicilna kiselina se javlja u
biljkama kao slobodna kiselina ili u obliku konjugovanih derivata, nastalih glikozilacijom
ili metilacijom. Glikozilacija se odvija ili na hidroksilnoj ili na karboksilnoj grupi i tada
nastaju SA glikozid (2-O-B-D-glukozid) - glavni metabolit i SA - glukoza estar.
Metilacijom nastaje metil salicilat. U viSim biljkama SA se sintetiSe preko izohorizmata
ili preko L-fenilalanina. Oba jedinjenja nastaju u Sikimatnom putu. Kod stresiranih biljaka
SA se uglavnom sintetiSe preko izohorizmata u hloroplastima, dok preko drugog

prekursora nastaje mnogo manja koli¢ina SA (Catinot i sar., 2008).
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1 HO

OH
salicin salikortin
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OH
tremuloidin tremulacin 5/

Slika 2.13. Salicin i njegovi derivati u vrstama roda Populus. Chedgy i sar., 2015

Biosinteza salicinoida joS uvek nije u potpunosti razjasnjena (Tsai i sar., 2006;
Morse i sar., 2007; Chen i sar., 2009b; Babst i sar., 2010). Ipak, objavljeno je nekoliko
rezultata iz studija sa izotop obelezenim molekulima, te neki uvid u biosintezu ovih
jedinjenja postoji. Smatra se da salicinoidi nastaju fenilpropanoidnim putem (odnosno
nastaju iz Sikimi kiseline), ali ta¢an redosled reakcija i molekula u biosintezi kao i
njihovih odgovarajuc¢ih intermedijernih oblika je joS uvek nepoznat (Caseys i sar., 2012).
Moguce je da se salicinoidi ne sintetiSu jednim linearnim putem ve¢ da je u pitanju mreza
medusobno povezanih reakcija. Prema Babst i saradnicima (2010), klju¢ni intermedijer
koji vodi ka sintezi salikortina je benzil-benzoat. Do danas, nijedan specifican enzim za
salicinoidni metabolizam nije okarakterisan. Kao Sto je prikazano na Slici 2.14. salicilna
kiselina nastaje preko dva moguca puta, jedan je fenilalaninamonijum-lijaza (PAL)

zavisni fenilpropanoidni put, a drugi je izohorizmat sintaza zavisni put. Biosinteza SA je
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prvo proucavana u listu duvana 1 tada je otkriven fenilpropanoidni put u citoplazmi.
Dejstvom enzima PAL, fenilalanin prelazi u trans-cimetnu Kiselinu koja potom prelazi u
benzoevu kiselinu iz koje hidroksilacijom nastaje SA. Skracivanje propil niza i nastajanje
benzoeve Kkiseline iz trans-cimetne kiseline se odvija najverovatnije procesom [3-
oksidacije koji je analogan [-oksidaciji masnih kiselina (Chen i sar., 2009Db).
Hidroksilacija benzove kiseline je katalizovana najverovatnije monooksigenazama koje
zahtevaju NADPH ili metil violagen kao elektron donora. lako su Leon i saradnici 1995.
godine objavili aktivnost benzoeva kiselina-2-hidroksilaze u listu duvanu, do danas ne
postoji nijedan sveobuhvatan biohemijski i molekularni dokaz koji bi potvrdio postojanje
enzima neophodnih za pretvaranje cimetne Kiseline u SA. Serino i saradnici su 1995.
godine objavili biosintezu SA iz horizminske Kkiseline u bakterijama dejstvom
izohorizmat-sintaze i izohorizmat piruvat lijaze, a kasnije je u Arabidopsis biljci
otkriveno je da SA moZe nastati u hloroplastima iz horizminske kiseline, preko

intermedijera izohorizminske kiseline (Catinot i sar., 2008).

OOH T

? ' Moguci intermedijeri biosinteze salicilata
© R1=H ili R1=0H

! R2 =H, benzaldehid R2 = SCoA, saliciloil-CoA
R2 = OH, benzoat R2 = OGlc, saliciloil-glc

+ R2 = SCoA, benzoil-CoA

R2 = OGlc, benzoil-glc

oHY 7 Yo
OH
Sikimi kiselina

, R1=H
¢ R2 = SCoA, cinamoil-CoA |
COOH Salicilna klsellna \ R2 0Glc, cinamoil-glc .
I
R1R1-0H
OH
$ Q e R2 = OGle, O-kumaroil- glc;

Q
3 -
I

CH,
'L oA coon ' derivati benzoata [
Ics N . e 3
COOH ?
H COOH 0
5 HOOC, ,CH,~ _COOH HOOC ~y~ COOH
Y OiCOOH - O \f t
OH i PAT : s ;
Horizminska kiselina . —» Hidroksicimetni
o erivati
/ \ Prefenska kiselina Arogenat Fenilalanin  Cimetna kiselina / \
Folat Triptofan Tiroiin Flavonoidi Lignini

Slika 2.14. Moguc¢i putevi biosinteze salicilne kiseline
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2.3.4.2. Fenolne kiseline i derivati

Niz literaturnih podataka ukazuje na visoki sadrzaj ukupnih fenolnih jedinjenja u
ispitivanim vrstama roda Populus (H&ikio i sar., 2009; Houda i sar., 2016; Ma i sar.,
2016). Znacajnu grupu ove klase jedinjenja prisutnih u vrstama roda Populus
predstavljaju fenolne kiseline i hidroksicimetni derivati koji mogu da ¢ine i do 8% suve
mase (Tsai i sar., 2006). Kvantitativno znacajni hidroksicimetni derivati, ve¢inom izomeri
hlorogenske kiseline i kumaril-Sikimat/hinat estri, imaju sposobnost ,hvatanja” (eng.
scavenge) slobodnih radikala, sluze kao intermedijeri u biosintezi lignina i imaju ulogu u
formiranju veza sa proteinima koji sluZe za odbranu (Grace i Logan 2000; Boerjan i sar.,
2003). Specificna akumulacija hidroksicimetnih derivata medu Populus vrstama cini i
osnov za njihovu hemotaksonomsku klasifikaciju (Greenaway i sar., 1991, 1992). Pored
antioksidantne aktivnosti hidroksicimetni derivati poseduju antimikrobnu, antifungalnu,
imunomodulatornu i antigenotoksi¢nu aktivnost (Ravn i sar., 1989; Ferguson i sar., 2005;
Dudonne i sar., 2011).

U ekstraktima pupuljaka Populus vrsta utvrdeno je prisustvo fenolnih kiselina i
njihovih estara, flavonoida i halkona (Rubiolo i sar., 2013; Yang i sar., 2016). Zbog
velikog potencijala i primene u terapeutske svrhe, kod nekoliko Populus vrsta ispitan je
sastav, antioksidantni i antiinflamatorni potencijal pupoljaka, kao i propolisa nastalog od
ekskudata Populus vrsta (Greenaway i sar., 1989; English i sar., 1991; Amoros i sar.,
1992; Park i sar., 2002). Najzastupljeniji od flavanona su pinocembrin i pinostrombin,
zatim od flavonola galangin, kvercetin i kemferol, zatim flavoni hrisin i apigenin, kao i
estri fenolnih kiselina (Slika 2.15) (Bankova i sar., 1988; Vardar-Unlu i sar., 2008; Falcao
i sar., 2010). Dudonné i saradnici (2011) kao dominantne komponente ekstrakta P. nigra
navode p-kumarnu kiselinu, salicin i kafenu kiselinu. Isti autori su identifikovali sledece
komponente: fenolne kiseline (kafena, p-kumarna, ferulna, izoferulna, cimetna i O-
metilkafena kiselina), salicin i flavonoidne aglikone (pinobaksin 5-metiletar, pinobaksin i

pinocembrin).
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Slika 2.15. Strukture aglikona flavonoida: apigenin (1), luteolin (2), kvercetin (3),

miricetin (4), naringenin (5), pinocembrin (6), pinostrombin (7), pinobaksin (8), O-

acetilpinobaksin (9).

Populus vrste sadrze osam glavnih klasa flavonoida: halkone, dihidrohalkone,
flavanone, flavone, dihidroflavonole (flavononole), flavonole, antocijanine i
proantocijanidine ¢iji su prekursori flavan—3-oli. Leukoantocijanidini (flavan-3,4-dioli) i
antocijanidini, prekursori antocijanina i proantocijanidina se retko kad nalaze u nivou
detekcije kod angiospermi (Harborne, 1977). Kao i hidroksicimetni derivati tako i
koncentracija flavonoida varira medu Populus vrstama i klonovima, a koncentracija
kondenzovanih tanina (KT) varira i medu vegetativnim tkivima (Greenaway i sar., 1992).
Najveca koncentracija KT je odredena u mladom lis¢u i vrhovima korena (100 pg/mg
s.m.), a mnogo niZza u zelenim granama i ksilemu (< 4 pg/mg s.m.) (Tsai i sar., 2006). U
listu Populus vrsta se akumulira $irok spektar razli¢itih hidroksicinamoilhinat estara i
mnogo veéi broj flavonoida. Kod evropskih Populus vrsta neki flavonoidi, posebno
glukuronid i rutinozid derivati predstavljaju specificnost vrste (Caseys i sar., 2012). Nivo
fenolnih glikozida kod Populus vrsta se menja u zavisnosti od fenotipa, razvojnih i
ekoloskih faktora kao Sto su starost, CO,, koli¢ina hranljivih materija u zemljistu kao i
oStecenja lista (Scioneaux i sar., 2011).

Populus vrste ne proizvode hidrolizuju¢e tanine i akumulacija malih fenolnih
glikozida se odvija metabolickim putem razli¢itim od flavonoidnog metabolizma koji
vodi ka proantocijanidinima (Tsai i sar., 2006). Kondenzovani tanini ili proantocijnidini
su polifenolna jedinjenja velike molekulske mase nastali polimerizacijom flavan-3-ola,
Sirokog spektra su struktura i bioloskih aktivnosti koje nisu uo¢ene u Arabidopsis biljci,
stoga ukazuju na razlike u slozenosti ili regulaciji puta biosinteze flavonoida. Bioloska
aktivnost KT wuglavnom zavisi od udela prodelfinidina i procijanidina, stepena
polimerizacije i konfiguracije polimera (Zucker, 1983; Ayres i sar., 1997; Behrens i sar.,
2003). Scioneux i saradnici (2011) su pristupili kvalitativnoj analizi razli¢itih Populus

vrsta 1 klonova i utvrdili genetsku odredenost sastava jedinica polimera kao i u duzine
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lanca. Ekoloski €inioci imaju mnogo manji uticaj na sastav KT, dok je kvantitet KT pod
uticajem razvojnih faktora, ali i genetike i sredine (Rehill i sar., 2006). Poznati su po
sposobnosti da snazno vezu proteine i tako smanjuju digestiju proteina kod biljojeda
(Ayres i sar., 1997; Barbehenn i Constabel, 2011). Ova pojava se zasnhiva na prisustvu
mnogo hidroksilnih grupa koje imaju afinitet ka vezivanju za proteine i formiranju
stabilnih kompleksa koji dovode do precipitacije proteina. Vezivanjem proteina, uticu na
digestiju proteina, odnosno inhibiraju je 1 na taj nacin ispoljavaju 1 toksi¢no dejstvo na
herbivore, a mehanizam dejstva je da ingestovani KT dovode do nastanka ROS koyji
nanose direktnu Stetu u tkivima herbivora i dovode do smanjenja rasta (Barbehenn i
Constabel, 2011). U uslovima abiotickog i biotickog stresa, pokazano je da se indukuje
sinteza KT. Dokazano je da KT utic¢u na razlaganje opalog lis¢a, ali i na mineralizaciju

zemljiSta azotom i ugljenikom (Schimel i sar., 1996; Schweitzer i sar., 2004).
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Ogled u kulturi tkiva

a gajenje in vitro tkiva topole koris¢ene su podloge MS (Murashige i Skoog, 1962,

SERVA, Heidelberg, Germany), pH 5.8 sastava. Posude za razlivanje podloge su

sterilisane u autoklavu. lzdanaci klona M-1 su pazljivo povrSinski sterilisani i

postavljeni u posude sa 50 mL hranljive podloge za indukciju kalusa, pH 5.8 koja je
sadrzavala 4 g/L MS medijuma, 10 g/L saharoze, 3 g/L agar-agara, 0.5 g/L gerlita, uz dodatke
regulatora rasta (10 UM 6-benziladenin (BA), 10 uM zeatin (ZEA), 1 uM naftil-sir¢etna kiselina
(NAA), 1.28 mM 2-(N-morfolino) etansulfonska kiselina (MES)). Nakon 3 nedelje iz razvijenih
kalusa kultura su presadeni eksplantati u aseptickim uslovima u laminaru u takozvani medijum za
elongaciju sastava: 4 g/L MS medijum, 10 g/L saharoze, 3 g/L agar-agara, 0.5 g/L gerlita, 0.2
mg/L BA, 1.28 mM MES, pH 5.8. Nakon razvijanja najmanje dva nodusa (¢vora), pojedinacni
izdanci su propagirani (presadeni) i preneseni u medijum za oziljavanje sastava: 4 g/l MS
medijuma, 10 g/L saharoze, 0.1 mg/L indol-3-buternom kiselinom (IBA), pH 5.8. Na ovoj podlozi
izdanci su kultivisani tri nedelje. Oziljene, razvijene biljke su zatim podvrgnute tretmanu sa PEG
6000 u koncentraciji od 100 g/L i 143 g/L (Slika 3.1.).

Slika 3.1. Eksperiment in vitro kultura tkiva M-1 klona
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3.2. Ogled u hidroponima

Istrazivanju su koriséeni klonovi topole sa Instituta za nizijsko Sumarstvo i

zaStitu Zivotne sredine Univerziteta u Novom Sadu:

v Populus deltoides x Populus nigra — klon M-1,
v Populus deltoides Bartr. — klon B-229,
v Populus deltoides Bartr. — klon PE 19/66 (Slika 3.2).

. ] ‘,,‘-:j-:.'.__--..“;" é‘é' “' ‘ \
Slika 3.2. Reznice topole: klon M-1 (levo), B-229 (u sredini) i PE 19/66 (desno)

- ] \

Biljke su gajene u sobi za gajenje biljaka sa kontrolisanim uslovima temperature i
vlaznosti vazduha, pri svetlosti intenziteta 281.7 pmol fotona m™ s™, sa 16 h svetla i 8h
mraka i temperaturom izmedu 20-22 °C u sudovima zapemine 3 L metodom
hidroponskih kultura (Slika 3.3) (Popovié i sar., 2016).
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Slika 3.3. Reznice topole u hidroponskom eksperimentu

Za eksperiment su izabrane zdrave reznice topole, priblizno jednake veli¢ine (oko
15 cm duzine). Reznice su bile potopljene u vodu sa ¢esme tokom 24h. Nakon toga su
prebacene u sudove sa deset puta razblazenim rastvorom Hoaglanda (Hoagland i
Aron,1950) 1 gajene u ovim uslovima tokom 4 nedelje, nakon ¢ega su snabdevane sa
punim Hoaglandovim rastvorom, tokom joS dve nedelje. Hranljivi rastvor je aerisan i
menjan nedeljno. Sest nedelja nakon potapanja biljke su podvrgnute tretmanu sa
polietilen glikolom 6000 (po proceduri Michel i Kauffman, 1973). Sem kod kontrolnih
biljki, PEG 6000 je dodat u hranljive rastvore u koncentraciji 100 g/L i 143 g/L.
Koncentracije PEG 6000 su odgovarale osmotskom potencijalu od 100 mOsm i 200
mOsm koji je izmeren automatskim osmometrom (Roebling, tip 12/12 DR, Nemacka).

Primena tretmana trajala je 6 dana.

Tabela 3.1. Priprema rastvora PEG 6000

potencijal rastvora masa PEG 6000 u 1000 mL
(mOsm) )
100 100
200 143
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3.3. Metode ispitivanja

3.3.1. Priprema ekstrakata

Antioksidantni  enzimi  ekstrahovani su iz 0.3 g biljnog materijala,
homogenizovanog u 10 mL pufera u prethodno ohladenom porcelanskom avanu u toku 2—
3 minuta. Za ekstrakciju je koris¢en je 0.1 M Na-fosfatni pufer pH 7.0 (Quy Hai i sar.,
1975).

Homogenat je centrifugiran 15 minuta na 12000 g i 4 °C. Dobijeni supernatant je
prebacen u Ciste tubice, ¢uvan na -20 °C i koriS¢en za merenja (odredivanje aktivnosti
antioksidantnih enzima kao i sadrZaja rastvorljivih proteina).

Metanolni ekstrakti dobijeni su ekstrakcijom 1 g suvog biljnog materijala sa 25 mL
50% MeOH u prisustvu 0.1 M HCI na ultrazvu¢nom kupatilu, 30 minuta, na 25 °C.
Ekstrakti su ostavljeni preko no¢i u mraku i potom su stavljeni jo§ pola sata na
ultrazvucno kupatilo na 25 °C. Ekstrakti su procedeni kroz kvalitativni filter papir
(Whatman No 41). Ovi ekstrakti su kori$¢eni za odredivanje ukupnih fenola, flavonoida i
antioksidantnog potenijala (FRAP metodom, DPPH metodom i O,” skevindzer

aktivnosti).

3.3.2. Odredivanje sadrzaja rastvorljivih proteina

Sadrzaj rastvorljivih proteina odreden je metodom po Bradfordu (1976) koja se
zasniva na vezivanju boje Coomassie brilliant blue G-250 za bazne i aromati¢ne ostatke
aminokiselina u proteinu, pri ¢emu se apsorbcioni maksimumom pomera sa 465 nm
(katjonska forma) na 595 nm (stabilan neprotonovani oblik plave boje). Metoda
interferira sa nekim neproteinskim supstancama koje stabiliSu neutralnu formu (zelena),
bilo direktnim vezivanjem ili promenom pH, zbog Cega se koristi i relativni proteinski
standard, albumin govedeg seruma (BSA, eng. bovine serum albumin). Supernatant
dobijen ekstrakcijom u 0.1 M kalijum-fosfatnom puferu koriséen je kao sirovi ekstrakt u
kojem je odredena koncentraciju proteina. Reakcioni medijum ¢inilo je 1 mL 0.07 M
rastvora boje Coomasie briliant blue u 3% HCIO,, 1 mL dH,O i 25 pL uzorka
(supernatanta) ili standarda sa razli¢itim koncentracijama rastvora BSA. Nakon 5 minuta
ofitana je apsorbanca uzorka 1 razliitih koncentracija standarda na 4 = 595 nm.
Koncentraciju proteina u svakom uzorku odredili smo ocitavanjem sa kalibracione krive

koja je dobijena merenjem apsorbancije rastvora standarda u opsegu koncentracija od 0.0
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mg/mL do 1.0 mg/mL. Koncentracija proteina u uzorku izrazena je kao mg proteina po

gramu svezeg biljnog materijala (mg proteina/g sv. m).

3.3.3. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze

Ukupna aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) odredena je na osnovu inhibicije
fotohemijske redukcije nitroblutetrazolijuma (NBT) u kojoj nastaje formazan, plavi
proizvod redukcije NBT sa O,~ (Giannopolitis i Ries, 1977). Reakcioni medijum je
dobijen meSanjem 2.6 ml 50 mM Na-fosfatnog pufera (pH 7.8), 100 pL 13 mM
metionina, 100 pL 75 uM NBT, 100 puL 0.1 mM EDTA i 50 pL 2 uM riboflavina. Radna
proba je dobijena dodatkom enzimskog ekstrakta (10-50 pL) u reakcioni medijum. Slepa
proba je dobijena tako $to je u reakcioni medijum umesto enzimskog ekstrakta dodata ista
zapremina Na-fosfatnog pufera (pH 7.8). Rastvor u epruvetama je dobro promesSan i
epruvete su postavljene ispred svetlosnog izvora, 4 minuta. Jedinica aktivnosti SOD je
definisana kao koli¢ina enzima koja inhibira redukciju NBT za 50% na 25 °C i 560 nm.
Aktivnost SOD izrazava se kao 1 Unit (U) SOD potreban za 50% inhibicije NBT

redukcije, a u ovoj disertaciji je izrazen kao broj U po mg proteina (U/mg proteina).

3.3.4. Odredivanje aktivnosti katalaze

Aktivnost katalaze (CAT) je odredena pra¢enjem razgradnje vodonik peroksida na
240 nm (ekstinkcioni koeficijent 39.4 mM™ cm™) tokom minute (Aebi, 1984). Radna
proba je dobijena meSanjem 1.9 mL 50 mM rastvora fosfatnog pufera, pH 7, 100 pL
ekstrakta enzima i 1.0 ml sveze napravljenog rastvora H,O,, koji se dobija rastvaranjem
0.17 mL 30% H,0O, u 50 mL 50 mM fosfatnog pufera, pH 7 i dodaje neposredno pred
merenje. Slepa proba je dobijena meSanjem 100 pL ekstrakta enzima i 2.9 mL 50 mM
rastvora fosfatnog pufera pH 7, kao reakcionog medijuma. Aktivnost katalaze je odredena
na osnovu smanjenja absorbancije H,O, u prisustvu ekstrakta enzima na 240 nm. Jedinica
aktivnosti katalaze (U/mg proteina) je ona koli¢ina enzima koja izaziva razgradnju 1

umol H,0, u minuti na 25 °C, izrazeno po miligramu proteina (specifi¢na aktivnost).

3.3.5. Odredivanje aktivnosti gvajakol-peroksidaze

Aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPx, EC 1.11.1.7) odredena je na osnovu
oksidacije gvajakola u tetragvajakol (ekstinkcioni koeficijent, ¢ = 26,6 mM ™' cm™') u toku
1 minuta (Polle i sar., 1994). Uzorak (10 pL) je dodat u radnu probu koja sadrzi 100 mM
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K-fofatni pufer (pH 7.0), 20.1 mM gvajakol i 10 mM H,O,. Promena absorbancije
merena je spektrofotometrijski na 436 nm. Aktivnost GPx izraZzena je brojem U (“unit®)
po miligramu proteina. Jedinica aktivnosti GPx je ona koli¢ina enzima koja izaziva

transformaciju 1 pmol gvajakola u toku 1 minuta na 25 °C.

3.3.6. Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze

Glutation-peroksidazna aktivnost (GSH-Px) je odredena pomoc¢u kumen-
hidroperoksida i GSH kao supstrata (Chiu i sar., 1976). Slepa i radna proba su dobijene
meSanjem 0.1 mL ekstrakta enzima i 0.7 mL 50 mM TRIS-pufera, pH 7.6 (koji sadrzi 1.3
mM EDTA). Posle 5 minuta inkubacije u slepu probu je dodato 0.1 mL 2mM GSH, a u
radnu probu 0.1 mL GSH i 0.1 mL kumen-hidroperoksida (0.005 mL kumen-
hidroperoksida u 10 mL TRIS-pufera pH 7.6). Nakon inkubacije na 37 °C od 10 minuta u
slepu i radnu probu je dodato 1.0 mL 20% trihlorsir¢etne kiseline, dok je samo u slepu
probu dodato 0.1 mL rastvora kumen-hidroperoksida. Zatim je smeSa centifugirana 15
minuta na 5000 g na 4 °C. Nakon toga je iz slepe i radne probe odmereno po 1.0 mL i
pomeSano sa 2.0 mL 0.4 M TRIS-pufera, pH 8.9 i 0.1 mL 10 mM rastvora 5,5 -ditio-bis-
2-nitrobenzoeve kiseline (DTNB) u metanolu. Aktivhost GSH-Px je odredena merenjem
promene absorbancije na 412 nm i izrazena kao U/mg proteina. Jedinica aktivnosti GSH-

Px je ona koli¢ina enzima koja izaziva oksidaciju 1 pmol GSH u toku 1 minuta na 25 °C.

3.3.7. Odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze

Aktivnost glutation-reduktaze (GR) je odredena pracenjem oksidacije NADPH na
340 nm (¢ = 6.22 mM™ cm™) tokom pet minuta (Halliwell i Foyer, 1978). Oksidacija
NADPH do NADP" je pracena padom apsorbance merene na 340 nm i direktno je
proporcionalna GR aktivnosti uzorka. Slepa proba je dobijena meSanjem 200 pL
ekstrakta enzima i 2.1 mL 0.24 M rastvora TRIS-pufera, pH 7.8 kao reakcionog
medijuma. Radna proba je dobijena meSanjem 2 ml 0.24 M rastvora TRIS-pufera pH 7.8,
200 pL ekstrakta enzima i 0.1 mL 12 mM rastvora GSSG. Na ovako pripremljene radne i
slepe probe posle inkubacije od 10 minuta na temperaturi od 37 °C je dodato 0.1 mL 4.8
mM rastvora NADPH i odmah potom zapoceto merenje promene apsorbancije na 340 nm
u toku 5 minuta. Jedinica aktivnosti GR (U/mg proteina) je ona koli¢ina enzima koja
izaziva razgradnju 1 pmol NADPH u periodu od 1 min na 25 °C, izrazeno po miligramu

proteina (specifi¢na aktivnost).
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3.3.8. Odredivanje aktivnosti askorbat-peroksidaze

Aktivnost askorbat-peroksidaze je odredena prema Nakano i Asada (1981)
primenom reakcione smeSe koja je sadrzavala 0.2 M Tris/HCI pufer (pH 7.8), 0.25 mM
askorbat, 0.5 mM H,0; i 20 pL ekstrakta enzima. H,O, zavisna oksidacija je pracena
smanjenjem apsorbance na 290 nm. Aktivnost ASC-Px je odredena pracenjem oksidacije
H,0, (ekstinkcioni koeficijent 2.8 M™* cm™) na 290 nm tokom pet minuta. Jedinica
aktivnosti askorbat-peroksidaze (U/mg proteina) je ona kolicina enzima koja izaziva

razgradnju 1 pmol H,O, u periodu od 1 min na 25 °C, izraZzeno po miligramu proteina.

3.3.9. Odredivanje kolicine redukovanog glutationa

Koli¢ina GSH merena je na osnovu bojene reakcije neproteinskih tiolnih (-SH)
grupa, u prisustvu DTNB (Sedlak i Lindsay, 1968). Absorbancija nastalog obojenog
proizvoda je oc€itana nakon 5 minuta spektrofotometrijski na 412 nm. Koli¢ina GSH
odredena je u radnim probama u odnosu na slepu probu. Svez biljni materijal (0.5 g)
homogenizovan je sa 4 mL 5% rastvora trihlorsiréetne kiseline (TCA) i centrifugiran 10
minuta na 3500 g. Supernatant (0.1 mL) je dodat u reakcioni medijum koji je sadrzavao
2.0 mL 0.4 M TRIS-HCI pufera pH 8.9, 0.9 mL H,O i 0.1 mL 6 mM rastvor DTNB u
metanolu. Koli¢ina GSH izrazen je brojem umol GSH/g sv. m. na osnovu kalibracione

krive.

3.3.10. Odredivanje kolcine malonildialdehida

Intenzitet LP odreduje se na osnovu koli¢ine malonildialdehida (MDA)
ekstrahovanog iz svezeg biljnog materijala pomocu smesSe tiobarbiturne (TBA) i
trihlorsir¢etne (TCA) kiseline (Heath i Packer, 1968). Svez biljni materijal (0.5 Q)
homogenizovan je sa 4.5 mL rastvora za ekstrakciju MDA (10 mL 10% perhlorne
kiseline zasiti se na hladno sa TBA i doda se 30 mL 20% TCA). Homogenat je zagrevan
20 minuta na 95 °C, ohladen i centrifugiran 10 minuta na 4000 g. Absorbanca je o¢itana
na 532 nm i 600 nm. Koli¢ina MDA se ra¢una na osnovu promene absorbancije u odnosu
na slepu probu (oduzimajuc¢i nespecificnu apsorbancu na 600 nm od absorbance na 532
nm) i pomoéu ekstinkcionog koeficijenta 155 mM ' cm™ . Intenzitet LP izraZen je brojem

nmol MDA/g sv. m.
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3.3.11. Odredivanje intenziteta oksidacije proteina

Intenzitet oksidacije proteina se odreduje na osnovu reakcije karbonilnih grupa sa
2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) kada nastaje zuto obojeni kondenzacioni proizvod sa
maksimumom apsorpcije na 370 nm (Levine i sar., 1990). Oksidativno modifikovani
proteini su odredeni iz puferskog ekstrakta. Na 900 pl uzorka dodato je 100 pl
streptomicin-sulfata (10% u 50 mM HEPES, pH=7.2). Reakciona smeSa je drzana u
frizideru 15 minuta, a zatim je talog odvojen centrifugiranjem (11000 g, 15 minuta).
Uzeto je 950 pL supernatanta i na njega je dodato 900 pL 20% TCA. Nakon
centrifugiranja (11000 g, 5 minuta), odbacen je supernatant, a na talog je dodat 1 mL 10
mM DNPH rastvorenog u 2 M HCI. Reakciona smeSa je inkubirana 1h na sobnoj
temperaturi u mraku uz povremeno energi¢no mesanje (vortex). Nakon toga su proteini
istalozeni sa 900 pL 20% TCA i talog je odvojen centrifugiranjem (4000 g, 5 minuta).
Supernatant je uklonjen, a talog ispran 3 puta sa 1 mL smeSe etanol:etilacetat, 1:1 (v:v) i
odvojen centrifugiranjem od rastvora. Na talog je na kraju dodato 1200 pL gvanidina (6
M u 20 mM KH,PQO,, pH 2.3), i ostavljen je da se rastvori na vodenom kupatilu (15 min,
37 °C). Posle centrifugiranja (1 minut), supernatant je razblazen sa 1.5 mL fosfatnog
pufera (pH 2.3), a sadrzaj karbonila odreden je merenjem absorbancija na 370 nm i
primenom ekstinkcionog koeficijenta za alifaticne hidrazone (22000 m? Cm'l). Ukupna

koli¢ina karbonil-grupa izrazena je u nmol/mg proteina.

3.3.12. Odredivanje kolicine vodonik peroksida

Koli¢ina H,0O, odredena je po FOX metodi Wolff-a (1994). Metoda se zashiva na
reakciji sorbitola i peroksida u kojoj sorbitol prevodi vodorastvorne perokside iz uzorka u
peroksil radikale, koji oksiduju Fe** u Fe*". Potom Fe* reaguje sa ksilenol-oranzom u
kiseloj sredini i stvara se obojeni proizvod ¢ija se absorbanca meri na 560 nm. Metoda je
izuzetno osetljiva i koristi se za odredivanje vodorastvornih hidroperoksida. Radna proba
sadrzi 750 pL razblaZzenog puferskog ekstrakta i 750 puL FOX reagensa (250 uM gvozde
amonijum sulfat, 100 mM sorbitol i 100 puM ksilenol orandz i 25 mM H,SO,). U
korekcije se ne dodaje gvozde amonijum sulfat i radi se zbog gvozda iz uzorka.
Apsorbanca se o€itava nakon 45 minuta. Sadrzaj peroksida u uzorku se odreduje na
osnovu kalibracione krive sa H,O, u opsegu koncentracija od do i izrazen je brojem umol

H,0./g sv. m.
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3.3.13. ESR spektroskopsko odredivanje hidroksil-radikala

Antiradikalska aktivnost ekstrakata odredena je i elektron-spin rezonantnom (ESR)
spektroskopijom. Elektron-spin rezonancija je spektroskopska metoda koja se zasniva na
rezonantnoj apsorpciji elektromagnetnog zracenja od strane nesparenih elektrona u
homogenom magnetnom polju. ESR spektroskopijom se mogu detektovati koncentracije
slobodnih radikala nize od 10 M, pod uslovom da su radikali stabilni u ispitivanom
sistemu onoliko vremena koliko je potrebno da se detektuju (Canadanovié-Brunet, 1998).
Homogeno magnetno polje promenljive jacine se proizvodi elektromagnetom sa precizno

izradenim polovima. Blok Sema ESR spektrometra prikazana je na Slici 3.4.

, Detektorski Fazno osetljivi >
Klistron kristal detektor ‘/V

Modulacioni ESR signal
Rezonator kalem Kiveta

Sistem za
modulaciju

Magneti

Slika 3.4. Blok Sema ESR spektrometra

Za analizu nestabilnih hidroksil, alkoksi 1 peroksi radikala najces¢e se primenjuje
metoda hvatanja radikala, tzv. “spin-trapping” metoda. Hidroksil radikali, nastali u
ispitivanim reakcionim sistemima, su kratkog vremena Zivota (<< 1 ms) i male
koncentracije (< 107 M). U sistemu sa reaktivnim radikalima dodaju se jedinjenja
poznata kao “spin-trap”-ovi (hvatac¢i) radikala. Na taj nacin nastaju relativno stabilni
“spin-adukti”, pogodni za detekciju ESR spektroskopijom. U ovom radu korisc¢en je 5,5-
dimetil-1-pirolin-N-oksid (DMPQO) u funkciji “spin-trap-a”. Stabilni nitroksil-radikali
(DMPO-OH spin-adukti) nastaju slede¢om reakcijom DMPO i "OH:
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DMPO DMPO-OH SPIN ADUKT

Slika 3.5. Reakcija nastajanja DMPO-OH spin adukta

ESR ispitivanje ekstrakata topole vrSeno je u Fentonovom model sistemu koji je
dobijen meSanjem 0.5 mL 10 mM FeCl;, 0.5 mL 10 mM H,0, i 0.5 mL 0.3 M DMPO.
Radna proba je dobijena tako $to je u Fentonov model sistem dodato 0.1 mL uzorka.
Snimanje spektara vrSeno je 5 minuta nakon dobijanja smeSe. Za ESR analizu kori$¢eni
su fosfatno-puferski ekstrakti lista topole.

ESR spektri su snimljeni nakon meSanja i prenoenja u Bruker ER-160FC kvarcnu
Kivetu za vodene rastvore, na ESR spektrometru Bruker 300E (Rheinstetten, Germany),
pri slede¢im uslovima: frekvencija modulacije 100 kHz, amplituda modulacije 0.222 G,
vremenska konstanta 81.92 ms, vremenski opseg merenja 335.544 s, centar polja 3480.00
G, ukupan opseg merenja 100.00 G, frekvencija mikrotalasnog podrucja 9.64 GHz, jacina
struje 5.00 x 10°, snaga mikrotalasnog podrucja 20 mW, temperatura merenja 23 °C. Na
Slici 3.6. prikazan je ESR spektar hidroksil radikala u Fentonovom model sistemu u
prisustvu DMPO kao ,,spin-trapa“ (slepa proba). Hiperfina struktura spektra predstavljena
je sa cetiri linije, relativnog odnosa intenziteta 1:2:2:1 i istih konstanti cepanja za jedan

YN-atom (1=1) an=14.9 G, i jedan *H-atom (I=1/2) ay"=14.9 G.
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Slika 3.6. ESR spektar hidroksil-radikala u Fentonovom model sistemu u prisustvu
DMPO kao ,,spin-trapa“ (slepa proba).

Antiradikalska aktivnost (AA.on) na hidroksil radikal je definisana kao:
AA.on = (ho — hy)/hpx100 (%)

gde je: hy — visina drugog pika ESR signala slepe probe;

hx— visina drugog pika ESR signala radne probe (uzorka)

Smanjenje intenziteta signala radne probe u odnosu na slepu probu predstavlja
antiradikalsku aktivnost radne probe, medutim rezultati u ovoj disertaciji su izrazeni kao
promene relativnog intenziteta (RI) signala topole tretirane PEG-om i uporedeni su sa
kontrolom.

Promena RI (i %) =100 (thopole izloZene vodnom stresu ~ RI kontrole)/RI kontrole

3.3.14. Odredivanje pigmenata

Odredivanje koncentracije pigmenata hloroplasta vrSeno je merenjem apsorbance
pri odgovaraju¢im talasnim duzinama (662, 644 i 440 nm) Cistog acetonskog ekstrakta
suvog biljnog materijala koncentracije 0.02 g/mL (Wellburn, 1994). Svakoj vrsti
pigmenata u acetonskom ekstraktu odgovaraju specifi¢ni molarni apsorpcioni koeficijenti
(Holm, 1954; Wettstein, 1975). Koncentracije pigmenata su odredene na osnovu slede¢ih
obrazaca:

c Chla=9.784 - Ags2 - 0.990 - Agss
¢ Chlb = 21.426 - Agas - 4.650 - Ags2
c Car =4.695 - Ay - 0.268 - (c Chla + ¢ Chlb)
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3.3.15. Odredivanje prolina

Sadrzaj slobodnog prolina u listovima topole odreden je spektrofotometrijski,
metodom prema Bates i sar. (1973), koja se zasniva na reakciji prolina i ninhidrina. Sitno
narezan biljni materijal (oko 0.25 g) usitnjen je do finog praha u porculanskom avanu
(koristenjem te¢nog azota) i ekstrahovan sa 5 ml hladne 3%-tne (w/v) sulfosalicilne
kiseline za taloZenje proteina, uz dodatak kvarcnog peska. Nakon centrifugiranja (15
minuta na 3500 g) na 2 mL odvojenog supernatanta dodano je 2 mL glacijalne siréetne
kiseline i 2 mL svezZe pripremljenog kiselog ninhidrinskog reagensa (1.25 g ninhidrina
rastvori se u 30 mL glacijalne sir¢etne kiseline i 20 mL 6M ortofosforne kiseline uz
lagano zagrevanje). Ovako pripremljeni uzorak se inkubira 1h na kljucalom vodenom
kupatilu prilikom ¢ega nastaje obojeni kompleks. Reakcija se zaustavlja premestanjem
uzorka u ledeno kupatilo, nakon ¢ega se dodaje 4 ml toluena. MeSanjem na vorteksu 15 -
20 sekundi nastali obojeni kompleks rastvoren je u toluenu. Nakon prilagodavanja sobnoj
temperaturi toluenski sloj s prolinom odvojen je u staklenu kivetu i spektrofotometrijski
je merena apsorbancija pri talasnoj duzini od 520 nm. Kao slepa proba koris¢en je ¢ist
toluen. Koncentracija prolina ekstrahovanog iz tkiva se racuna iz standardne krive
pripremljene s poznatim koncentracijama L-prolina (0 - 800 puM), na isti nadin kao

uzorak. Konacni sadrzaj prolina izraZen je kao umol po gramu sveze materije.

3.3.16. Odredivanje aktivnosti prolin-dehidrogenaze

Aktivnost prolin-dehidrogenaze (PDH) odredena je metodom Rena i Splittstoesser
(1975). Svez biljni materijal (0.5 g) je usitnjen i u avanu ekstrahovan sa 1.5 mL fosfatnog
pufera 0.1 M Na;HPO, (pH 8.0) koji sadrzi 0.1 mM cistein i 0.1 mM EDTA. Ekstrakt je
centrifugiran 10 minuta na 15000 g na 4 °C i supernatant je do analize ¢uvan na -70 °C.
Pripremljen ekstrakt je pomeSan sa Na,CO3-NaHCO; puferom koji sadrzi 10 mM NAD i
20 mM prolin 1 PDH zavisna NAD redukcija je pracena na 340 nm tokom tri minuta.
Izratunavanje je vr$eno pomoéu ekstinkcionog faktora za NADH (6220 M~'cm™).
Jedinica aktivnosti PDH je definisana kao koli¢ina enzima koja katalizuje formiranje 1

umol NADH u periodu od 1 min na 25 °C po mg proteina i izrazena je u U/mg proteina.

3.3.17. Odredivanje glicin-betaina

Odredivanje glicin-betaina (GB) je uradeno po metodi Grieve i Grattan (1983). Suv
biljni materijal (1 g) je mehanicki mesan sa 20 mL dejonizovane vode tokom 24h na
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sobnoj temperaturi. Potom su uzorci profiltrirani i filtrati su razblaZzeni (1:1) sa 1M
H,SO,. Alikvot (0.5 mL) je prenesen na led i drZzan tokom 1h. Potom je dodat KI-I
reagens, promesan i ostavljen da stoji 16h na temperature od 4 °C. Nakon centrifugiranja
na 10000 g tokom 15 minuta na 0 °C, supernatant je pazljivo usisan sa pipetom, a
trijodidni kristali su rastvoreni u 9 mL 1,2-dihloretana. Apsorbanca je merena na 365 nm.
Sadrzaj GB je odreden na osnovu kalibracione krive GB (50-200 mg/mL) pripremljenog

u 0.5M H,S0O, i izrazen kao umol po gramu sveze materije.

3.3.18. Merenja fluorescentnim mikroskopom

Merenja fluorescencije su vrSena na mikroskopu Zeiss Axiovert 200M (Carl Zeiss,
Jena, Germany) snabdevenim sa odgovaraju¢im filterima i kamerom visoke rezolucije
(Axiocam HR, HQ CCD). Intenzitet fluorescencije analiziran je u softverskom programu
Axiovision Rel. 4.8, (Carl Zeiss Pty. Ltd.). Intenzitet svakog parametra je izrazen u
relativnim jedinicama intenziteta piksela. Najmanje 10 ponavljanja merenja je uradeno za

svaki tretman.

3.3.18. 1. Odredivanje nivoa ukupnih unutaréelijskih ROS

Za  detekciju  ukupnih  unutarcelijskih  ROS  koris¢en je  2°-7’-
dihlorodihidrofluorescein diacetat (DCFH-DA) po metodi Pet6 i saradnika (2013). Uzorci
lista iz kulture tkiva su inkubirani 15 minuta u prisustvu DCFH-DA na 37 °C. Nakon
tretmana boja je uklonjena ispiranjem segmenta lista sa 2-(N-morfolino)etansulfonska
kiselina (MES) puferom 4 puta. Uzorci su postavljeni na predmetno staklo, prekriveni sa

MES puferom i pokrovnim stakalcem.

3.3.18.2. Odredivanje nivoa NO

Za detekciju nivoa NO kori$¢ena je NO specifi¢na fluorescentna boja 4-amino-5-
metilamino-2’, 7-difluorofluorescein diacetat (DAF-FM DA) (Kolbert i sar., 2012).
Uzoreci lista iz kulture tkiva su inkubirani sat vremena u prisustvu DAF-FM DA na 25 °C.
Nakon tretmana boja je uklonjena ispiranjem segmenta lista sa MES puferom 4 puta.
Uzorci su postavljeni na predmetno staklo, prekriveni sa MES puferom i pokrovnim

stakalcem.
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3.3.18.3. Odredivanje nivoa ONOO~

Peroksinitrit (ONOQO") je detektovan pomocu 3’-(p-aminofenil) fluoresceina (APF)
(Corpas i sar., 2009). Uzorci lista iz kulture tkiva su inkubirani sat vremena na 25 °C, u
mraku, u prisustvu 10 uM rastvora APF pripremljenog u 10 mM Tris-HCI puferu (pH
7.4). Potom su uzorci isprani dva puta sa istim Tris-HCI puferom u trajanju od 20 minuta

I postavljeni na predmetno staklo.

3.3.18.4. Odredivanje vijabilnosti ¢elija FDA metodom

Fluorescein diacetat (FDA) je koriS¢en za odredivanje ¢elijske vijabilnosti (Lehotai
i sar., 2011). Uzorci lista iz kulture tkiva su inkubirani pola sata na 25 °C u prisustvu 10
uM rastvora FDA pripremljenog u 1 mM MES/KCI puferu (pH 6.15). Potom su uzorci
isprani Cetiri puta sa istim MES/KCI puferom u trajanju od 15 minuta i postavljeni na

predmetno staklo, prekriveni sa MES puferom i pokrovnim stakalcem.

3.3.19 .. HPLC analiza fenolnih komponenti topole

Sadrzaj fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima kontrolnih i tretiranih uzoraka
lista i korena odabranih klonova topole odreden je tehnikom te¢ne hromatografije visoke
rezolucije (HPLC- eng. High Performance Liquid Chromatography) po metodi
Canadanovi¢-Brunet i saradnika (2013) uz neke proceduralne razlike. Izmereno je 0.1 g
samlevenog uzorka lista ili korena topole na analitickoj vagi i ekstrahovano sa 10 mL
50% MeOH na ultrazvu¢nom kupatilu 30 minuta. Nakon maceracije od 24h ekstrakt je
ostavljen jo$ pola sata u utrazvuénom kupatilu. Ekstrakt je odvojen filtriranjem kroz
kvalitativni filter papir (Whatman No 41) i uparen na rotacionom vakum uparivacu na
temperaturi nizoj od 30 °C. Suvi ostatak je rastvoren u 50% MeOH (HPLC stepena
¢isto¢e) u vodi koriS¢enjem ultrazvucnog kupatila i filtriran kroz membranske filtre
veli¢ine 0.45 um (Millipore, Bedford, MA) pre analize. Kvantifikacija polifenolnih
jedinjenja izvrSena je na HPLC aparatu Shimadzu koji sadrzi LC-20AT binarnu pumpu,
CTO-20A termostat i SIL-20A autosampler (automatski dozator) povezan sa SPD-20AV
UV/Vis detector (Shimadzu, Kyoto, Japan). Hromatogrami su snimljeni na razli¢itim
talasnim duzinama za razli¢ita jedninjenja: 253 nm za salicin, 280 nm za
hidroksibenzoevu kiselinu, katehin, epikatehin, hrisin i elagnu kiselina, 300 nm za
salicilnu kiselinu, 320 nm za hidroksicimetnu kiselinu i 360 nm za flavonoide.

Razdvajanje je izvrSeno na Luna C-18 RP koloni, 5 um, 250 x 4.6 mm (Phenomenex,
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Torrance, CA, USA) sa C18 pretkolonom, 4 x 30 mm (Phenomenex, Torrance, CA,
USA). Dve mobilne faze, A (acetonitril) 1 B (1% mravlja kiselina) su koriS¢ene pri
protoku od 1 ml/min i primenom sledeceg gradijenta: 0 - 10 min od 10 do 25% A; 10 - 20
min linearan porast do 60% A, i od 20 min do 30 min linearan porast do 70% A. Kolona
je uravnoteZena na pocetne uslove, 10% A, 10 min uz dodatnih 5 min za stabilizaciju.
Standardi polifenolnih jedinjenja i uzorci su rastvarani/ekstrahovani u 50% metanolu.
Identifikacija i kvantifikacija dobijenih pikova izvrsena je sa LC Solution Software

(Shimadzu, Kyoto, Japan). Sve analize su izvrSene u tri ponavljanja.

3.3.20. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Ukupni fenoli u ekstraktima su odredeni na osnovu reakcije fenola sa Folin-
Ciocalteu-ovim reagensom (Ainsworth i Gillespie, 2000). Ovaj test je zasnovan na
transferu elektrona u baznoj sredini sa fenolnog jedinjenja na kompleks
fosformolibdenove i fosforvolframove kiseline, Cija se apsorbanca meri na 765 nm. Tada
se razvija boja koja nastaje kao posledica redukcije kompleksa fosformolibdenove i
fosforvolframove kiseline kada nastaju hromogeni u kojima metali imaju nizu valencu. U
1 ml folinovog reagensa (5%) dodato je 100 ul uzorka. Reakcioni medijum je dobro
promesan (vortex), ostavljen da stoji 5 minuta i zatim je dodato 0.8 ml 700 mM rastvora
Na,COs. Nakon 2 sata je izmerena absorbancija na 765 nm. IzraCunavanje je izvrSeno na
osnovu standardne krive (+)-galne kiseline, a rezultati izrazeni kao mg EGK/g suvog

materijala.

3.3.21. Odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida

Sadrzaj flavonoida odreden je po spektrofotometrijskoj metodi Chang-a i saradnika
(2002) koja se zasniva na osobini da flavonoidi i flavonglikozidi daju sa metalima
odgovarajuce metalokomplekse. Narocito je znacajan Al-kompleks (Slika 3.7), jer se Al

vezuje za ukupne flavonoide pa se sumarni apsorpcioni maksimum lako odreduje.
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Kvercetin

Slika 3.7. Nastajanje obojenog kompleksa AI** jona i flavonoida.

Metanolni biljni ekstrakt (0.2 mL) je pomeSan sa 0.8 mL metanola, 0.1 mL 0.83 M
AICI; reagensa, 0.1 mL 0.1 M Na-acetata i 1.8 mL destilovane vode. Apsorbanca
reakcione smeSe je oCitana nakon 30 minuta na 415 nm. IzraCunavanje je izvrSeno na
osnovu standardne krive (+)-kvercetina, a rezultati izrazeni kao mg ekvivalenata

kvercetina po gramu suvog materijala.

3.3.22. Odredivanje sadrzaja ukupnih  kondenzovanih  tanina ili
proantocijanidina

Proantocijanidini su odredeni butanol-HCI metodom po Vermerrisu i Nicholsonu
(2006) iz acetonskih ekstrakata dobijenih ekstrakcijom 0.1 g suvog materijala sa 10 mL
acetonskog vodenog rastvora (70/30, V/V). Reakcioni medijum radne probe ¢inio je 0.5
mL ekstrakta, 3 mL butanol-HCI reagensa (95:5, V/V) i 0.1 mL 2%-nog feri reagensa
(2% gvozde amonijum sulfat u 2 M HCI). SmeSa se izmeSa na vorteksu i inkubira se na
95 °C, 50 minuta. Nakon hladenja se apsorbanca ocitava na 550 nm u odnosu na slepu
probu koja sadrzi samo rastvara¢ umesto ekstrakta. Korekcija je ista kao radna proba
samo §to se ne zagreva, ve¢ se odmah ocitava apsorbanca. Tretman sa butanol-HCI
reagensom rezultuje u kiseloj konverziji leukoantocijanidina i proantocijanidina do
cijanidina, ¢iji je maksimum na 550 nm u butanolu. SadrZaj proantocijanidina je izrazen

kao mg cijanidina/100 g suvog materijala koriste¢i molarni ekstinkcioni koeficijent

cijanidina (¢ = 34700 M* cm™) i molarnu masu cijanidina 287.24 g/mol.

3.3.23. Odredivanje PAL

Aktivnost fenilalaninamonijum-lijaze (PAL; EC. 4.3.1.5) odredena je po metodi
Gerasimova 1 sar. (2005). PAL aktivnost je odredena spektrofotometrijski (290 nm)

formiranjem trans-cimetne kiseline. SadrZaj reakcione epruvete je 1 mL ekstrakta, 1 mL
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0.1 M boratnog pufera (pH 8.8) i 1 mL 60 mM L-fenilalanina. Sme$a je inkubirana na 37
°C tokom 1 h. U kontrolu je umesto uzorka stavljen boratni pufer. Reakcija je stopirana
dodatkom 0.5 mL 1 M trihlorsiréetne kiseline. Koli¢ina nastale cimetne kiseline (Cin)
izraCunata je na osnovu kalibracione krive. Jedinica aktivnosti PAL (U/mg proteina) je

ona koli¢ina enzima koja izaziva nastajanje 1 umol Cin u toku 1 minuta na 37 °C.

3.3.24. Odredivanje PPO

Polifenol-oksidaza (PPO; EC 1.14.18.1) je odedena u 3 mL reakcione smeSe koja
sadrzi 50 mM kalijum fosfatni pufer (pH 6.5), 0.17 mM L-3,4-dihidroksifenilalanin (L-
DOPA), 0.07mM L-askorbinsku kiselinu, 0.065mM EDTA i 0.1 mL enzimskog
ekstrakta (Marumo i Waite, 1986). Nakon inkubacije na 25 °C promena absorbance na
265 nm je snimana tokom 5 min. Aktivnost je izraCunata pomoc¢u molarnog ekstinkcionog
koeficijent L-DOPA (¢ = 15000 M™ cm™). Jedinica aktivnosti PPO je definisana kao
koli¢ina enzima koja katalizuje oksidaciju 1 pmol L-DOPA u periodu od 1 min na 25 °C

po mg proteina i izrazena je u U/mg proteina.

3.3.25. Odredivanje skevindzer aktivnosti ekstrakata DPPH-metodom

Skevindzer aktivnost ekstrakta odredena je DPPH metodom spektrofotometrijski
tako Sto je pracen nestanak ljubicaste boje na 515 nm (Sanchez-Moreno i sar., 1998, sa
modifikacijama). Ovom metodom utvrduje se kapacitet hvatanja 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil radikala (DPPH).

Osnovni rastvor DPPH reagensa (0.4 mM) napravljen je rastvaranjem u
ultrazvu¢nom kupatilu 0.0157 g ¢vrste supstance u 100 mL 96% EtOH. Na dan merenja,
pravljen je radni rastvor (0.09 mM) koji se dobija meSanjem 22.5 mL osnovnog rastvora
sa MeOH u sudu od 100 mL. Radne probe su pravljene meSanjem 2 mL DPPH rastvora
sa 10 pL — 50 pL ekstrakata. Za svaki ekstrakt je merena korekcija, koja predstavlja
apsorbancu samog uzorka rastvorenog u 2 mL rastvaraca (MeOH). Svi uzorci su posle
snaznog mesanja ostavljeni da se inkubiraju 30 min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su
apsorbance ocitane na 515 nm. Skevindzer aktivnost ekstrakta (RSC) proporcionalna je
promeni absorbancije, a izraZzena je u procentima u odnosu na kontrolu. Kapacitet
»hvatanja“ slobodnih (DPPH) radikala (RSC, radical scavenging capacity) ekstrakata
razlicitih koncentracija (RSCpppy) je racunat na osnovu sledece jednacine, gde je Axon

apsorbancija kontrolne, a A, apsorbancija slepe probe:
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RSCppphe (%) = (1 - A/(Akon - Asp)) X 100%

Na osnovu RSCpppye vrednosti odredene su ICsy vrednosti (koncentracija pri kojoj
je neutralisano 50% radikala) oCitavanjem sa odgovarajuceg grafika (funkcija RSCpppye®
(%) u zavisnosti od radne koncentracije), a rezultat je izrazen pomoc¢u ARP vrednosti koja
predstavlja reciproénu ICsp vrednost i KkoriS¢ena je za prikazivanje antiradikalske

aktivnosti ekstrakta.

3.3.26. Odredivanje ukupne antioksidantne aktivnosti FRAP metodom

U cilju dobijanja potpunije informacije o antioksidantnim svojstvima ispitivanih
klonova, u radu je testirana i ukupna antioksidantna aktivnost metodom FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power Assay), (Benzie i Strain, 1999). Ovo je spektrofotometrijska
metoda zasnovana na reakciji redukcije Fe** u Fe?*, pod uticajem biljnog ekstrakta.

FRAP reagens je dobijen meSanjem tri rastvora, A, B i C u odnosu 10:1:1. Rastvor
A je predstavljao 300 mM acetatni pufer pH 3.6; rastvor B, 10 mM 2,4,5-tripiridil-s-
triazin (TPTZ) u 40 mM HCI i rastvor C, 20 mM FeCl;. U 1.7 mL FRAP reagensa je
dodato 10 pL uzorka. Svi antioksidanti prisutni u ekstraktu koji imaju dovoljno nizak
redoks potencijal redukuju Fe**. Fero-joni, nastali na ovaj na&in, grade sa prisutnim
ligandom plavo obojeni kompleks, Fe**-TPTZ (gvozde-tripiridiltriazin).

Plava boja se ocitava nakon 10 minuta na 593 nm u odnosu na destilovanu vodu.
Rezultat se izraCunava na osnovu Standardne Kkalibracione krive sa askorbinskom
kiselinom i izraZzava se kao ekvivalenti askorbinske kiseline po gramu suve mase (mg
EAK/gs.m.).

3.3.27. Odredivanje O, ~ skevindZer aktivnost

Kapacitet ,,hvatanja“ superoksid anjon radikala ispitivanih ekstrakata odreden je po
istom principu kao $to se odreduje aktivnost enzima superoksid-dismutaze (Poglavlje
3.3.2) samo §to se u ovom slucaju koriste metanolni ekstrakti umesto puferskih ekstrakta
(Giannopolitis i Ries, 1977).

Skevindzer aktivnost ekstrakta (RSC) proporcionalna je promeni absorbancije, a
izraZena je u procentima u odnosu na slepu probu. Kapacitet ,,hvatanja“ O, ekstrakata je
ratunat na osnovu slede¢e jednacine, gde je Awon apsorbancija kontrolne, a As,
apsorbancija slepe probe:

RSCsoa (%) = (1 - A/(Axon - Asp)) X 100%
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Na osnovu RSCgpa vrednosti odredene su ICsq vrednosti (koncentracija pri kojoj je
neutralisano 50% radikala) o¢itavanjem sa odgovarajuceg grafika (funkcija RSCsoa (%) U
zavisnosti od radne koncentracije), a rezultat je izrazen pomoc¢u ARP vrednosti koja
predstavlja reciproénu ICsy vrednost i koriS¢ena je za prikazivanje antiradikalske

aktivnosti ekstrakta.

3.3.28. Statisticka obrada podataka

Svi dobijeni rezultati predstavljeni su kao aritmeticka sredina + SE (standardna
greSka). Statisticka znacajnost razlika izmedu srednjih vrednosti merenja utvrdene su
pomocu softvera STATISTICA for WINDOWS version 13, StatSoft Inc (Dell Statistica)
(ANOVA, Dunkun-test, za nivo znacajnosti p < 0,05). Regresiona analiza uradena je u
istom programu. Koeficijenti korelacija (r) su odredeni izmedu razli¢itih parametara
koris¢enjem srednjih vrednosti. Analiza glavnih komponenata (Principal component
analysis-PCA) primenjena na normalizovane rezultate, izvrSena je kori$¢enjem istog

programa.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Biohemijski odgovor kulture tkiva topole klona M-1 na vodni stres
izazvan sa PEG 6000

oslednjih godina javilo se veliko interesovanje za studije u in vitro kulturi tkiva,

jer je na ovaj nafin omoguceno proucavanje mnogih biljnih fizioloskih i

biohemijskih osobina i geneti¢kih procesa u kontrolisanom okruzenju u kratkom
vremenskom periodu. Mnogi selekcionari uz pomo¢ in vitro kulture traze odgovarajuce
indikatore za skrining za toleranciju na suSu (Hasheminasab i sar., 2014). Za simulaciju
vodnog stresa u in vitro kulturi se pored manitola najc¢esce koristi polietilen glikol (PEG).
Zbog svojih osobina opisanih u Poglavlju 2.1, PEG 6000 je koris¢en u mnogim
istrazivanjima za snizavanje vodnog potencijala medijuma u kulturi tkiva (Abouzaid i
sar., 2016; El Rabey i sar., 2015; Manoj i Uday, 2005; Rao i Jabeen, 2013; Tsago i sar.,
2013).

Do sada je dobro proucen biohemijski odgovor vrste Arabidopsis thaliana na
razli¢ite vrste abiotickog stresa (Obata i Fernie, 2012). Rezultati dobijeni u ovim
istrazivanjima ukazuju na mnoge metabolicke promene u biljkama u uslovima abiotickog
stresa, koje nastaju usled inhibicije enzima, nedostatka supstrata, povecanih zahteva
biljke ka specificnim jedinjenjima ili kombinacijom svih ovih faktora. Stoga,
metabolizam biljaka prolazi kroz razne promene kako bi se u izmenjenim uslovima
sredine odrzale reakcije primarnog metabolizma i biljka Sto bolje prilagodila. Odredivanje
kljucnih metabolita, enzimskih markera i odgovaraju¢ih gena kod kojih dolazi do
znacajnih promena u uslovima stresa omogucuje rasvetljavanje mehanizama otpornosti
biljaka. In vitro kultura ¢elija i1 kultura tkiva mogu posluziti kao korisno sredstvo za
proucavanje razliCitih mehanizama tolerancije na stres s obzirom da dozvoljavaju
relativno brz odgovor, kratko vreme regeneracije, kontrolisanje uslova spoljasnje sredine,
Sto je posebno znacajno kod drvenastih vrsta koje imaju duge reproduktivne cikluse. lako
je odgovor na vodni stres proucavan ranije kod vrsta Populus euphratica, Populus
deltoides i Populus euroamericana (Gebre i sar., 1994; Watanabe i sar., 2000; Guerrier i
sar., 2000), ekonomski najvaznija hibridna topola u Panonskom regionu, klon M-1, do
sad nije ispitana. U skladu sa navedenim, u okviru ove teze ispitan je odgovor crne
hibridne topole (Populus deltoides x Populus nigra; M-1 klon) u in vitro kulturi tkiva na

vodni stres izazvan sa PEG 6000. Klon M-1 se izdvojio po superiornom regenerativnom
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potencijalu, pa su odsecci listova in vitro regenerisanih biljaka ovog klona koris¢eni kao
izvor eksplantata. Antioksidantni status ispitan je kroz klju¢ne antioksidantne enzime
SOD, CAT, GPx, GSH-Px, GR, koli¢inu glutationa, sadrzaj ukupnih fenola, enzima PAL,
PPO, antioksidantnog kapaciteta (DPPH i FRAP test), koli¢ine RNOS, vijabilnosti ¢elije,
parametre oksidativnog stresa (koli¢ina H,O,, MDA i sadrZaj oksidovanih proteina),
zatim parametre osmotskog stresa GB, prolin i enzim prolin-dehidrogenaza (PDH).
Uzimajuéi u obzir dobijene rezultate, primenom regresione analize izraCunati su

korelacioni faktori izmedu odredivanih parametara (Tabela 4.1) sa znacajnosti p < 0.01.

4.1.1. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost
antioksidantnih enzima

Na Slikama 4.1 i 4.2 prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost antioksidantnih enzima i koli¢inu glutationa u listu
kulture tkiva klona topole M-1. U kontroli aktivnosti enzima su iznosile: 32.37 U/mg
proteina za SOD, 12.46 U/mg proteina za GPx; 38.0 mU/mg proteina za CAT; 0.027
U/mg proteina za GR; 0.046 U/mg proteina za GSH-Px i 0.716 pmol/g sveze mase
(sv.m.) za koli¢inu glutationa. Najvece i statisti¢ki znacajne promene su zabeleZene pod
uticajem 200 mOsm stresa kod aktivnosti SOD (51.5 U/mg proteina, za 59.1% veéa u
odnosu na kontrolu), GPx (22.29 U/mg proteina, za 78.8% veca u odnosu na kontrolu) 1
GSH-Px (0.12 U/mg proteina, za 152.8% veca u odnosu na kontrolu). Manja, ali
statisticki znacajna povecanja aktivnosti CAT i GSH-Px utvrdena su pod uticajem 100
mOsm stresa, kao 1 smanjenje aktivnosti GR za 25.5% u odnosu na kontrolu. Koli¢ina
glutationa se statisti¢ki znac¢ajno smanjila u odnosu na kontrolu kod tretmana 100 mOsm
(za 57.8%).
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Slika 4.1. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost superoksid-

dismutaze (a), gvajakol-peroksidaze (b) i katalaze (c)
Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisti¢ki se znaéajno razlikuju (p < 0.05)
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Slika 4.2. Uticaj vodnog stresa stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost
glutation-reduktaze (a), glutation-peroksidaze (b) i koli¢inu GSH (c)

Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

4.1.2. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj fenola i
antioksidantnu aktivnost ekstrakata

Rezultati ispitivanja aktivnosti PAL i PPO kao i ukupnog sadrZaja fenola dati su na
Slici 4.3. U kontroli aktivnosti enzima su iznosile: PAL 0.195 U/mg proteina i PPO 42.47
U/mg proteina, dok je sadrzaj ukupnih fenola iznosio 1.83 mg ekvivalenata galne
kiseline/g sveZze mase (EGA/g sv.m.). Pod uticajem 200 mOsm stresa TPC i PAL su
statisticki znacajno opali, za 54.1% 1 47.5% redom. Aktivnost PPO se nije statisticki

znac¢ajno menjala pri tretmanima u odnosu na kontrolu.
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Slika 4.3. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost fenilalanin-
amonijumlijaze (a), polifenol-oksidaze (b) i sadrzaj ukupnih fenola (c)
Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na antioksidantnu aktivnost,

redukcioni potencijal i ¢elijsku vijabilnost prikazani su na Slici 4.4.
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Slika 4.4. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na DPPH antioksidantnu
aktivnost (a), FRAP vrednost (b) i ¢elijsku vijabilnost (c)

Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Antioksidantna aktivnost izraZzena je pomo¢u ARP vrednosti koja predstavlja
reciprocnu vrednost ICsy vrednosti i koriS¢ena je za prikazivanje DPPH antiradikalske
aktivnosti ekstrakta. Redukcioni potencijal odreden je FRAP testom i izrazen je u mg
ekvivalenata askorbinske kiseline/g suve mase (EAA/g s.m.) U kontroli su zabeleZene
slede¢e vrednosti: 149.2 DPPH ARP, 9.95 mg EAA/g s.m. dok je ¢elijska vijabilnost
iznosila 1974.2. Pri 200 mOsm stresu antioksidantna aktivnost ekstrakta je opala za
25.5% (FRAP vrednost) i 30.2% (DPPH ARP). Takode, sa stresom vijabilnost ¢elija je
opadala (pri 200 mOsm za 71.7%).

4.1.3. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj RNOS i
parametre oksidativnog stresa

Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na nivo reaktivnih azotnih (NO" i
ONOO ) i kiseoni¢nih (ROS) vrsta u listu iz kulture tktiva topole M-1 odreden je
fluorescentnom detekcijom pomocu fluorescentnog mikroskopa i rezultati su prikazani na
Slici 4.5. Kako bi rezultati snimljenih slika na mikroskopu (Slika 4.6) bili statisti¢ki
obradivi i uporedivi, pomoc¢u programa je izracunat intenzitet fluorescencije, odnosno
broj piksela boje po slici. Dobijeni rezultati predstavljaju prosecnu vrednost nakon obrade

15 slika po svakom prosecnom uzorku.

71



RuZica Zdero Pavlovié Doktorska disertacija

a c
1.000 - 00 1.000 ;00 0o
m100a _ 2100 1.500 12100 a
© —
= 800 -| m200 2 800 - M200 b % =200 .
(5] ~ o |
2 600 - 0T 600 1 21000 | b
o o b % o 8 5
=8 400 - O 400 - X 2
g 5 5 500 -
c 8 S
£ 200 - E 200 - £
- 0 - 0 - 0 -

Slika 4.5. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj NO® (a),
ONOO™ (b) i ROS (c)
Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

U kontroli lista kulture tkiva topole M-1 odredene su slede¢e vrednosti za RNOS:
450.75 (za NO’), 474.19 (za ONOO') i 869.74 (za ROS) izrazene u relativnim
jedinicama. Kao Sto se vidi na Slici 4.5. pod uticajem vodnog stresa pri 100 mOsm i 200
mOsm doslo je do povecanja svih ispitanih reaktivnih vrsta. Najvece povecanje ROS je
zabelezeno pri najvecoj koncentraciji PEG 6000 (za 51.8%). Najvece povecanje reativnih

azotnih vrsta je zabeleZeno pri 100 mOsm stresu i to za 76.3% NO' i 61.7% za ONOO.

NO ROS ONOO~

Slika 4.6. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj ROS, NO',
ONOO u listu kontrole (gore), pri 100 mOsm tretmanu (sredina) i pri 200 mOsm
tretmanu (dole)

Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na parametre oksidativnog stresa
(koli¢inu malonildialdehida, koli¢inu vodonik peroksida i koli¢inu karbonil proteina) dat

je naSlici 4.7.
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Slika 4.7. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na intenzitet lipidne
peroksidacije (a), koli¢inu vodonik peroksida (b) i intenzitet oksidacije proteina (c)
Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

U kontroli lista kulture tkiva topole M-1 odredene su slede¢e vrednosti za MDA
46.37 nmol/g sv. m., za H,O, 150.41 pmol/g sv. m. i za oksidovane proteine 4.39 nmol
karbonil proteina/mg proteina. Vodni stres doveo je do povecanja sadrzaja MDA pri 200
mOsm stresu za 52.4%, zatim pri 100 mOsm stresu do povecanja karbonil proteina za
13.5%, dok je koli¢ina vodonik peroksida statisticki znacajno opala pri 200 mOsm

tretmanu u odnosu na kontrolu za 16.6%.

4.1.4. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na osmotske parametre

Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na osmotske parametre (koli¢inu

prolina, sadrzaj GB i aktivnost enzima PDH) dat je na Slici 4.8.
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Slika 4.8. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na koli¢inu prolina (a),
sadrZaj glicin-betaina (b) i aktivnost prolin-dehidrogenaze (c)
Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznaCene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

U kontroli lista kulture tkiva topole M-1 odredene su sledece vrednosti: za prolin

422.37 umol/g sv. m., zatim za glicin-betain 2.01 mg/g s.m. i aktivnost prolin
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dehidrogenaze 0.168 U/mg proteina. Najvece i statisticki znacajno povecanje prolina i
GB utvrdeno je pri 200 mOsm stresu i to za 199.3% 1 611.0%, redom. Znacajan pad
aktivnosti PDH uocen je pri 200 mOsm stresu (za 69.2%).

4.1.5. Korelaciona analiza analiziranih parametara

Uzimajuéi u obzir dobijene rezultate, primenom regresione analize izraunati su
korelacioni faktori izmedu odredivanih parametara (Tabela 4.1) sa znacajnosti p < 0.01.

Regresiona analiza, primenjena na dobijene rezultate pokazuje da postoji visok
stepen korelacije izmedu SOD i GSH-Px (r = 0.914), zatim izmedu SOD i nivoa ROS (r =
0.988), izmedu SOD i LP (r = 0.814) i izmedu SOD i prolina (r = 0.989). Enzim SOD
katalizuje pretvaranje superoksid anjon radikala u H,O, i moze biti indukovana
povecanim nivoom ROS (Slika 4.5. ¢). Badiani i saradnici (1990) su takode utvrdili
povecanje aktivnosti SOD u pSenici pri vodnom stresu izazvanim sa PEG 6000. Znacajna
negativna korelacija utvrdena je izmedu CAT i GSH (r = — 0.827), kao i visoka, ali
nesignifikantna pozitivna korelacija izmedu sadrzaja GSH i aktivnosti GR. Rezultati
Tiirkan 1 saradnika (2005) koji ukazuju na znacajnu indukciju biljnih peroksidaza i manju
osetljivost CAT u uslovima vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 su u skladu sa
rezultatima ove teze (Slike 4.1 i 4.2). GR ima vaZnu ulogu u uslovima oksidativnog stresa,
jer prevodi oksidovani glutation GSSG u redukovanu formu GSH, koji predstavlja jedan
od najvaznijih antioksidanta u c¢elijama svih zivih bi¢a (Halliwel, 1989). Malo, ali
znacajno smanjenje aktivnosti GR je zabelezeno pri 100 mOsm stresu i u pozitivnoj je
korelaciji sa smanjenjem nivoa GSH (Slika 4.2.). Rezultati Turkan i saradnika (2005) koji
su povecanje aktivnosti GR zabelezili tek nakon 7 dana tretmana PEG 6000, su u skladu
sa nasim rezultatima. Mnogi drugi autori su utvrdili da vodni stres indukuje razliCite
segmente antioksidantnog odgovora i povecava aktivnost antioksidantnih enzima (Egert i
Tevini, 2002; Igbal i Bano, 2009; Qi-lin i sar., 2009).

Utvrdena je znacajna pozitivna korelacija izmedu TPC i PAL (r = 0.954), kao i
njihova pozitivna korelacija sa aktivnosti PDH (r = 0.928 za TPC i r = 0.904 za PAL).
TPC 1 PAL su pokazali znacajnu negativnu korelaciju (r > 0.9) sa aktivnostima SOD i
GSH-Px, ROS i prolinom. Barchet i saradnici (2014) su pri ispitivanju metabolickog
profila hibridnih topola u uslovima suse ukazali na promene odredenih metabolita gde od

fenolnih komponenti dolazi do povecanja katehina i kemferola. Povezanost aktivnosti
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PAL i akumulacije polifenola u ¢éelijskoj suspenziji hibridne topole je prvi put zabelezeno
od strane Matsumoto i saradnika (1973).

Znacajna pozitivna korelacija je nadena za oba antioksidantna parametra (r = 0.820).
DPPH ARP je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa ¢elijskom vijabilnosti (r = 0.808) i
negativnoj sa aktivnosti enzima SOD (r = — 0.902) i GSH-Px (r = — 0.803). Visoke i
pozitivne korelacije izmedu FRAP i DPPH ARP parametara su povezane sa istim
antioksidantnim mehanizmom na kojima se zasnovane ove metode, a to je prenos jednog
elektrona (Popovic¢ i sar., 2012). Smanjene vrednosti oba parametra u uslovima vodnog
stresa se mogu objasniti smanjenim sadrZajem polifenola koji su glavni ,,hvata¢i” ROS.
Celijska smrt je sastavni deo rasta i razvoja biljaka i esto se deSava kao reakcija na
intenzivan stres, tokom nedostatka vode kao i pri akumulaciji ROS. Bojenje sa
fluorescein diacetatom (FDA) predstavlja jednostavan nain za vizuelizaciju i merenje
vijabilnosti ¢elije, odnosno zivih ¢elija sa celom plazma membranom (Kolbert i sar.,
2012). Znacajno smanjenje Celijske vijabilnosti je povezano sa porastom intenziteta stresa
i takode sa akumulacijom RNOS i MDA (Slika 4c, 5, 7).

Nivoi NO i ONOO™ su u znacajnoj pozitivnoj korelaciji medusobno (r = 0.990) kao
I sa aktivnostima enzima GPx i sa GB (r > 0.8). Nivo ROS je u znacajnoj pozitivnoj
korelaciji sa aktivnostima enzima SOD i GSH-Px i prolinom (r = 0.988, 0.945 i 0.963,
redom) i u znacajnoj negativnoj korelaciji sa aktivnosti enzima PAL (r = — 0.948), TPC
parametrom (r = — 0.978), DPPH ARP (r = — 0.855), ¢elijskom vijabilnosti (r = — 0.901) i
aktivnosti enzima PDH (r = — 0.955). Poznato je da su RNOS, pored toksi¢nih efekata
koje ispoljavaju, uklju€eni u signalne kaskade tokom razli¢itih Stetnih i normalnih uslova
(Apel i Hirt, 2004). RNOS uti¢u na ekspresiju mnogih gena i na mnoge procese kao Sto su
¢elijski ciklus, odgovori na abioticki stres, odbrana na patogene, rast i razvoj (Gill 1
Tuteja, 2010). Znacajna pozitivna korelacija odredenih RNOS sa nekim antioksidantnim
enzimima kao $to je SOD, GPx i GSH-Px kao i osmolitima GB i prolinom mogu biti
povezani sa njihovom signalnom ulogom. Sa druge strane, negativna korelacija sa
polifenolnim parametrima, antioksidantnom aktivnos¢u i PDH enzimom se moze
objasniti inhibitornim uticajem RNOS na pomenute parametre vodnog stresa.

Najveca 1 znaCajna korelacija je utvrdena izmedu H,0; 1 ¢elijske vijabilnosti (r =
0.914). Takode znacajne pozitivne korelacije utvrdene su izmedu H,O, i DPPH ARP (r =
0.813), zatim izmedu LP i aktivnosti SOD (r = 0.814) i sadrzaja prolina (r = 0.863).

Ispitivanje nivoa MDA u uslovima vodnog stresa je bilo predmet mnogih istrazivanja
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(Vendruscolo i sar., 2007; Yang i sar., 2009). Prema Chmielowska-Bak i saradnicima
(2015) proizvodi oksidacije lipida i proteina predstavljaju signale i regulatore ekspresije
gena u biljkama i mogu pokrenuti aktivaciju esencijalnih odbrambenih mehanizama
tokom stresa Sto moze objasniti rezultate dobijene u ovoj tezi (pozitivnhu korelaciju
izmedu LP, aktivnosti SOD i sadrzaja prolina). Nasuprot o¢ekivanjima, jedan od glavnih
ROS, vodonik peroksid se smanjio pri stresu. Medutim, pozitivna korelacija izmedu
koli¢ine H,O, i vaznih parametara kao Sto je ¢elijska vijabilnost i DPPH ARP potvrduju
kompleksnu regulaciju unutarcelijskog nivoa H,O, pri vodnom stresu.

Znacajan pad aktivnosti PDH uocen je pri 200 mOsm stresu (za 69.2%) kao i
znaCajna negativna korelacija izmedu prolina i aktivnosti PDH enzima (r = — 0.915).
Sadrzaj prolina je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa SOD, GSH-Px, koli¢inom ROS 1
LP (r = 0.989, 0.884, 0.963 i 0.863, redom) i u znacajnoj negativnoj korelaciji sa PAL
enzimom, TPC, DPPH ARP i ¢elijskom vijabilos¢u (r = — 0.878, — 0.904, — 0.951 i —
0.843, redom). Nasuprot prolinu, PDH je u znac¢ajno negativnoj korelaciji sa SOD (r = —
0.951), GSH-Px (r = — 0.840), ROS (r = — 0.955), prolinom (r = — 0.915) i znacajno
pozitivnoj korelaciji sa TPC i PAL (r > 0.9). Glicin-betain je u znacajno pozitivnoj
korelaciji sa GPx (r = 0.868) i NO" i ONOO™ (r = 0.880 i 0.817, redom) i u znacajno
negativnoj korelaciji sa ¢elijskom vijabilos¢u (r = — 0.927) i koli¢inom H,O, (r = —
0.843).

Prolin i kvaternerna amonijumova jedinjenja predstavljaju vazne osmolite (Huang i
sar., 2000). Prolin se akumulira u biljkama kod mnogih vrsta kao odgovor na razlicite
stresne uslove. Uloga prolina je opisana u Poglavlju 2.1.1.4.1. Smatra se da prolin deluje
kao osmolit, ROS skevindZer, C¢aperon koji stabilizuje strukturu proteina i inhibira
programiranu celijsku smrt (Krasensky i Jonak, 2012). Nivo prolina je odreden
ravnoteZom izmedu biosinteze i katabolizma $to objasnjava veoma negativnu korelaciju (r
= — 0.915) izmedu kolicine prolina i1 aktivnosti PDH koji je klju¢ni enzim katabolizma
(Szabados 1 Savoure, 2010). U mnogim radovima je utvrden povecan nivo prolina u
uslovima suse ili osmotskim stresom (Vendruscolo i sar., 2010; Szabados i Savoure,
2010; Krasensky i Jonak, 2012). Prema Szabados i1 Savoure (2010) prolin je
multifunkcionalna amino kiselina i signalni molekul uklju¢en u odgovor biljke na stres
Sto u ovoj tezi moze objasniti mnoge korelacije prolina sa drugim biohemijskim

parametrima.
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Kvaternerno amonijumovo jedinjenje, glicin-betain, je vazan osmoprotektant koji se
javlja u odgovoru na osmotski stres (Chen i Murata, 2011; Gorham, 1995; Manivannan i
sar., 2007). I pored mnogo rada na tome da se stvore biljke sa pove¢anim nivoom prolina
i GB, transgene biljke pokazuju ograni¢ene mogucnosti proizvodnje ovih jedinjenja u
dovoljnim koli¢inama kako bi izbegle efekte stresa (Ashraf i Foolad, 2007). Sa druge
strane, alternativni nacini koji uklju€uju spoljasnje tretmane biljaka sa prolinom (Sorkheh
i sar., 2012), GB (Ashraf i Foolad, 2007) i NO" donorima (Wang i sar., 2005) su pokazali
velike varijacije izmedu biljaka i odgovora na tretman. I dalje, ispitivanje akumulacije
korisnih metabolita kod razli¢itih genotipova pod uticajem vodnog stresa u saradnji sa
selekcionarima predstavlja efikasan nacin kojim se dolazi do proizvodnje novih
genotipova sa poboljSanom otpornosti na stres.

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja moze se reéi da je kultura tkiva klona M-1
relativno osetljiva na vodni stres izazvan sa PEG 6000. Ovo je vidljivo po smanjenju
¢elijske vijabilnosti 1 povecanju ROS kao 1 lipidne peroksidacije u uslovima stresa.
Znacajna biohemijska reakcija na vodni stres je manifestovana kroz akumulaciju osmolita
prolina i glicin-betaina u velikim koli¢inama $to ukazuje na potencijal ovog hibrida topole
da razvije toleranciju tokom vodnog stresa. Antioksidantni enzimi i redukovani glutation
su slabo indukovani, a TPC i antioksidantna aktivnost se smanjuje tokom stresa. Na
osnovu dobijenih rezultata odgovor kulture tkiva topole na vodni stres izazvan sa PEG
6000 se sastoji uglavnom u akumulaciji prolina i glicin-betaina. Neophodna su dalja
ispitivanja kako bi se detaljno ispitali biohemijski mehanizmi otpornosti razli¢itih
klonova topole, kao i nastavili napori da se proizvede tolerantniji klon topole na vodni

stres.
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Tabela 4.1. Korelacioni faktor (r) izmedu ispitanih parametara pri znacajnosti p < 0.01

SOD GPx CAT GR GSPI—)I(_ GSH PAL PPO TPC [fgg FRAP FDA NO° ONOO ROS LP H,0, CP PRO PDH
SOD 1.000
GPx 0.526
CAT -0.482 0.381
GR 0.526 0.143 -0.564
GSH-Px 0.915 0.650 -0.212 0.255
GSH 0.404 -0.414 -0.827 0.752 0.127
PAL -0.930 -0.570 0.263 -0.395 -0.897 -0.249
PPO 0.060 0.304 0.239 -0.649 0.288 -0.577 0.037
TPC -0.944 -0.730 0.226 -0.423 -0.920 -0.157 0.954 -0.092
IXE;H -0.902 -0.424 0.529 -0.562 -0.803 -0.451 0.735 -0.118 0.772
FRAP -0.671 -0.131 0.441 -0.350 -0.616 -0.388 0.617 0.014 0.509 0.820
FDA -0.852 -0.823 0.055 -0.219 -0.920 0.077 0.807 -0.415 0.907 0.808 0.555
NO 0429 0.886 0.474 -0.247 0.644 -0.604 -0.547 0.531 -0.664 -0.227 -0.003 -0.756
ONOO 0.306 0.846 0.564 -0.336 0.542 -0.687 -0.449 0.529 -0.565 -0.088 0.114 -0.657 0.990
ROS 0.988 0.627 -0.363 0.440 0.945 0.271 -0.948 0.135 -0.978 -0.855 -0.605-0.901 0.562 0.449
LP 0.814 0.510 -0.349 0.396 0.708 0.265 -0.640 0.313 -0.732 -0.907 -0.618-0.828 0.357 0.235 0.795
H,0, -0.678 -0.729 0.014 -0.178 -0.758 0.117 0.561 -0.496 0.687 0.813 0.616 0.915 -0.588 -0.487 -0.705 -0.845
CP -0.121 0.443 0.637 -0.497 0.087 -0.683 -0.125 0.242 -0.165 0.467 0.559 -0.102 0.706 0.787 0.021 -0.326 0.155
PRO 0.989 0.487 -0.539 0.562 0.884 0.448 -0.878 0.073 -0.904 -0.951 -0.719-0.843 0.354 0.223 0.963 0.863 -0.721 -0.246
PDH -0.951 -0.500 0.492 -0.463 -0.840 -0.351 0.904 -0.057 0.928 0.751 0.466 0.768 -0.469 -0.367 -0.956 -0.701 0.509 -0.070 -0.915
GB 0.656 0.868 0.176 -0.026 0.752 -0.366 -0.660 0.550 -0.796 -0.583 -0.315-0.927 0.880 0.817 0.744 0.727 -0.843 0.331 0.636 -0.628
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4.2. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na antioksidantni sistem,
parametere oksidativnog stresa i metabolizam prolina i glicin-betaina u

listu i korenu odabranih klonova topole

okom vodnog stresa povecana je produkcija ROS koje mogu izazvati razlicita
ostecenja u éeliji (Kirakosyan i sar., 2004; Popovié i Stajner, 2008; Labanowska
i sar., 2013). Naime, oksidativni stres, kao Sto je navedeno u Poglavlju 2.2., se
javlja kao reakcija na vodni stres usled promena u ravnotezi izmedu nastanka i uklanjanja
ROS, pri ¢emu se mogu ostetiti ¢elijske membrane i makromolekuli. Da bi se zastitile od
Stetnog uticaja ROS, ¢elije poseduju razne mehanizme neutralizacije ROS, a koji od njih
¢e biti aktiviran zavisi od uslova sredine, fizioloskih uslova u biljci kao i od faze razvoja
(Asada, 1999). U skladu sa navedenim, u okviru ove teze ispitana je aktivnost razli¢itih
komponenti antioksidantnog sistema zastite u uslovima vodnog stresa izazvanog sa PEG

6000 primenom razli¢itih metoda.

4.2.1. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost
antioksidantnih enzima

Na Histogramu 4.1. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost superoksid-dismutaze u listu i korenu odabranih
klonova topole. Aktivnost SOD je izrazena u U/mg proteina i u kontrolama u listu
iznosila je: 32.2 (M-1), 31.0 (B-229) i 27.8 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG
6000 aktivnost SOD se menjala u opsegu od: 28.1-29.3 U/mg proteina (M-1), 38.8-45.3
U/mg proteina (B-229) i1 19.2-22.1 U/mg proteina (PE19/66). Aktivnost SOD se
smanjivala pri tretmanima kod klona M-1, ali kod 200 mOsm tretmana nije utvrdena
zna¢ajna promena u odnosu na kontrolu. Kod klona B-229 aktivnost se znaéajno
povecavala pri svim tretmanima, a najizrazitije povecanje aktivnosti uoc¢eno je kod 200
mOsm tretmana (za 46.2%). Kod klona PE19/66 aktivnost SOD se znac¢ajno Smanjivala
sa povecanjem stresa i to najvise kod tretmana 200 mOsm (za 31.1%).

Aktivnost SOD u korenu u kontrolama je iznosila: 118.5 (M-1); 72.1 (B-229) i 63.6
(PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 aktivnost SOD se menjala u opsegu
od: 65.8-83.5 U/mg proteina (M-1), 46.6-48.5 U/mg proteina (B-229) i 52.2-55.9 U/mg
proteina (PE19/66). Kod svih klonova, aktivnost SOD se zna¢ajno smanjivala pri vodnom
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stresu, a najvece smanjenje je uo¢eno kod M-1 klona i iznosilo je 44.5% u odnosu na

kontrolu, pri 100 mOsm tretmanu.
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Histogram 4.1. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost
superoksid-dismutaze u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat izrazen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti ozna¢ene razli¢itim malim
slovom statisti¢ki se zna¢ajno razlikuju prema Duncun-ovom testu (p < 0.05)

Superoksid-dismutaza ima vaznu ulogu u enzimskom antioksidantnom sistemu jer
reguliSe nivo O, ~ u ¢elijama i smanjuje moguénost formiranja HO" radikala (Sofo i sar.,
2005). Iz priloZenih rezultata vidi se da vodni stres izazvan sa PEG 6000 dovodi do
indukcije aktivnosti SOD samo u listovima topole klona B-229. U svim drugim
slucajevima aktivnost SOD se smanjuje. Moze se pretpostaviti da SOD igra vaznu ulogu
u razvijanju otpornosti pojedinih klonova topole na vodni i oksidativni stres u pojedinim
organima. Ovo je u skladu sa rezultatima Lei i saradnika (2006) i Guo i saradnika (2010)
koji su utvrdili da susa moze izazvati povecanje aktivnosti SOD i da ovaj enzim doprinosi
razvoju rezistentnosti na susu kod topole. Slicne rezultate dobili su i drugi autori koji su
ispitivali odgovor topole na abioti¢ki stres (Xu 1 sar., 2008; Zhao i sar., 2009; Zhang i
sar., 2010, 2011). Vodni stres izazvan sa PEG 6000 indukovao je aktivhost SOD kod
mente, dok je stres izazvan vodom u visku izazvao smanjenje aktivnosti SOD Sto se
objaSnjava smanjenom dostupnos¢u kiseonika, jer je u vodi smanjena difuzija i
rastvorljivost kiseonika (Candan i Tarhan, 2012). Rezultati koji se odnose na smanjenu
aktivnost SOD u korenu u uslovima vodnog stresa su u skladu sa tvrdnjama i drugih
autora koji objasSnjavaju da je SOD mnogo osetljivija u odnosu na druge antioksidantne
enzime u uslovima suse (Liang i sar., 2016; Zhang i sar., 2016). Drugi autori su smanjenje

aktivnosti SOD u uslovima oskidativnog stresa, izazvanog deficitom vode i sonim
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stresom objasnili formiranjem H,O, koji je inhibitor odredenih izoformi enzima SOD
(Huseynova i sar., 2014).

Na Histogramu 4.2. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost katalaze u listu i korenu odabranih klonova topole.
Aktivnost CAT izraZena je u U/mg proteina i u listu u kontrolama iznosila je: 29.8 (M-1),
36.5 (B-229) i 20.9 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 aktivnost CAT se
menjala u opsegu od: 14.1-33.0 U/mg proteina (M-1), 30.4-31.7 U/mg proteina (B-229) i
15.4-19.8 U/mg proteina (PE19/66). Kod klonova B-229 i PE19/66 pri tretmanima sa
PEG 6000 doslo je do smanjenja aktivnosti CAT u odnosu na kontrole, ali samo kod
klona B-229 kod 100 mOsm tretmana utvrdena promena je statisti¢ki znacajna. Aktivnost
CAT se kod klona M-1 pri 200 mOsm tretmanu statisticki zna¢ajno smanjila (za 52.9%),

dok je pri 100 mOsm tretmanu bila neznatno viSa od kontrole.
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Histogram 4.2. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost katalaze u
listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat izrazen kao srednja vrednost = standardna greska. Vrednosti ozna¢ene razli¢itim malim
slovom statisti¢ki se znadajno razlikuju (p < 0.05)

Aktivnost CAT izrazena u U/mg proteina je u korenu u kontrolama iznosila: 18.6
(M-1), 17.0 (B-229) i 25.6 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 aktivnost
SOD se menjala u opsegu od: 24.6-25.7 U/mg proteina (M-1), 16.1-18.0 U/mg proteina
(B-229) i 14.0-21.1 U/mg proteina (PE19/66). Kod klona M-1 aktivnost CAT se
povecavala pri vodnom stresu, ali utvrdene promene nisu bile statisticki znacajne.
Takode, kod klona B-229 nema statisticki zna¢ajnih promena u odnosu na kontrolu. Kod
klona PE19/66 aktivnost CAT se smanjivala sa povecanjem stresa i to najvise kod 100

mOsm tretmana (za 45.3%).
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Liu 1 saradnici (2010) su utvrdili postepeno povecanje aktivnosti CAT sa
poveCanjem intenziteta suSe kod cetiri vrste drveéa (Broussonetia papyrifera,
Cinnamomum bodinieri, Platycarya longipes i Pteroceltis tatarinowii), ali pri duzem
izlaganju i najintenzivnijem stresu zabelezen je pad aktivnosti kod dve vrste
(Cinnamomum bodinieri i Pteroceltis tatarinowii), $to je u skladu sa naSim razultatima.
Podaci o delovanju suse na aktivnost CAT variraju u zavisnosti od biljne vrste. Tako su
Zhang i Kirkham (1996) zabelezili da aktivnost katalaze u suncokretu i sirku opada pri
susi. Medutim, Sayfzadeh i Rashidi (2011) su zabelezili povecanje aktivnosti CAT u
listovima kod tri sorte Se¢erne repe.

Na Histogramu 4.3. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost gvajakol-peroksidaze u listu i korenu odabranih
klonova topole. Aktivnost GPx izrazena je u U/mg proteina i u listu u kontrolama je
iznosila: 4.2 (M-1), 9.0 (B-229) i 14.5 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000
aktivnost GPx se menjala u opsegu od: 5.7-6.3 U/mg proteina (M-1), 9.8-11.6 U/mg
proteina (B-229) i 11.5-17.5 U/mg proteina (PE19/66). Samo kod klona M-1 su utvrdene
znaCajne promene aktivnosti u odnosu na kontrolu pri 100 mOsm i 200 mOsm
tretmanima, i to povecanja za 36% 1 50.1%, redom. Kod klona PE19/66 1 B-229 promene
aktivnosti GPx pri tretmanima nisu bile statisti¢ki znacajne u odnosu na kontrolu.

Aktivnost GPx izrazena u U/mg proteina u korenu u kontrolama je iznosila: 40.9
(M-1), 41.4 (B-229) i 29.0 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 aktivnost
GPx se menjala u opsegu od: 28.0-29.5 U/mg proteina (M1), 10.1-15.4 U/mg proteina (B-
229) i 24.9-26.4 Ulmg proteina (PE19/66). Kod svih klonova, aktivnost GPx se
smanjivala pri vodnom stresu, a najizrazitije smanjenje aktivnosti uo¢eno je kod B-229
klona kod 200 mOsm tretmana (za 75.5%). Kod klona PE19/66 nisu zabelezene statisticki

znaajne promene.
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Histogram 4.3. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost gvajakol-
peroksidaze u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna greSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Moze se zakljuciti da vodni stres izazvan sa PEG 6000 dovodi do indukcije
aktivnosti GPx u listovima ispitanih klonova topola, dok u korenu dolazi do smanjenja
aktivnosti ili nema promene u odnosu na kontrolu. I drugi autori navode da vodni stres
utice na promenu aktivnosti GPx kod biljaka (Sofo i sar., 2005; Turkan i sar., 2005).
Kumar 1 saradnici (2011) ukazuju da biljke kod kojih je utvrdena veca aktivnost GPx
pokazuju i vecu otpornost na delovanje vodnog i oksidativnog stresa. Guo i saradnici
(2010) su zabelezili povecanje aktivnost GPx u uslovima vodnog deficita kod tri hibridne
topole.

Na Histogramu 4.4. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost glutation-peroksidaze u listu i korenu odabranih
klonova topole. Aktivnost GSH-Px izrazena u U/mg proteina je u listu u kontrolama
iznosila: 0.011 (M-1), 0.018 (B-229) i 0.016 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG
6000 aktivnost GSH-Px se menjala u opsegu od: 0.013-0.021 U/mg proteina (M-1),
0.013-0.022 U/mg proteina (B-229) i 0.016-0.028 U/mg proteina (PE19/66). Kod klonova
M-1 1 PE19/66 utvrdena su statisticki znacajna povecanja aktivnosti kod 200 mOsm
tretmana, za 92.5% i 74.4%, redom. Kod klona B-229 pri 100 mOsm tretmanu aktivnost
se smanjila, a pri 200 mOsm povecala, medutim zabelezene promene nisu bile statisticki
znacajne u odnosu na kontrolu.

Aktivnost GSH-Px izraZzena u U/mg proteina je u korenu u kontrolama iznosila:

0.041 (M-1), 0.048 (B-229) i 0.055 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000
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aktivnost GSH-Px se menjala u opsegu od: 0.026-0.029 U/mg proteina (M-1), 0.026-
0.033 U/mg proteina (B-229) i 0.032-0.049 U/mg proteina (PE19/66). Kod svih klonova,
aktivnost GSH-Px se smanjivala pri vodnom stresu, a najizrazitija smanjenja aktivnosti
uocena su pri 200 mOsm tretmanu (kod M-1 klona za 36.6%, kod B-229 klona za 45.2% i
kod PE19/66 klona za 41%).
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Histogram 4.4. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost glutation
peroksidaze u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna greSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Yang 1 saradnici (2009) ukazuju da biljke kod kojih je odredena veca aktivnost
antioksidantnih enzima u uslovima suse, medu kojima je i GSH-Px pokazuju i veéu
otpornost na delovanje vodnog stresa. Ahmed i saradnici (2013) su zabelezili povecanje
aktivnost GSH-Px u uslovima vodnog deficita kod tri genotipa graska.

Na Histogramu 4.5. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost glutation-reduktaze u listu i korenu odabranih
klonova topole. Aktivnost GR izrazena u U/mg proteina je u listu u kontrolama iznosila:
0.016 (M-1), 0.015 (B-229) i 0.020 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000
aktivnost GR se menjala u opsegu od: 0.013-0.014 U/mg proteina (M-1), 0.012-0.020
U/mg proteina (B-229) i 0.009-0.015 U/mg proteina (PE19/66). Kod klonova M-1 i B-
229 nisu utvrdene znac¢ajne promene kod tretmana u odnosu na kontrolu, dok je kod klona
PE19/66 pri 200 mOsm tretmanu aktivnost znacajno opala u odnosu na kontrolu (za
55.4%).

Aktivnost GR izrazena u U/mg proteina je u korenu u kontrolama iznosila: 0.095

(M-1), 0.102 (B-229) i 0.269 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 aktivnost
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GR se menjala u opsegu od: 0.095-0.119 U/mg proteina (M-1), 0.088-0.129 U/mg
proteina (B-229) i 0.082-0.196 U/mg proteina (PE19/66). Kod svih klonova pri svim
tretmanima aktivnost GR se nije statisticki znacajno menjala, sem kod 100 mOsm

tretmana kod klona PE19/66, gde se aktivnost smanjila za 69.5%.
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Histogram 4.5. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost GR u listu
i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

GR katalizuje poslednju reakciju askorbat—glutation ciklusa. Ovaj enzim je vazan u
odrzavanju visokog odnosa glutationa GSH/GSSG neophodnog za regeneraciju askorbata
kao vazne taCke za funkcionisanje ovog ciklusa (Noctor i Foyer, 1998). 1z rezultata
prikazanih na Histogramu 4.5. vidi se da se aktivnost GR uglavnom nije znacajno
menjala tokom stresa, §to je u skladu sa rezultatima Slabberta i Kriigera (2014) koji su
povecanje aktivnosti GR zabeleZili tek nakon 17 dana tretmana suSe. Guerrier 1 saradnici
(2000) su 1 kod osetljivog 1 kod tolerantnog hibrida topole uocili smanjenje aktivnosti GR
tokom osmotskog stresa.

Na Histogramu 4.6. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost askorbat-peroksidaze u listu i korenu odabranih
klonova topole. Aktivnost ASC-Px izrazena u U/mg proteina je u listu u kontrolama
iznosila: 0.179 (M-1), 0.423 (B-229) i 0.088 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG
6000 aktivnost ASC-Px se menjala u opsegu od: 0.077-0.271 U/mg proteina (M-1),
0.342-0.891 U/mg proteina (B-229) i 0.874-1.441 U/mg proteina (PE19/66). Kod svih

klonova su utvrdena znacajna povecanja aktivnosti kod 200 mOsm tretmana u 0dnosu na
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kontrolu (kod M-1 klona za 51.1%, kod B-229 klona za 110.5% i kod PE19/66 klona za
1543.5%).

Aktivnost ASC-Px izrazena u U/mg proteina je u korenu u kontrolama iznosila:
1.495 (M-1), 0.909 (B-229) i 2.356 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000
aktivnost ASC-Px se menjala u opsegu od: 0.638-0.774 U/mg proteina (M-1), 0789-1.145
U/mg proteina (B-229) i 1.601-0.683 U/mg proteina (PE19/66). Kod klona M-1 aktivnost
ASC-Px se znacajno smanjivala pri 100 mOsm i 200 mOsm tretmanima, i to za 57.3% i
za 48.2%, redom. Takode, kod klona PE19/66 pri 200 mOsm tretmanu zabelezeno je

statisti¢ki znac¢ajno smanjenje aktivnosti za 71%.
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Histogram 4.6. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost askorbat
peroksidaze u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Askorbat-peroksidaza ima ulogu u uklanjanju toksi¢nog vodonik peroksida i stoga
je vazna u zastiti biljke tokom oksidativnog stresa. Askorbat koji se iskoristi tokom ove
reakcije se moze regenerisati putem askorbat-glutation ciklusa. Yang i saradnici (2009) su
uocCili povecanje aktivnosti ASC-Px kod vrste Populus u uslovima suSe. Guerrier i
saradnici (2000) su kod tolerantnog hibrida topole uocili povecanje aktivnosti ASC-Px
tokom osmotskog stresa, dok je kod hibrida osetljivog na susu zabeleZen pad aktivnosti.

Na Histogramu 4.7. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na koli¢inu glutationa u listu i korenu odabranih klonova topole.
Koli¢ina GSH izrazena u pmol/g sveze mase je u listu u kontrolama iznosila: 0.401 (M-
1), 0.252 (B-229) i 0.166 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 koli¢ina

GSH se menjala u opsegu od: 0.086-0.487 umol/g sveze mase (M-1), 0.189-0.452 pumol/g
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sveze mase (B-229) i 0.063-0.246 pumol/g sveze mase (PE19/66). Statisticki znacajno
povecanje koli¢ine GSH utvrdeno je kod klona B-229 kod 100 mOsm tretmana (za
79.4%), dok je statisticki znacajno smanjenje utvrdeno kod M-1 klona kod 200 mOsm
tretmana (za 78.5%).

Koli¢ina GSH izraZzena u pmol/g sveZze mase je u korenu u kontrolama iznosila:
0.018 (M-1), 0.063 (B-229) i 0.058 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000
koli¢ina GSH se menjala u opsegu od: 0.018-0.075 pumol/g sveze mase (M-1), 0.109-
0.178 umol/g sveze mase (B-229) i 0.081-0.104 umol/g sveze mase (PE19/66). Kod svih
klonova, koli¢ina GSH se povecavala pri tretmanima, sem kod klona M-1 gde je pri 200
mOsm tretmanu utvrdena koli¢ina bila u nivou kontrole. Statisticki znacajna povecanja

utvrdena su kod M-1 klona pri 100 mOsm tretmanu (za 322.6%) i kod B-229 klona pri
200 mOsm tretmanu (180.2%).
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Histogram 4.7. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj GSH u listu
i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna gresSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Visi nivo GSH biljkama omogucuje bolju zastitu u uslovima oksidativnog stresa, jer
neenzimski reduktanti (askorbinska kiselina i redukovani glutation) igraju vaznu ulogu u
neutralisanju ROS delujuéi kao supstrati za uklanjanje vodonik peroksida. Odredene
koli¢ine GSH u listu su u skladu sa rezultatima Medori i1 saradnika (2012). U uslovima
suSe kod genotipa graska tolerantnog na susu je zabelezena povecana koli¢ina GSH, dok
je kod genotipa graska tolerantnog na soni stres zabeleZzeno smanjenje koli¢ine GSH u

uslovima suse. Povec¢anje koli¢ine GSH se moze dovesti u vezu sa pove¢anjem aktivnosti
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enzima GR koji omogucuje recikliranje redukovanog oblika glutationa, kao i smanjenom

aktivnosti enzima GSH-Px koji trosi isti (Popovié i Stajner, 2008).

4.2.2. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na parametre
oksidativnog stresa i sadrzaj pigmenata

Na Histogramu 4.8. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na intenzitet lipidne peroksidacije odreden na osnovu koli¢ine
MDA u listu i korenu odabranih klonova topole. Koli¢ina MDA izraZena u nmol/g sveze
mase (sv.m.) je u listu u kontrolama iznosila: 106.8 (M-1), 121.1 (B-229) i 115.4
(PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 kolicina MDA se menjala u opsegu od:
125.3-136.7 nmol/g sv.m. (M-1), 123.2-130.3 nmol/g sv.m. (B-229) i 129.6-137.5 nmol/g
sv.m. (PE19/66). Kod svih klonova utvrdena su povecanja koli¢ine MDA pri tretmanima
u odnosu na kontrolu, ali je samo kod klona M-1 kod 200 mOsm tretmana povecanje za

28% bilo statisticki znacajno.
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Histogram 4.8. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na intenzitet lipidne

peroksidacije u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66
Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Koli¢ina MDA izrazena u nmol/g sveZe mase je u korenu u kontrolama iznosila: 5.8
(M-1), 5.7 (B-229) 1 9.2 (PE19/66). Pod uticajem razlicitih doza PEG 6000 koli¢ina MDA
se menjala u opsegu od: 5.9-7.8 nmol/g sveze mase (M-1), 6.99-7.03 nmol/g sveZe mase
(B-229) i 9.65-12.18 nmol/g sveze mase (PE19/66). Kod svih klonova utvrdena su

statistiCki znacajna povecanja koli¢ine MDA pri 200 mOsm tretmanu U odnosu na
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kontrolu (kod M-1 klona za 34.5%, kod B-229 klona za 22.3% i kod PE19/66 klona za
32.9%).

Iz izloZenih rezultata se moze konstatovati da je do znacajnog povecanja koli¢ine
MDA u uslovima vodnog stresa doSlo u korenu ispitanih klonova, dok je u listu
zabelezeno samo kod klona M-1. Stajner i saradnici (2011) su uogili poveéanje koli¢ine
MDA u Populus vrstama pri susi u prirodnim uslovima. Prema Yang i Miao (2010), nivo
MDA je okarakterisan kao jedan od korisnih indikatora tolerantnosti biljkaka na susSu.
Naime, u svom istrazivanju utvrdili su da je kod P. kangdingensis koja je okarakterisana
kao tolerantnija vrsta nivo MDA u uslovima suSe se manje povecao u odnosu na
povecanje koje je detektovano kod osetljivije vrste P. cathayana.

Na Histogramu 4.9. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na intenzitet oksidacije proteina odreden na osnovu koli¢ine
karbonil proteina (CP) u listu i korenu odabranih klonova topole. Koli¢ina CP izraZena u
nmol/mg proteina je u listu u kontrolama iznosila: 9.1 (M-1), 12.1 (B-229) i 20.7
(PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 koli¢ina CP se menjala u opsegu od:
11.4-17.3 nmol/mg proteina (M-1), 17.1-20.6 nmol/mg proteina (B-229) i 21.4-25.2
nmol/mg proteina (PE19/66). Kod svih klonova utvrdena su povecanja koli¢ine CP pri
tretmanima u odnosu na kontrolu, a najizrazitije povecanje je kod M-1 klona pri 200

mOsm tretmanu (89%).
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Histogram 4.9. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na intenzitet

oksidacije proteina u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66
Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna greSka. Vrednosti ozna¢ene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)
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Koli¢ina CP izrazena u nmol/mg proteina je u korenu u kontrolama iznosila: 5.2
(M-1), 7.8 (B-229) i 4.7 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 koli¢ina CP se
menjala u opsegu od: 3.1-3.7 nmol/mg proteina (M-1), 3.2-3.6 nmol/mg proteina (B-229)
i 3.2-6.3 nmol/mg proteina (PE19/66). Kod svih klonova utvrdeno je smanjenje koli¢ine
CP pri tretmanima u odnosu na kontrolu, mada nisu statisticki znacajna u odnosu na
kontrolu, sem kod 200 mOsm tretmana kod klona PE19/66 (36.4%).

Iz izlozenog se moze zakljuciti da je do znacajnog povecanja intenziteta oksidacije
proteina dolazilo u uzorcima lista. U uzorcima korena intenzitet oksidacije proteina se
smanjivao ili se nije statisticki zna¢ajno menjao. Chen i saradnici (2013) su u uslovima
oksidativnog stresa izazvanog tretmanom sa bakrom kod P. cathayana utvrdili zna¢ajno
povecanje koli€ine oksidovanih proteina u listovima. U listovima kukuruza odgajanog u
uslovima suSe utvdeno je poveéanje intenziteta oksidacije proteina, §to je u skladu sa
rezultatima dobijenim u okviru ove teze (Dworak i sar., 2016). Takode je utvrdeno da
genotipovi pirin¢a tolerantni na oksidativni stres izazvan suSom imaju manju koli¢inu
oksidovanih proteina u listovima i korenu u odnosu na osetljive genotipove (Pyngrope i
sar., 2013).

Na Histogramu 4.10. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na koli¢inu vodonik peroksida u listu i korenu odabranih klonova
topole. Koli¢ina H,0, izraZzena u umol/g sveze mase je u listu u kontrolama iznosila: 2.4
(M-1), 1.8 (B-229) i 1.3 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 koli¢ina H,0,
se menjala u opsegu od: 2.8-3.0 umol/g sv.m. (M-1), 3.3-3.4 pmol/g sv.m. (B-229) i 2.1-
2.8 umol/g sv.m. (PE19/66). Kod svih klonova utvrdena su povecéanja koli¢ine H,O, pri
tretmanima u odnosu na kontrolu, a najizrazitije je zabelezeno kod klona PE19/66 pri 200
mOsm tretmanu (125%).

Koli¢ina H,O; izrazena u umol/g sveze mase je u korenu u kontrolama iznosila:
0.13 (M-1), 0.11 (B-229) i 0.06 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000
koli¢ina H,O, se menjala u opsegu od: 0.16-0.23 pumol/g sveze mase (M-1), 0.16-0.21
umol/g sveze mase (B-229) i 0.12-0.15 umol/g sveze mase (PE19/66). Kod svih klonova
utvrdena su povecéanja kolicine H,O, pri tretmanima u odnosu na kontrolu, a najizrazitije
je zabeleZeno kod klona PE19/66 pri 200 mOsm tretmanu (133%).
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Histogram 4.10. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na koli¢inu vodonik
peroksida u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna greSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Iz izloZenih rezultata se vidi da se H,O, nagomilava u listovima i korenu topole kao
odgovor na vodni stres 1 $to su stresni uslovi izrazeniji tada je i znacajnija akumulacija
H,0,, Sto je u skladu sa rezultatima Yang i Miao (2010) i Jia i saradnika (2015).
Kompaktnost ¢elije i otpornost prema H,O; kao i drugim oksidantima postoji zahvaljujuéi
efikasnoj kontroli antioksidantnog sistema. Neophodno je naglasiti dvojaku ulogu
vodonik peroksida, koji pored toga Sto prouzrokuje oksidativnu Stetu, predstavlja
integralnu kompontu unutarcelijskog prenosa signala u raznim situacijama kada je biljka
izloZzena abiotickim 1 biotickim stresnim faktorima (Vranova i sar., 2002; Luna i sar.,
2005).

Poredenjem intenziteta ESR signala DMPO-OH ,spin adukata” slepe probe i
uzoraka, utvrdeno je da pripremljeni fosfatno-puferski ekstrakti pri masenoj koncentraciji
od 0,1 g/ml, imaju inhibitorni efekat na stvaranje OH" ili ucestvuju u njihovoj
transformaciji, Sto se zakljuuje na osnovu smanjenja intenziteta ESR signala DMPO-OH
,»Spin adukata” u njihovom prisustvu (Slika 4.9-4.11.).

Analizom ESR spektara DMPO-OH spin adukata nastalih dodavanjem ekstrakta
topole u Fentonov model sistem moze se zakljuéiti da je ekstrakt klona M-1 najbolje
uticao na stvaranje i transformaciju hidroksi radikala. Najbolju antiradikalsku aktivnost

pokazao je klon M-1 posebno u uslovima najveceg intenziteta stresa.
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Slika 4.9. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na ESR spektre DMPO-
OH spin-adukata u prisustvu ekstrakta klona M-1. a) slepa proba, b) kontrola, ¢) 100
mOsm vodni stres, d) 200 mOsm vodni stres
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Slika 4.10. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na ESR spektre DMPO-
OH spin-adukata u prisustvu ekstrakta klona B-229. a) slepa proba, b) kontrola, c) 100
mOsm vodni stres, d) 200 mOsm vodni stres
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Slika 4.11. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na ESR spektre DMPO-

OH spin-adukata u prisustvu ekstrakta klona PE19/66. a) slepa proba, b) kontrola, ¢) 100
mOsm vodni stres, d) 200 mOsm vodni stres

U Tabeli 4.2. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa izazavanog sa
PEG 6000 na vrednosti relativnih intenziteta (R1) ESR signala DMPO-OH ,,spin adukata”
u prisustvu fosfatno-puferskih ekstrakata listova ispitanih klonova topole. Relativni
intenzitet (R1) ESR signala DMPO-OH je u listu u kontrolama iznosio: 600 (M-1), 1105.3
(B-229) i 1157.9 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 RI se menjao u
opsegu od: 440-520 (M-1), 1000-1105.3 (B-229) i 1000-1184.20 (PE19/66).

Kao Sto se moze videti iz Tabele 4.2. relativni intenzitet ESR signala DMPO-OH
,»Spin adukata” u prisustvu ekstrakta topole izloZene vodnom stresu je bio neznatno veéi u
odnosu na kontrolu samo kod klona PE19/66 (za 2.27%), dok je kod druga dva klona
vodni stres uticao na povecanje antiradikalske aktivnosti prema hidroksil radikalu, pa je
kod klonova M-1 i B-229 utvrdeno smanjenje RI ESR signala u odnosu na kontrolu,

mada kod klona B-229 promene nisu statisticki znac¢ajne u odnosu na kontrolu.
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Tabela 4.2. Rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na
vrednost ESR signala DMPO-OH ,,spin adukata”

Klon, tretman RI kontrole RI tretirane Promena RI
M-1, 100 mOsm 600° 520° -13.33%
M-1, 200 mOsm 600 440° -26.67%

B-229, 100 mOsm 1105.3° 1105.3° 0%

B-229, 200 mOsm 1105.3 1000° -9.52%
PE 19/66, 100 mOsm 1157.9° 1000° -13.64%
PE 19/66, 200 mOsm 1157.9 1184.2° 2.27%

* Promena RI ESR signala topole izloZzene vodnom stresu izraZena je u procentima (x %) u odnosu
na kontrolu. Promena RI (i %) =100~ (thopole izloZene vodnom stresu -RI kontrole) /RI kontrole
Vrednosti oznaCene razli¢itim malim slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Hidroksi radikal (OH") je hemijski najreaktivnija kiseoni¢na vrsta, odnosno
najsnaznije oksidujuce sredstvo koje poseduje dovoljno energije da direktno reaguje sa
biomolekulima, pri ¢emu se inicira proces lipidne peroksidacije, oksidacije proteina i
oksidativnih oste¢enja na nukleinskim kiselinama (Gill i Tuteja, 2010; Halliwell i
Gutteridge, 2008). Nastaje reakcijom vodonik peroksida i superoksid anjon radikala u
prisustvu jona prelaznih metala pri neutralnom pH, u tzv. Haber-Weiss-ovoj reakciji, kao
i Fentonovom reakcijom iz H,O, u prisustvu Fe®". Susni uslovi poveéavaju dostupnost
jona za pomenute reakcije, a time i stvaranje hidroksil radikala (Moran i sar., 1994).
Dobijeni rezultati spektroskopskog odredivanja OH' radikala ukazuju na to da ¢ak i pri
najve¢em intenzitetu vodnog stresa (200 mOsm) kod klonova B-229 i PE19/66 ne dolazi
do statistickih znacajnih promena u odnosu na kontrolne uslove, a kod klona M-1 se
intenzitet signala smanjuje, Sto se moze objasniti angazovanjem antioksidanta u
uklanjanju hidroksil radikala.

Na Histogramu 4.11. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj fotosinteti¢kih pigmenata u listu odabranih klonova
topole.

Hlorofil a. Sadrzaj hlorofila a izraZzen je u mg/g suve mase (s.m.) i u kontrolama je
iznosio: 1.46 (M-1), 1.96 (B-229) i 1.68 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG
6000 sadrzaj hlorofila a se menjao u opsegu od: 1.25-1.63 mg/g s.m. (M-1), 1.66-1.78
mg/g s.m. (B-229) i 1.47-1.50 mg/g s.m. (PE19/66). Samo kod klona M-1 je utvrdeno
statisticki zna€ajno povecanje pri 100 mOsm tretmanu (11.3%), dok je kod druga dva
klona sadrZaj hlorofila a opadao u odnosu na kontrolu pri svim tretmanima, a najizrazitije

smanjenje je zabelezeno kod klona B-229 pri 200 mOsm tretmanu (15.2%).
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Hlorofil b. SadrZaj hlorofila b izraZzen je u mg/g suve mase i u kontrolama je
iznosio: 0.69 (M-1), 1.17 (B-229) i 0.98 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza sadrzZaj
hlorofila b se menjao u opsegu od: 0.69-0.83 mg/g s.m. (M-1), 1.03-1.15 mg/g s.m. (B-
229) i 0.96-0.97 mg/g s.m. (PE19/66). Kod klona M-1 utvrdeno je statisticki znacajno
povecanje sadrzaja hlorofila b pri 100 mOsm tretmanu (13.3%), a kod klona B-229
statisticki znac¢ajno smanjenje pri 200 mOsm tretmanu (12.2%).

Karotenoidi. Sadrzaj karotenoida izrazen je u mg/g suve mase i u kontrolama je
iznosio: 0.23 (M-1), 0.32 (B-229) i 0.33 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG
6000 sadrZaj karotenoida se menjao u opsegu od: 0.20-0.24 mg/g s.m. (M-1), 0.28-0.29
mg/g s.m. (B-229) i 0.21-0.25 mg/g s.m. (PE19/66). Kod klona M-1 sadrZaja karotenoida
se nije menjao kod tretmana 100 mOsm u odnosu na kontrolu, dok je kod druga dva klona
sadrzaja karotenoida statistiCki znaCajno opadao pri tretmanima. Najveée smanjenje
sadrzaja karotenoida zabeleZzeno je kod klona PE19/66 i to pri 200mOsm tretmanu
(36.4%).
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Histogram 4.11. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na koli¢inu hlorofila

a, hlorofila b i karotenoida u listu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66
Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznaCene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Fotosinteza je proces posebno osetljiv na susu. Poznato je da se u uslovima vodnog
deficita deSava smanjenje sadrzaja fotosintetiCkih pigmenata (Lei i sar., 2006). Iz
izloZenih rezultata se vidi da se kod klonova B-229 i PE19/66 sadrZaj pigmenata
smanjivao pri tretmanima, Sto je u skladu sa rezultatima Guo i saradnika (2010). Kod

klona M-1 je utvdeno povecanje sadrzaja pigmenata pri 100 mOsm tretmanu, $to prema
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misljenju autora Yin i saradnika (2009) moze biti karakteristika klona manje osetljivog na

susu.

4.2.3. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na osmotske parametre

Na Histogramu 4.12. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na koli¢inu prolina u listu i korenu odabranih klonova topole.
Koli¢ina prolina izrazena u pmol/g sveze mase je u listu u kontrolama iznosila: 0.29 (M-
1), 0.26 (B-229) i 0.21 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 koli¢ina prolina
se menjala u opsegu od: 0.36 -0.40 umol/g sv. m. (M-1), 0.30-0.33 umol/g sv. m. (B-229)
i 0.36-0.38 umol/g sv. m. (PE19/66). Kod svih klonova utvrdena su statisticki znacajna
povecanja koliCine prolina pri tretmanima u odnosu na kontrolu, a najve¢e povecanje

koli¢ine prolina zabelezeno je kod klona PE19/66 i to pri 200mOsm tretmanu (77.4%).
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Histogram 4.12. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj prolina u
listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna gresSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Koli¢ina prolina izrazena u pumol/g sveZze mase je u korenu u kontrolama iznosila:
0.23 (M-1), 0.16 (B-229) i 0.21 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000
koli¢ina prolina se menjala u opsegu od: 0.15-0.27 pmol/g sv. m. (M-1), 0.08-0.13
umol/g sv. m. (B-229) i 0.16-0.18 pumol/g sv. m. (PE19/66). U uslovima vodnog stresa
izazvanog PEG 6000 kod ispitanih klonova utvrdena su statisticki zna¢ajna smanjenja
koli¢ine prolina u odnosu na kontrolu, a najveée je zabelezeno kod klona B-229 pri 200
mOsm tretmanu (47.9%). lzuzetak je klon M-1 kod kojeg je u uslovima 100 mOsm stresa

utvrdeno statisticki znacajno povecanje koli¢ine prolina u odnosu na kontrolu (13.9%).
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Prolin se u stresnim uslovima akumulira u puno ve¢oj koli¢ini u odnosu na ostale
aminokiseline (Barchet i sar., 2014). U Tabeli 2.1. dat je pregled istraZivanja gde je
utvrdena povecana akumulacija prolina u tkivima biljaka pod uticajem vodnog ili
osmotskog stresa. Akumulacija prolina se smatra adaptivhom reakcijom (Verbruggen i
Hermans, 2008). Pokazalo se da vecu sposobnost akumulacije prolina u stresnim
uslovima imaju tolerantnije biljke u odnosu na osetljivije (Guo i sar., 2010; Turkan i sar.,
2005). Li i saradnici (2015) su utvrdili veéi sadrzaj prolina u listovima nego u korenu
vrste P. cathayana, Sto je u saglasnosti sa rezultatima na Histgramu 4.12. Zapazeno
povecanje koli¢ine prolina moZze biti rezultat indukcije ili aktivacije enzima ukljuc¢enih u
biosintezu prolina ili smanjenja oksidacije prolina do glutamata, kao i smanjenja
iskoriS¢avanja prolina u sintezi proteina (Delauney i1 Verna, 1993). U poredenju sa
rezultatima dobijenim u eksperimentu na kulturi tkiva, uoCava se mnogo manja
akumulacija prolina. Sinteza prolina u kulturi tkiva je povecana skoro 300%, a u
hidroponskom eksperimentu samo 35%.

Na Histogramu 4.13. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost prolin-dehidrogenaze u listu i korenu odabranih
klonova topole. Aktivnost PDH izrazena u U/mg proteina je u listu u kontrolama iznosila:
0.242 (M-1), 0.291 (B-229) i 0.239 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000
aktivnost PDH se menjala u opsegu od: 0.162-0.180 U/mg proteina (M-1), 0.224-0.267
U/mg proteina (B-229) i 0.185-0.218 U/mg proteina (PE19/66). U uslovima vodnog
stresa kod klona M-1 aktivnost PDH je statisticki znac¢ajno opala u odnosu na kontrolu (za
25.8% i 33%), kao i kod klona B-229 pri 100mOsm tretmanu (za 23%). Kod klona
PE19/66 utvrdene promene nisu statisticki znacajne.

Aktivnost PDH izrazena u U/mg proteina je u korenu u kontrolama iznosila: 0.034
(M-1), 0.023 (B-229) i 0.040 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 aktivnost
PDH se menjala u opsegu od: 0.014-0.018 U/mg proteina (M-1), 0.029-0.034 U/mg
proteina (B-229) i 0.048-0.053 U/mg proteina (PE19/66). Kod klona M-1 aktivnost PDH
se statisticki znac¢ajno smanjila u uslovima vodnog stresa (za 47.6% i 59%), dok se kod
druga dva klona aktivnost PDH povecavala, ali su znac¢ajne promene utvrdene samo kod

klona PE19/66 (za 22.6% i 33.8%).
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Histogram 4.13. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost prolin-
dehidrogenaze u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna greSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Rezultati mnogih ispitivanja ukazuju na to da je akumulacija prolina u uslovima
vodnog stresa rezultat povecane biosinteze i smanjene degradacije prolina, odnosno
povecéane koli¢ine “ratelimiting” enzima pirolin-5-karboksilat sintaze (P5CS) i smanjene
aktivnosti prolin-dehidrogenaze (PDH) (Miller i sar., 2005; Saibi i sar., 2015; Szabados i
Savoure, 2010; Zhang i sar., 1995). Raymond i Smirnoff (2002), El Sayed (1992), Dobra i
saradnici (2011), Yang i saradnici (2015) kao i mnogi drugi autori ukazuju na pojavu
smanjenja aktivnosti enzima PDH u uslovima suse, $to je u skladu sa rezultatima koji se
odnose na aktivnost PDH u listovima svih ispitanih klonova i korenu klona M-1.

Na Histogramu 4.14. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj glicin-betaina (GB) u listu i korenu odabranih klonova
topole. Sadrzaj GB izraZzena u mg/g suve mase (s.m.) je u listu u kontrolama iznosila:
10.1 (M-1), 6.7 (B-229) i 9.1 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 sadrzaj
GB se menjao u opsegu od: 11.7-19.0 mg/g s.m. (M-1), 9.1-11.5 mg/g s.m. (B-229) i
10.8-15.4 mg/g s.m. (PE19/66). Kod svih klonova utvrdena su poveéanja sadrzaja GB pri
tretmanima u odnosu na kontrolu, a najvece je kod klona M-1 pri 200 mOsm tretmanu

(88.9%).
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Histogram 4.14. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj glicin-
betaina u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna greSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisti¢ki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

SadrZaj glicin-betaina izrazena u mg/g s.m. je u korenu u kontrolama iznosila: 14.4
(M-1), 12.3 (B-229) i 15.4 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 sadrzaj GB
se menjao u opsegu od: 112.9-190.1 mg/g s.m. (M-1), 83.5-92.6 mg/g s.m. (B-229) i
97.0-128.2 mg/g s.m. (PE19/66). Kod svih klonova utvrdena su statisticki znacajna
povecanja sadrzaja GB pri tretmanima u odnosu na kontrolu, a najveée kod klona M-1 pri
200 mOsm tretmanu (1222.1%).

U dosadasnjoj literaturi GB je opisan kao molekul ¢ija se akumulacija aktivira u
razli¢itim stresnim uslovima, te je utvrdeni povecan sadrzaj GB u listu i korenu ispitanih
klonova topole u skladu sa ovom ¢injenicom (Ashraf i Fooland, 2007; Ahmad i sar.,
2013). Takode, u vecini ovih istrazivanja GB je uticao na povecanje antioksidantnog
kapaciteta biljaka. Jo§ uvek nije utvrdena direktna sposobnost GB da neutralise ROS, ali
je umnogim istrazivanjima gde su kori$¢ene transgene biljke sa sposobno$¢u akumulacije
GB pokazana vaZzna uloga GB u odrZavanju aktivnosti antioksidantnih enzima, posebno
enzima askorbat-glutation ciklusa (Chen i Murata, 2011). Ovakva uloga GB potvrdena je
u ovoj tezi, posebno rezultatima koji su dobijeni za klon M-1, gde je u listu u uslovima
200 mOsm stresa utvrdeno znacajno povecanje GB i signifikantna povecanja aktivnosti
peroksidaza (GPx, Slika 4.3; GSHPX, Slika 4.4 i ASC-Px, Slika 4.6), dok je kod druga dva
klona povecanje GB uticalo na povecanje aktivnosti ASC-Px. Takode, kod klona M-1 je

utvrdena najbolja antiradikalska aktivnost prema hidroksil radikalu.
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4.2.4. Korelaciona analiza biohemijskih parametara topole izlozene vodnom
stresu

Poznato je da vodni stres moZe dovesti do povecanja aktivnosti antioksidantnih
enzima u biljkama koji na taj nacin Stite biljku od slobodnih radikala 1 pojave
oksidativnog stresa koji se moze pratiti preko merenja lipidne peroksidacije, intenziteta
oksidacije proteina i koli¢ine vodonik peroksida, zatim indukcije osmotski aktivnih
jedninjenja. Primenom regresione analize izracunati su korelacioni faktori izmedu svih
ispitanih parametara za uzorke lista (Tabela 4.3.) i korena (Tabela 4.4.) Dobijeni faktori
korelacije ukazuju na medusobni uticaj razli¢itih parametara u ispitivanim ekstraktima.

Znacajne pozitivne korelacije utvrdene su samo izmedu pojedinih antioksidantnih
enzima, dok SOD i GR nisu pokazale znafajne korelacije ni sa jednim ispitanim
parametrom. U uzorcima lista nadena je znaajna pozitivna korelacija izmedu ASC-PX i
GPx (r = 0.691), zatim izmedu ASC-Px i GSH-Px (r = 0.765), kao i negativna korelacija
izmedu koli¢ine GSH i aktivnosti GSH-Px (r = — 0.856). Aktivnosti enzima ASC-Px,
GPx i GSH-Px su u negativnim korelacijama sa aktivnosti katalaze. lako su svi navedeni
enzimi ukljuceni u uklanjanje vodonik peroksida, a CAT i ASC-Px predstavljaju klju¢ne
enzime detoksifikacije H,O,, njihovi afiniteti prema supstratu se razlikuju. Rezultati
ukazuju na to da se u uslovima 200 mOsm stresa aktivnosti enzima ASC-Px, GPx i GSH-
Px u listu uglavnom povecavaju u odnosu na kontrolu, dok se aktivnost CAT smanjuje. S
obzirom da se sa stresom povecava koli¢ina H,O,, a poznato je da ASC-Px ima veéi
afinitet prema H,0,, enzim ASC-Px je u odnosu na CAT vise delovao i uklanjao H,O, u
datim uslovima. Znacajna korelacija utvrdena je izmedu CAT i koli¢ine GSH (r = 0.686).
U uzorcima korena nadena je znacajna pozitivna korelacija izmedu SOD i GPx (r =
0.752), zatim izmedu ASC-Px i GSH-Px (r = 0.814), kao i negativne korelacije koli¢ine
GSH i aktivnosti GPx i SOD (r = —0.798 i — 0.801, redom). U literaturnim podacima se
navodi da aktivnost antioksidantnih enzima u uslovima vodnog stresa raste u odnosu na
kontrolu kod tolerantnih biljaka. S obzirom da u ovom radu vodni stres nije doveo do
znacajnog povecanja aktivnosti antioksidantnih enzima u korenu, to upucuje na zakljucak
da su kod ovih biljaka u ovom organu angazovani neenzimski mehanizmi odbrane, jer
drugi rezultati (kolic¢ina vodonik peroksida, intenzitet lipidne peroksidacije) ukazuju da su
biljke bile izlozene stresu usled vodnog deficita. Od svih ispitanih parametara u korenu u
uslovima vodnog stresa utvrdeno je znafajno povecanje kolicine GSH (posebno kod

klona M-1 i B-229) i GB. Koli¢ina GSH u listu u uslovima 100 mOsm stresa je veca u
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odnosu na kontrolu, dok je pri 200 mOsm stresu statisticki zna¢ajno manja. Poznato je da
GSH ucestvuje u regeneraciji askorbata iz dehidroaskorbinske kiseline kao i u procesima
uklanjanja ROS (Asada, 1999). Pored ove uloge, glutation ucestvuje u mnogim
reakcijama detoksifikacije metabolita. Utvrdeno naglo smanjenje koli¢ine GSH u listu u
uslovima 200 mOsm stresa se moze objasniti povecanom aktivnoséu GSH-Px koja je
utvrdena u datim uslovima kao 1 ulogom glutationa u uklanjanju ROS 1 ucestvovanju u
procesima detoksifikacije. Shalata i saradnici (2001) su ukazali da povecanje sadrzaja
redukovanog glutationa i askorbata imalo uticaja na bolje odrzavanje askorbat-glutation
ciklusa i uklanjanje ROS u uslovima oksidativnog stresa izazvanog Vvisokim
koncentracijama soli.

Odredivanjem parametara oksidativnog stresa, dobija se kompletnija slika
mehanizma delovanja vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000. U Poglavlju 2.2.1 detaljno
je opisan mehanizam nastajanja LP 1 OP. Znacajne pozitivne korelacije u uzorcima lista
utvrdene su izmedu intenziteta LP i koli¢ine prolina (r = 0.751), izmedu intenziteta
oksidacije proteina i ARP OH (r = 0.717), dok koli¢ina vodonik peroksida nije pokazala
znacajnu korelaciju ni sa jednim ispitanim parametrom u listu. Visoka, ali nesignifikantna
pozitivna korelacija utvrdena je izmedu GB 1 LP (r = 0.648). Takode, intenzitet oksidacije
proteina je u zna¢ajnoj pozitivnoj korelaciji sa aktivnostima enzima GPx, GSH-Px i ASC-
Px (r = 0.890, 0.714, 0.729, redom), kao 1 negativnoj korelaciji sa koli¢inom GSH (r = —
0.703) u listu. Ovakve pozitivne korelacije izmedu LP i prolina kao i OP i antioksidantnih
enzima se prema Chmielowska-Bak i saradnicima (2015) mogu objasniti ulogom
proizvoda oksidacije lipida i proteina u regulaciji ekspresije gena kod biljaka, ¢ime se
pokrece aktivacija esencijalnih odbrambenih mehanizama tokom stresa. U uzorcima
korena nadena je znacajna pozitivna korelacija izmedu intenziteta LP i aktivnosti enzima
PDH (r = 0.763) i izmedu H;0; i GB (r = 0.753), kao i negativna korelacija izmedu
intenziteta oksidacije proteina i sadrzaja GB (r = — 0.818). Ispitivanje nivoa MDA u
uslovima vodnog stresa je bilo predmet mnogih istrazivanja (Vendruscolo i sar., 2007;
Yang i sar., 2009). Yang i Miao (2010) su u istrazivanju tolerantnosti vrsta P.cathayana i
P. kangdingensis, koje naseljavaju razli¢ite nadmorske visine planine Himalaji, pokazali
da nivo MDA i koncentracija H,O, mogu biti korisni indikatori osetljivosti pojedinih
biljaka na susu. Tako su kod P.cathayana povecanja nivoa MDA i koncentracije H,O,
iznosila 88.9% i 99.7%, redom, dok su kod tolerantnije vrste P. kangdingensis, povecanja

iznosila 44% i 63.6% redom, u odnosu na kontrolu. Isto su pokazali Moran i saradnici
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(1994) koji su u grasku u uslovima suse odredili 4 puta ve¢i nivo MDA u odnosu na
kontrolu 1 utvrdili visoku korelaciju sa oksidacijom proteina, $to je takode u skladu sa
nasim rezultatima (r = 0.504).

Poznato je da vodni stres utice na intenzitet fotosinteze i na preraspodelu produkata
fotosinteze, Sto dovodi do sinteze osmotski aktivnih materija — Secera i amino-kiselina,
posebno prolina. Takode, vodni stres utiCe negativno na sadrzaj fotosintetickih
pigmenata, §to ogranicava fotosintezu i smanjuje zaStitu od ROS (Lei i sar., 2006;
Toscano i sar., 2016; Marok i sar., 2013). U skladu sa ovim su rezultati dobijeni za klon
M-1 kod koga je u uslovima 100 mOsm stresa odredeno statisti¢ki znac¢ajno povecanje
chla i chlb, kao i poveéana antiradikalska aktivnost ovog ekstrakta prema hidroksil
radikalu u uslovima stresa. Pojedini autori smatraju da je povecan sadrzaj pigmenata u
uslovima suSe osobina tolerantnih biljaka (Pérez-Pérez i sar, 2007; Yin i sar., 2009). U
okviru ove teze utvrdene su negativne korelacije izmedu prolina i sadrzaja fotosintetickih
pigmenata od kojih je znacajna korelacija izmedu prolina i sadrzaja karotenoida (r = -
0.840). U nekoliko studija utvrdena je pozitivna korelacija akumulacije GB i povecanja
sposobnost biljaka da neutraliSu ROS u uslovima stresa (Park i sar., 2004; Ahmad i sar.,
2008; 2010). U okviru ove disertacije, kod svih ispitanih klonova utvrdena su povecanja
GB u uslovima vodnog stresa, koja su u uzorcima lista pra¢ena aktivacijom razli¢itih
antioksidantnih enzima (kod klona M-1 utvrdena su znacajna povecanja aktivnosti GPx,
GSHPx i ASC-Px; kod klona B-229 i PE19/66 povecanje aktivnosti ASC-Px). Pored
ovakve uloge glicin-betaina, Ahmad i saradnici (2013) isticu da GB uti¢e na indukciju
razli¢itih gena od kojih su neki ukljuceni u izbegavanje razliCitih stresnih uslova, zatim
regulaciju prenosa signala, metabolizma i membranskih transportera. U okviru ove teze
sadrzaj GB je u uzorcima lista u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa koli¢inom prolina,
sadrzajem chlb i ARP OH (r = 0.732, 0.721, 0.686, redom), dok je u uzorcima korena u
pozitivnoj korelaciji sa koli¢cinom H,0, i negativnoj korelaciji sa intenzitetom oksidacije
proteina (r = 0.753 i — 0.818, redom). Visoka vrednost pozitivne korelacije utvrdena je
izmedu prolina i GB (r = 0.732), dok je izmedu prolina i enzima uklju¢enog u razgradnju
prolina, PDH, utvrdena visoka vrednost negativne korelacije (r = - 0.759). Prolin u
uzorcima korena nije pokazao nijednu statisticki znac¢ajnu korelaciju, ali je u pozitivnim
korelacijama sa antioksidantnim enzimima. O mogucoj ulozi prolina u =zastiti

antioksidantnih enzima u Stetnim uslovima in vivo i in vitro se sve viSe govori.

102



RuZica Zdero Pavlovic

Doktorska disertacija

Tabela 4.3. Korelacioni faktor (r) izmedu ispitanih parametara u uzorcima lista pri znacajnosti p < 0.05

SOD CAT GPx GSH-Px GR APx GSH LP OP H,0, PRO PDH GB CHLa CHLb CAR
SOD 1.000
CAT 0.637
GPx -0.301 -0.413
GSH-Px -0.229 -0.504 0.655
GR 0.246  0.123 -0.140 -0.655
APXx -0.256 -0.333 0.691 0.765 -0.651
GSH 0312 0.686 -0.602 -0.856 0.354 -0.542
LP -0.258 -0.477 0.208 0.386 -0.236 0.401 -0.287
OP -0.261 -0.640 0.890 0.714 -0.199 0.729 -0.703 0.504
H,0, 0.442 0.062 -0.160 0.227 -0.403 0.279 0.141 0.404 0.089
PRO -0.306 -0.450 -0.117 0.316 -0.563 0.393 -0.101 0.751 0.208 0.657
PDH 0461 0.611 0.193 0.037 0.104 0.079 -0.001 -0.621 -0.135 -0.272 -0.759
GB -0.223 -0.639 -0.204 0.199 -0.237 0.082 -0.339 0.648 0.235 0.323 0.732 -0.810
CHLa 0362 0.746 0.134 -0.247 0322 -0.142 0371 -0.287 -0.210 -0.266 -0.644 0.721 -0.810
CHLb 0247 0394 0521 0.126 0.210 0.274 0.029 0.105 0.286 -0.103 -0.398 0.593 0.721 0.849
CAR 0.407 0518 0.215 -0.266 0.611 -0.287 0.145 -0.329 -0.050 -0.477 -0.840 0.686 0.593 0.860 0.755
ARP OH 0.082 -0.102 0.737 0.452 0.084 0527 -0.438 0.453 0.717 -0.064 -0.138 0.291 0.686 0.418 0.803 0.520

Tabela 4.4. Korelacioni faktor (r) izmedu ispitanih parametara u uzorcima korena pri znac¢ajnosti p < 0.05

SOD CAT GPx GSH-Px GR APX GSH LP OP H,0, PRO PDH
SOD 1.000
CAT 0.184
GPx 0.752  0.161
GSH-Px 0.130 -0.203  0.478
GR -0.231 0550 -0.018 0.339
APX 0.158 -0.003 0.163 0.814 0.455
GSH -0.801 -0.377 -0.798 -0.320 0.078 -0.287
LP -0.436  0.087 -0.247 0.128 0.530 0.154  0.167
OP 0.527 -0.302 0650 0731 -0.127 0509 -0.399 -0.496
H,0, -0.070  0.092 -0475 -0.924 -0.497 -0.747 0251 -0.159 -0.590
PRO 0513 0383 0640 0313 0.137 0.264 -0.622 -0.139 0.293 -0.453
PDH -0.302 -0.365 -0.168 0398 0415 0381 0321 0.763 -0.065 -0.435 -0.077
GB -0.271  0.289 -0428 -0.717 -0.239 -0580 0.064 0333 -0.818 0.753 -0.209 -0.199
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4.3. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na polifenolni profil i

antioksidantni kapacitet lista i korena odabranih klonova topole

cilju utvrdivanja uticaja vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj
odabranih fenolnih jedinjenja u metanolnim ekstraktima lista i korena klonova
topole, primenjena je HPLC/UV-Vis tehnika. Odredivanje polifenolnog
profila obuhvatilo je analizu 10 fenolnih kiselina i 4 flavonoida. U ispitanim uzorcima
detektovana su polifenolna jedinjenja iz klase hidroksibenzoevih kiselina (galna,
protokatehinska, p-hidroksibenzoeva), hidroksicimetnih kiselina (kafena, hlorogenska, p-
kumarinska, ferulna, izoferulna), salicilna kiselina i njen glikozid salicin kao i flavonoidi
(katehin, hrisin, miricetin i kemferol). Rezultati su dati u Tabeli 4.5. i Tabeli 4.6. Na Slici
4.12. prikazan je hromatogram uzorka lista klona B-229 na 270 nm na kojem je oznacen

pik salicina.

m/ DetB ChZ

400

RTz 460

300

200

00

Slika 4.12. HPLC hromatogram uzorka lista kontrole klona B-229 na 270 nm (oznacen je

pik salicina)

HPLC/UV-Vis analizom utvrdene su razlike u fenolnom profilu lista i korena
kontrolnih biljaka tri ispitana klona M-1, B-229 i PE19/66. Kao dominantne komponente
kod sva tri klona u oba organa detektovani su katehin (od 17.68 do 26.94 mg/g s.e. u listu
I u korenu od 5.75 do 33.82 mg/g s.e.) i salicin (od 2.86 do 4.90 mg/g s.e. u listu i u

korenu od 3.49 do 5.47 mg/g s.e.) Sto je u skladu sa rezultatima Randriamanana i
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saradnika (2014). U listu B-229 klona dominantnija komponenta od salicina je
protokatehinska kiselina detektovana u koli¢ini 3.99 mg/g s.e. (41% ukupnih fenolnih

kiselina).

Tabela 4.5. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 (100 i 200 mOsm) na sadrZaj
odabranih fenolnih kiselina u ekstraktima korena i lista klonova topole (M-1, B 229 i
PE19/66).

koncentracija (mg/g ekstrakta)

alicilna
iselina
-h1droksi
enzoeva

Protokatehinska
Ferulna kiselina

kiselina
p-kumarinska

uzorak organ

klon

Tretman

Salicin

S

k

Galna kiselina

p

b

kiselina

Kafena kiselina

Hlorogenska

kiselina

kiselina

Isoferulna

kiselina
Ukupan sadrzaj

o
N
(o]
=
[EEN
o
[EEN
w
o

¢ 3.29* 1.33% 0.99° 2.47° 0.84° 0.24* 0.35° 0.17° 0.19°
100 5 49° 0.90° 0.82° 2.27° 0.79° 0.19° 0.31°0.11° 0.18% 0.30* 8.37°
200 186°1.23%0.69° 2.99° 1.13° 0.23* 0.39% 0.20* 0.15" 0.20° 9.07°

M-1

¢ 2.86% 0.57% 0.76" 3.99° 0.49° 0.122% 0.17° 0.05° 0.23° 0.44%® 9.69°
100 5 26° 0.42° 0.69° 3.15"° 0.44° 0.116° 0.14° 0.06" 0.30% 0.48* 8.06"
200 5 18°(0.43° 1.03% 2.01° 0.89° 0.134° 0.28% 0.07% 0.29° 0.43° 7.74°

LIST
B-229

¢ 4.90° 0.56% 0.95% 1.69° 1.13* 0.15° 0.31° 0.09% 0.50° 0.67° 10.96°
100 5772 0.55% 0.80° 2.02° 0.25° 0.11° 0.54% 0.04" 0.31° 0.49° 7.87°
200 5 20° 0,522 0.53° 1.67° 0.98° 0.08° 0.15° 0.05° 0.39° 0.58" 7.16°

PE19/66

C  349°0.46° 0.60° 0.42* 1.51° 0.16° 0.06° 0.04* 0.11° 0.24* 7.09°
100 1 88 0.19° 0.53" 0.07° 0.98" 0.12° 0.06%0.02° 0.08" 0.17° 4.11°
200 119°0.21° 0.30° 0.14° 0.79° 0.10° 0.03° 0.01° 0.02° 0.07° 2.79°

M-1

¢ 5.47% 0.40° 0.95% 0.23* 1.78% 0.36° 0.09% 0.15% 0.12° 0.07° 9.62°
100 505 0.62% 0.55° 0.12° 1.34° 0.08° 0.04° 0.01° 0.07° 0.24% 5.12°
200 1 67°0.44° 056" 0.10° 1.29° 0.13° 0.05° 0.03" 0.04° 0.06" 4.37°

KOREN
B-229

¢ 5.15% 0.40% 1.22% 0.17° 1.93* 0.20° 0.08% 0.06% 0.27° 0.15° 9.63°
100 5192 0.19° 0.71° 0.04° 0.42° 0.27% 0.00° 0.00° 0.03° 0.10° 3.95

200 0.95° 0.12° 0.54° 1.05* 0.02° 0.14° 0.00° 0.00° 0.01° 0.03° 2.85°
*Vrednosti oznacene razli¢itim malim slovom, za svako jedinjenje i klon, se statisticki znacajno
razlikuju (p < 0.05) po Duncan-ovom testu
**Povecanje do 50% u odnosu na kontrolu je oznaceno Italic stilom, dok su povecanja iznad 50%

PE19/66

podebljana.

Dudonné i saradnici (2011) su ispitivali sadrZaj odabranih fenola u ekstraktu
pupuljaka vrste Populus nigra i identifikovali kao glavne komponente fenolne kiseline
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(kafena, p-kumarna, ferulna, izoferulna, cimetna i O-metilkafena kiselina), salicin i
flavonoidne aglikone (pinobaksin 5-metiletar, pinobaksin i pinocembrin), Sto je delom u
saglasnosti sa rezultatima ove teze. U ekstraktima korena 1 listova klonova topole takode
su odredene fenolne kiseline i salicin, ali razli¢iti flavonoidi. Identifikovane komponente
u ekstraktima su dobro poznate fitohemikalije nadene u vrstama topola (Devappa i sar.,
2015). Randriamanana i saradnici (2014) su u listu vrste P.tremula kao glavnu
komponentu medu fenolnim kiselinama identifikovali hlorogensku kiselinu (~38% od
ukupnih fenolnih kiselina), od flavonoida kemferol-3-glukuronid i katehin (~56%
ukupnih flavonoida), a od salicinoida salikortin i tremulacin, Sto je delom u saglasnosti sa
rezultatima ove teze. Isti autori su u korenu kao glavne komponente identifikovali
derivate p-hidroksicimetne kiseline, katehin i salikortin.

Poznato je da Populus vrste sadrze specificne fenolne glikozide salicina, tako da
salicin predstavlja marker jedinjenje roda Populus. Kao $to je prikazano u Tabeli 4.5. vidi
se da je salicin identifikovan u vecoj koli¢ini od pojedinih fenolnih kiselina i da vodni
stres uti¢e na smanjenje sadrZaja salicina kod svih ispitanih klonova. Analizom uticaja
vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj fenolnih komponenti, uglavnom je
utvrdeno smanjenje sadrzaja u odnosu na kontrolu, Sto je u skladu sa rezultatima
dobijenim za sadrzaj ukupnih fenola.

StatistiCki znacajno povecanje 1 povecanje za 50% u odnosu na kontrolu je utvrdeno
samo u nekim slucajevima i posebno je nazna¢eno u Tabeli 4.5. i Tabeli 4.6. Kod klona
B-229 u ekstraktu lista pod uticajem 100 mOsm stresa statisticki znac¢ajno se povecala
koli¢ina ferulne kiseine, p-kumarinske Kiseline i miricetina, a pod uticajem 200 mOsm
stresa je odredeno statisticki znacajno povecanje sadrzaja galne kiseline, hlorogenske
kiseline, p-hidroksibenzoeve kiseline, p-kumarinske i ferulne kiseline; zatim u ekstraktu
korena pod uticajem 100 mOsm stresa znacajno se povecao sadrzaj salicilne Kiseline,
izoferulne kiselne, hrisina, miricetina i kemferola, dok je u uslovima 200 mOsm stresa u
ekstraktu korena odredeno znacajno povecanje slede¢ih flavonoida: hrisina, miricetina i
kemferola. Kod klona PE19/66 u ekstraktu lista je odredeno statisticki znacdajno
povecanje sadrzaja hlorogenske kiseline, protokatehinske kiseline, hrisina i kemferola
(pod uticajem 100 mOsm stresa), dok je u ekstraktu korena utvrdeno statisticki znacajno
povecéanje sadrzaja kafene kiseline (pod uticajem 100 mOsm stresa), protokatehinske
kiseline i hrisina (pod uticajem 200 mOsm stresa). Kod klona M-1 u ekstraktu lista pod

uticajem 100 mOsm stresa je utvrdeno statisti¢ki znacajno povecanje izoferulne kiseline i
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flavonoida hrisina, miricetina i kemferola; dok su pod uticajem 200 mOsm stresa
utvrdena statisticki znaCajna povecanja sadrzaja protokatehinske kiseline, p-
hidroksibenzoeve kiseline, hlorogenske kisleine i p-kumarinske kiseline. U korenu klona
M-1 je odredeno statisticki znacajno povecanje sadrzaja flavonoida (hrisin, miricetin i

kemferol) u uslovima 100 mOsm stresa.

Tabela 4.6. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 (100 i 200 mOsm) na sadrZaj
odabranih flavonoida u ekstraktima korena i lista klonova topole (M-1, B-229 i PE19/66).

koncentracija (mg/g ekstrakt)

uzorak organ
klon
Tretman
Miricetin
Kemferol

Katehin
Hrisin
ukupan sadrzaj

c 17.68°0.20° 0.10° 0.021°
100 12.52° 0.23* 0.12° 0.024% 12.88°
200 12.44°0.22% 0.09° 0.016° 12.76°

[N
o2}
o
o
£

M-1

c 22.74* 0.36° 0.15° 0.06° 23.31°
100 17.46° 0.29° 0.19° 0.04° 17.97°
200 15.06° 0.27° 0.15° 0.03° 15.51°

LIST
B-229

c 26.94% 0.40° 0.19° 0.05" 27.57°
100 26.20% 0.54* 0.18° 0.07* 26.99%
200 25.80% 0.29° 0.15° 0.04° 26.28°

PE19/66

c 5.75° 0.28" 0.038° 0.00° 6.07°
100  6.44* 0.35* 0.015° 0.00° 6.80%
200 2.85° 0.36% 0.004° 0.00° 3.21°

M-1

c 33.82% 0.20° 0.02° 0.004° 34.05%
100 15.40° 0.46* 0.14° 0.101* 16.10°
200 17.06° 0.30° 0.06" 0.018° 17.43°

KOREN
B-229

c 25.73% 0.16° 0.02° 0.012% 25.92°
100 12.28° 0.18° 0.04® 0.000° 12.5°

200 0.87° 0.25° 0.01° 0.002° 1.13°

*Vrednosti oznacene razli¢itim malim slovom, za svako jedinjenje i klon, se statisti¢ki zna¢ajno razlikuju (p
< 0.05) po Duncan-ovom testu
**Povecanje do 50% u odnosu na kontrolu je oznaéeno Italic stilom, dok su poveéanja iznad 50%
podebljana.

PE19/66

Poznato je da fenolna jedinjenja pruzaju konstitutivnu odbranu biljkama u uslovima
abioti¢kog i bioti¢kog stresa (Ruuhola i sar., 2001). Ipak, u nekoliko istrazivanja je
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pokazano da konstitutivan nivo fenola mozZe da se poveca kao odgovor na infekcije
mikroorganizmima, povrede, susu i dr. (Ruuhola i sar., 2001; Yoshida i sar., 2005;
Barchet i sar., 2014). Istrazivanja uticaja vodnog i osmotskog stresa na polifenole su dala
razliite rezultate u smislu da je sadrzaj opadao ili rastao u zavisnosti od vrste, tipa i
intenziteta stresa (Cheruiyot i sar., 2007; Petridis i sar., 2012; Griesser i sar., 2015;
Cherit-Hacid i sar., 2015). Barchet i saradnici (2014) su sproveli istrazivanje uticaja suse
na metabolic¢ki profil klonova hibridne topole 1 utvrdili da se pri susi povecao sadrzaj
katehina i kemferola, zatim osmolita rafinoze i galaktinola kao i razli¢itih amino kiselina.
Kirakosyan i saradnici (2004) su utvrdili visestruko povecanje sadrzaja hlorogenske
kiseline u uslovima su3e kod dve vrste gloga, Sto je u skladu sa naSim rezultatima.

Na Histogramu 4.15. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj ukupnih fenola u listu i korenu odabranih klonova
topole. Sadrzaj ukupnih fenola izrazen u mg ekvivalenata galne kiseline/g suve mase (mg
GAE/g s.m.) je u listu u kontrolama iznosio: 20.93 (M-1), 16.49 (B-229) i 21.67
(PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG sadrzaj ukupnih fenola se menjao u opsegu
od: 8.16-15.76 mg EGA/g s. m. (M-1), 17.05-18.21 mg EGA/g s. m. (B-229) i 17.65-
18.78 mg EGA/g s. m. (PE19/66). Kod klonova M-1 i PE19/66 utvrdena su znacajna
smanjenja sadrzaja fenola pri tretmanima u odnosu na kontrolu, a najizrazitije je
zabelezeno kod klona M-1 pri 200 mOsm tretmanu (61%). Kod B-229 klona utvrdeno je

povecanje sadrzaja fenola pri tretmanima, a najvece je iznosilo (13.9%).
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Histogram 4.15. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj ukupnih
fenola u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisti¢ki se znacajno razlikuju (p < 0.05)
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Sadrzaj ukupnih fenola izrazen u mg ekvivalenata galne kiseline/g suve mase je u
korenu u kontrolama iznosio: 5.18 (M-1), 6.79 (B-229) i 6.72 (PE19/66). Pod uticajem
razli¢itih doza PEG sadrzaj ukupnih fenola se menjao u opsegu od: 3.96-4.93 mg EGA/g
s. m. (M-1), 5.05-5.22 mg EGA/g s. m. (B-229) i 5.01-5.14 mg EGA/g s. m. (PE19/66).
Sadrzaj fenola se smanjivao pri tretmanima kod svih klonova.

Fenoli igraju vaznu ulogu u razvijanju otpornosti biljaka na vodni i oksidativni stres
zahvaljuju¢i svojim antioksidantnim osobinama (Gould i sar., 2002). Prema rezultatima
sa Histograma 4.15. moze se zakljuéiti da se sadrzaj ukupnih fenola uglavnom smanjuje u
uslovima vodnog stresa, Sto moze biti rezultat njihove oksidacije antioksidantnim
enzimima koji koriste fenole kao supstrat ili je rezultat smanjene sinteze. Ovo je u skladu
sa rezultatima Hussien i saradnika (2015) i Salem i saradnika (2014) koji su dokazali da
susa izaziva smanjenje sadrzaja ukupnih fenola. Ahmed i saradnici (2015) su samo kod
tolerantnog tipa graska utvrdili povecanje sadrzaja fenola u uslovima suse.

Na Histogramu 4.16. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj ukupnih flavonoida u listu i korenu odabranih klonova
topole. SadrZzaj ukupnih flavonoida izrazen u mg ekvivalenata kvercetina/g suve mase
(mg EQ/g s. m.) je u listu u kontrolama iznosio: 2.20 (M-1), 1.25 (B-229) i 2.19
(PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 sadrzaj ukupnih flavonoida se menjao
u opsegu od: 1.14-1.25 mg EQ/g s. m. (M-1), 1.48-1.54 mg EQ/g s. m. (B-229) i 1.53-
1.61 mg EQ/g s. m. (PE19/66). Kod B-229 klona utvrdena su statisticki znacajna
povecanja koli¢ine flavonoida, a najvece pri 100 mOsm tretmanu (23.2%). Kod klonova
M-1 i PE19/66 utvrdena su znacajna smanjenja sadrzaja flavonoida pri tretmanima u
odnosu na kontrolu, a najizrazitije je zabeleZzeno kod klona M-1 pri 100 mOsm tretmanu
(48.2%).

Sadrzaj ukupnih flavonoida izrazen u mg ekvivalenata kvercetina/g suve mase je u
korenu u kontrolama iznosio: 0.036 (M-1), 0.045 (B-229) i 0.068 (PE19/66). Pod
uticajem razli¢itih doza PEG 6000 sadrzaj ukupnih flavonoida se menjao u opsegu od:
0.037-0.059 mg EQ/g s. m. (M-1), 0.010-0.017 mg EQ/g s. m. (B-229) i 0.044-0.047 mg
EQ/g s. m. (PE19/66). Kod M-1 klona utvrdeno je statisticki znacajno povecanje koli¢ine
flavonoida pri 200 mOsm tretmanu (63.9%). Kod klonova B-229 i PE19/66 utvrdena su
znacajna Smanjenja sadrzaja flavonoida pri tretmanima u odnosu na kontrolu, a

najizrazitije je zabelezeno kod klona B-229 pri 100 mOsm tretmanu (77.8%).
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Histogram 4.16. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj ukupnih
flavonoida u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna gresSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

I drugi autori navode da vodni stres uti¢e na promenu sadrzaja flavonoida kod
biljaka (Nogués i sar., 1998; Kirakosyan i sar., 2004; Hussien i sar., 2015). Ahmed i
saradnici (2015) su utvrdili povecanje sadrzaja ukupnih flavonoida u uslovima vodnog
deficita kod tri genotipa graska. Smanjenje sadrZaja flavonoida u korenu klonova B-229 i
PE19/66 je u skladu sa rezultatima Dash 1 saradnika (2017) koji su utvrdili znacajno
smanjenje sadrzaja flavonoida u korenu kod klona P.tremula x P.alba u uslovima vodnog
stresa izazvanog PEG 6000.

Na Histogramu 4.17. prikazani su rezultati ispitivanja uticaja vodnog stresa
izazvanog sa PEG 6000 na sadrZaj ukupnih proantocijanidina u listu i korenu odabranih
klonova topole. Sadrzaj ukupnih proantocijanidina izrazen u mg cijanidina/100 g suve
mase je u listu u kontrolama iznosio: 4.77 (M-1), 11.87 (B-229) i 13.71 (PE19/66). Pod
uticajem razli¢itih doza PEG 6000 sadrZaj ukupnih proantocijanidina se menjao u opsegu
od: 8.44-8.84 mg cijanidina/100 g s. m. (M-1), 12.96-13.16 mg cijanidina/100 g s. m. (B-
229) i 6.36-9.74 mg cijanidina/100 g s. m. (PE19/66). Sadrzaj ukupnih proantocijanidina
se statisticki signifikantno povecao pri svim tretmanima u odnosu na kontrolu kod
klonova M-1 i B-229, a najvece povecanje je zabeleZeno kod klona M-1 pri 200 mOsm
tretmanu (85.3%). Kod klona PE19/66 utvrdeno je smanjenje sadrZaja ukupnih
proantocijanidina, najvece pri 200 mOsm tretmanu (53.6%).

Sadrzaj ukupnih proantocijanidina izrazen u mg ekvivalenata cijanidina/100 g

suve mase je u korenu u kontrolama iznosio: 20.46 (M-1), 37.57 (B-229) i 39.93
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(PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 sadrzaj ukupnih proantocijanidina se
menjao u opsegu od: 6.75-20.36 mg cijanidina/100 g s. m. (M-1), 30.99-38.34 mg
cijanidina/100 g s. m. (B-229) i 13.06-21.85 mg cijanidina/100 g s. m. (PE19/66).
Najvece promene sadrzaja ukupnih proantocijanidina su zabelezene pri 100 mOsm
tretmanu kod klona PE19/66 (67.3%) i kod klona M-1 (67%).
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Histogram 4.17. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na sadrzaj ukupnih

proantocijanidina u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66
Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznaéene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Salem i saradnici (2014) ukazuju da se kod biljaka izloZenih jac¢im su$nim uslovima
smanjuje sadrzaj polifenola, flavonoida i proantocijanidina. Takode, Carter i saradnici
(1999) su kod vrste Lotus corniculatus u uslovima suSe odredili smanjenje sadrZaja
proantocijanidina u listovima i korenu. Hernandez i saradnici (2006) su utvrdili zna¢ajno
povecéanje sadrzaja proantocijidina u listovima Caja tek nakon 26 dana izlozenosti susi.
Miranda i saradnici (2007) su pri ispitivanju odgovora hibridne topole na infekciju
Melalampsora medusae utvrdili akumulaciju sadrZaja proantocijanidina.

Rezultati uticaja PEG 6000 na aktivnost fenilalaninamonijum-lijaze (PAL) u listu i
korenu klonova topole prikazani su na Histogramu 4.18. Aktivnost PAL izrazena u U/mg
proteina je u listu u kontrolama iznosila: 0.117 (M-1), 0.100 (B-229) i 0.158 (PE19/66).
Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 aktivnost PAL se menjala u opsegu od: 0.087 -
0.117 U/mg proteina (M-1), 0.137-0.142 U/mg proteina (B-229) i 0.097-0.174 U/mg
proteina (PE19/66). U uslovima vodnog stresa samo kod klona B-229 aktivnost PAL se

statisticki znacajno povecala (42% pri 200 mOsm tretmanu), dok kod drugih klonova
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utvrdene promene nisu statisticki znacajne, sem znacajnog pada aktivnosti kod klona
PE19/66 pri 100 mOsm tretmanu (38.6%).

Aktivnost PAL izrazena u U/mg proteina je u korenu u kontrolama iznosila:
0.00271 (M-1), 0.00163 (B-229) i 0.00293 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG
6000 aktivnost PAL se menjala u opsegu od: 0.00147-0.00217 U/mg proteina (M-1),
0.00344-0.00466 U/mg proteina (B-229) i 0.00109-0.00368 U/mg proteina (PE19/66).
Statisticki znacajno povecanje aktivnosti zabeleZzeno je samo kod klona B-229 pri 200

mOsm tretmanu (185.9%). Kod klona PE19/66 pri 100 mOsm tretmanu zabelezeno je

statisticki znac¢ajno smanjenje aktivnosti PAL (62.8%).
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Histogram 4.18. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost

fenilalaninamonijum-lijaze u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE 19/66
Rezultat je izraZen kao srednja vrednost + standardna greSka. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

1z rezultata prikazanih na Histogramu 4.18. vidi se da se aktivnost PAL razli¢ito
menjala u zavisnosti od klona i primenjenog stresa, Sto je u skladu sa rezultatima
Phimchan 1 saradnika (2014). Mnogi autori su uocili povecanje aktivnosti PAL tokom
suse (Jaafar i sar., 2012; Ahmed i sar., 2015).

Rezultati uticaja vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost polifenol-
oksidaze (PPO) u listu i korenu klonova topole prikazani su na Histogramu 4.19.
Aktivnost PPO je varirala medu kontrolama u listu od 155.94 do 251.04 U/mg proteina i
korenu od 52.31 do 85.12 U/mg proteina. Znacajno povecanje aktivnosti PPO u uzorcima
korena nije zabelezeno ni kod jednog klona ni pri jednom tretmanu. Kod klona PE19/66

pri 200 mOsm tretmanu zabeleZeno je statisticki znacajno povecanje aktivnosti PPO u
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listu, dok je kod klona B-229 pri tretmanu od 100 mOsm u uzorku lista zabelezeno

znacajno smanjenje aktivnosti PPO.
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Histogram 4.19. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na aktivnost
polifenol-oksidaze u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE19/66

Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Oksidacija flavonoida u biljkama je uglavnom katalizovana polifenol-oksidazama i
peroksidazama. Aktivnosti ovih enzima se indukuju tokom u uslovima stresa, a narocito
pri napadu patogena (Pourcel i sar., 2007). 1z izlozenih rezultata se moze konstatovati da
je do statisticki signifikantnog povecanja aktivnosti PPO do$lo samo pri 200 mOsm
tretmanu u listu klona PE19/66, dok u korenu nije doslo do statisticki znacajnih promena
aktivnosti. Mnogi autori su uocili povecanje aktivnosti PPO tokom suSe (Ahmed 1 sar.,
2015; Chakhchar i sar., 2015).

Jedna od najcesce primenjenih metoda za odredivanje antioksidantnog potencijala je
DPPH metoda. Na Histogramu 4.20. prikazane su rezultati delovanja ekstrakata na
neutralizaciju DPPH radikala izrazeni kao DPPH ARP (eng. Antiradical power, ARP =
1/1Csy).

Vrednosti za DPPH ARP u listu u kontrolama su iznosile: 2.943 (M-1), 2.117 (B-
229)12.852 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 vrednosti su se menjale u
opsegu od: 1.741 - 1.755 (M-1), 2.323-2.543 (B-229) i 2.535-2.805 (PE19/66). U
uslovima vodnog stresa samo kod klona B-229 DPPH ARP vrednost se statisti¢ki

znacajno povecala, dok je kod drugih klonova DPPH ARP vrednost opadala.
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Vrednosti za DPPH ARP u korenu u kontrolama su iznosile: 0.768 (M-1), 1.084 (B-
229) i 1.934 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 vrednosti su se menjale u
opsegu od: 0.457 - 0.706 (M-1), 0.708-0.817 (B-229) i 0.669-0.949 (PE19/66). U
uslovima vodnog stresa kod svih klonova DPPH ARP vrednost se smanjivala, najvece je

utvrdeno kod klona PE19/66 pri 200 mOsm tretmanu (65.4%).
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Histogram 4.20. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na DPPH
antiradikalsku aktivnost u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE 19/66

Rezultat je izraZzen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznacene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Labanowska i saradnici (2013) su utvrdili da tolerantnije vrste biljaka pokazuju
ve¢u DPPH aktivnost u odnosu na osetljive, ali je kod svih biljaka u uslovima vodnog
stresa izazvanog sa PEG 600 odredena manja DPPH aktivnost u odnosu na kontrolu, §to
se moze objasniti angazovanjem antioksidanta za uklanjanje viska ROS nastalih tokom
stresnih uslova. Ahmed i saradnici (2015) su samo kod tolerantnog tipa graska utvrdili
povecanje DPPH aktivnosti u uslovima suse.

Rezultati ispitivanja redukcionog potencijala ekstrakata izrazenim u mg
ekvivalenata askorbinske kiseline/g suve mase (mg EAscCA/g s. m.) prikazani su na
Histogramu 4.21. Vrednosti za FRAP u listu u kontrolama su iznosile: 10.5 (M-1), 8.1
(B-229) 1 12.3 (PE19/66). Pod uticajem razlic¢itih doza PEG 6000 vrednosti su se menjale
u opsegu od: 7.6 -7.9 mg EAscA/g s. m. (M-1), 8.5-8.7 mg EAscA/g s. m. (B-229) i 9.0-
9.1 mg EAscA/g s. m. (PE19/66). U uslovima vodnog stresa samo kod klona B-229
FRAP vrednost se nije statisticki zna¢ajno menjala, dok je kod drugih klonova FRAP

vrednost znacajno opadala.
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Vrednosti za FRAP u korenu u kontrolama su iznosile: 2.7 (M-1), 3.3 (B-229) i 3.8
(PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 vrednosti su se menjale u opsegu od:
2.1- 2.7 mg EAscA/g s. m. (M-1), 2.3-2.6 mg EAscA/g s. m. (B-229) i 2.5-3.1 mg
EAscA/g s. m. (PE19/66). U uslovima vodnog stresa kod svih klonova FRAP vrednost se

smanjivala.
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Histogram 4.21. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na redukcioni
potencijal u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE 19/66

Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznaéene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Ispitivanja antioksidanih osobina korena i lista vinove loze u uslovima suSe su
ukazala na smanjenje redukcionog potencijala koje je u korelaciji sa smanjenim
sadrzajem fenolnih jedinjenja (Krol i sar., 2014). Labanowska i saradnici (2013) su
utvrdili ve¢u redukcionu sposobnost pSenice u uslovima vodnog stresa izazvanog sa PEG
600.

Na Histogramu 4.22. prikazani su rezultati delovanja ekstrakata na neutralizaciju
superoksid anjon radikala.

Vrednosti za SOA ARP u listu u kontrolama su iznosile: 2.5 (M-1), 2.1 (B-229) i
3.1 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 vrednosti su se menjale u opsegu
od: 2.0 -2.4 (M-1), 2.8-3.2 (B-229) i 2.2-2.7 (PE19/66). U uslovima vodnog stresa samo
kod klona B-229 SOA ARP vrednost se statistiCki znacajno povecala u odnosu na
kontrolu, i to najviSe pri 100 mOsm tretmanu (49.7%), dok se kod drugih klonova SOA
ARP vrednost smanjivala.

Vrednosti za SOA ARP u korenu u kontrolama su iznosile: 0.83 (M-1), 1.15 (B-

229) 1 1.43 (PE19/66). Pod uticajem razli¢itih doza PEG 6000 vrednosti su se menjale u
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opsegu od: 0.71- 0.75 (M-1), 0.77-0.94 (B-229) i 0.79-1.05 (PE19/66). U uslovima

vodnog stresa kod svih klonova SOA ARP vrednost se smanjivala.
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Histogram 4.22. Uticaj vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 na SOA

antiradikalsku aktivnost u listu i korenu klonova topole M-1, B-229 i PE 19/66
Rezultat je izrazen kao srednja vrednost + standardna greska. Vrednosti oznaéene razli¢itim malim
slovom statisticki se znacajno razlikuju (p < 0.05)

Superoksid anjon radikal je veoma Stetan za ¢elijske komponente. Kao $to se vidi na
Histogramu 4.22. sposobnost neutralizacije O, radikala se statisticki znacajno povecala
samo kod klona B-229 u listu u uslovima vodnog stresa, $to je povezano sa poveéanjem
sadrzaja flavonoida u ovim ekstraktima. Robak i Glyglewski (1988) smatraju flavonoide

efikasnim antioksidantima, uglavnom zbog sposobnosti da neutraliSu O," radikale.

4.3.1. Korelaciona analiza i PCA

Regresiona anliza, primenjena na dobijene rezultate antioksidantne aktivnosti
ekstrakata i analize polifenolnog profila (Tabela 4.7.) pokazuje da postoji visok stepen
korelacije sadrzaja ukupnih fenola i sposobnosti ,,hvatanja“ DPPH" i O, radikala, kao i
redukcionog potencijala (r = 0.94, 0.95 i 0.96), kao i ukupnih flavonoida i sposobnosti
»hvatanja“ DPPH" i O," radikala, i redukcionog potencijala (r = 0.93, 0.93 i 0.99), §to
ukazuje na to da pri neutralizaciji slobodnih radikalskih vrsta, kada se ona odvija po
mehanizmu transfera elektrona tj. redukcije, fenolna jedinjenja i flavonoidi imaju klju¢nu
ulogu. Manje vrednosti od ovih faktora (r > 0.71), ali i dalje visoke i znac¢ajne, utvrdene
su izmedu sadrzaja navedenih antioksidantnih aktivnosti i pojedinih polifenolnih

jedinjenja: miricetin, protokatehinska kiselina, hlorogenska kiselina, ferulna kiselina i
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izoferulna kiselina, Sto ukazuje da sadrzaj ovih jedinjenja takode uti¢e na nivo
neutralizacije slobodnih radikala. Takode, visok stepen pozitivne korelacije utvrden je 1
izmedu pojedinih jedinjenja: ferulna — izoferulna kiselina (r = 0.91), miricetin —
izoferulna kiselina (r = 0.90), salicilna kiselina — p-kumarna kiselina (r = 0.81), miricetin
— kemferol (r = 0.80), miricetin — ferulna kiselina (r = 0.75), salicin — galna kiselina (r =
0.75), itd. Izmedu pojedinih parametara su utvrdene negativne korelacije, ali nijedna od
njih nije bila statisticki znac¢ajna sem izmedu hrisina i kafene kiseline (r = - 0.68). Sva
polifenolna jedinjenja su u pozitivnoj korelaciji sa TPC, flavonoidima i navedenim
antioksidantnim aktivnostima, sem p-hidroksibenzoeve kiseline i kafene kiseline, $to
ukazuje na to da ove dve kiseline imaju neku drugu fizioloSku ulogu tokom vodnog stresa
i da im glavna funkcija nije antioksidantna. Nasuprot naSem rezultatu, Dudonné i
saradnici (2011) su nasli da kafena kiselina i p-kumarinska kiselina najviSe doprinose
antioksidantnoj aktivnosti koja je utvrdena ORAC (eng. Oxygen radical absorbance
capacity) testom. Ovakvo neslaganje rezultata se moze objasniti razli¢itim mehanizmima
na kojima se zasnivaju koriS¢eni testovi za ispitivanje antioksidantne aktivnosti. Iako
predstavlja jedan od najvaznijih antioksidantnih testova, ORAC test se zasniva na procesu
transfera H atoma (HAT- eng. Hydrogen atom transfer). Pored ve¢ navedenog
mehanizma metode, predvidanje kako ¢e pojedino polifenolno jedinjenje delovati kao
antioksidant, poznato kao veza izmedu strukture i aktivnosti je veoma slozeno i zavisi od
mnogo drugih faktora koji ukljucuju i polarnost rastvaraca, pH, tip oksidanta u reakciji
kao i sam sloZeni kompleks bioloskog sistema (Rice-Evans i sar., 1996). lako rezultati
ukazuju na indukciju proantocijanidina kod klona M-1 i B-229 u uslovima vodnog stresa,
ovaj parametar nije u pozitivnoj korelaciji sa antioksidantnom aktivnos¢u. Field i
saradnici (2006) su sugerisali da ova jedinjenja imaju ulogu u ojacavanju ¢elijskog zida u
uslovima stresa, stoga ova fizioloska uloga moZze biti priritet u poredenju sa
antioksidantnom ulogom u uslovima stresa izazvanim PEG 6000. Polifenolna jedinjenja
kao neenzimski antioksidanti doprinose mehanizmima tolerancije na osmotski stres i stres
suSe zahvaljujuéi potencijalu hvatanja ROS kao $to je 0,7, HO" i H,O, koji nastaju u
vidku u uslovima nedostatka vode (Stajner i sar., 2011; Rai i sar., 2013).

Enzim PAL je pokazao statisti¢ki signifikantnu korelaciju sa TPC (r = 0.93), DPPH’
(r = 0.88), FRAP (r = 0.95), sa svim pojedina¢nim polifenolnim jedinjenjima koja su u
pozitivnoj korelaciji sa antioksidantnom aktivnosti (miricetin, protokatehinska kiselina,

hlorogenska kiselina, ferulna kiselina i izoferulna kiselina, r > 0.68), kao i sa enzimom
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PPO (r = 0.87). Enzim PPO je pokazao znaCajnu pozitivnu korelaciju sa istim
parametrima kao i enzim PAL, ali u manjoj meri.

Biosinteza i akumulacija polifenolnih jedinjenja se odvija Sikimatnim putem (Dixon
i Paiva, 1995). Prekursor veéine polifenolnih jedinjenja u biljkama je L-fenilalanin,
jedinjenje koje se pomocu enzima PAL deaminuje i formira se t-cimetna kiselina. Ova
reakcija je prvi korak u biosintezi velikog broja polifenola jer hidroksicimetne kiseline, a
naroCito njihovi estri sa koenzimom A su najceS€e strukturni elementi polifenolnih
jedinjenja, kao Sto su estri i amidi cimetne kiseline, lignini, flavonoidi i kondenzovani
tanini (Sanchez-Rodriguez i sar., 2011). Brojna istrazivanja potvrduju da se tokom stresa
u biljkama povecava aktivnost PAL i drugih enzima fenilpropanoidnog puta (Keles i
Oncel, 2002; Oh i sar., 2009; Sanchez-Rodriguez i sar., 2011). Matsumoto i saradnici
(1973) su prvi zabelezili povezanost aktivnosti PAL i akumulacije polifenola u ¢elijskoj
suspenziji hibridne topole. Enzim PAL je prvi enzim povezan za fenilpropanoidni
metabolizam, iako i drugi enzimi, kao $to je halkon-sintaza mogu imati regulatornu ulogu
(Hahlbrock 1 Scheel, 1989). Stoga, povecan nivo polifenola i antioksidantne aktivnosti
kod klona B-229 se mogu objasniti indukcijom enzimske aktivnosti PAL u uslovima
vodnog stresa. Miranda i saradnici (2007) su pri ispitivanju reakcije hibridne topole na
infekciju Melalampsora medusae utvrdili indukciju gena koji kodiraju enzime neophodne
u sintezi proantocijanidina, kao i akumulaciju proantocijanidina u zarazenim listovima. U
nasim ispitivanjima, tokom vodnog stresa izazvanog sa PEG 6000 doSlo je do
akumulacije sadrZaja proantocijanidina kod klona M-1 i klona B-229.

Polifenol-oksidaza je jedan od enzima uklju¢enih u odbranu od patogena ili povreda
od herbivora. Indukcija ekspresije PPO je zabelezena pri reakciji biljaka na razli¢ite vrste
stresa i povezuje se sa pojavom tolerantnosti (Ortega-Garcia i Peragdn, 2009). Polifenol-
oksidaze katalizuju oksidaciju polifenola do hinona, veoma reaktivnih molekula koji
mogu kovalentno da se vezu za druga jedinjenja i dovode do stvaranja tamnih ili braon
polimera. Thipyapong i saradnici (2004) su povezali smanjenu ekspresiju PPO kod
biljaka sa ve¢om tolerancijom na susu, ali zadovoljavajuc¢e objasnjenje ove pojave nisu
imali. Prikazani rezultati (Histogram 4.19.) ukazuju na to da se u listu klona B-229 pri
100 mOsm tretmanu statisticki znacajno smanjila aktivnost PPO $to je u skladu sa
rezultatima dobijenim za antioksidantnu aktivnost ovog klona koja je u uslovima vodnog

stresa povecana.
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Tabela 4.7. Korelacioni faktor (r) izmedu ispitanih parametara u uzorcima pri znac¢ajnosti p < 0.01.

sal SA GA pCA phBA CA ChA pCoA FA IiFA Cat Chr Myr Kae TPC PAC D;;E FRAP PAL PPO SOA
SA 013 -
GA 0.75 0.32 -
pCA -0.05 0.56 023 -
phBA 0.61 0.12 032 -044 -
CA 0.53 0.24 049 -011 032 -
ChA 0.16 0.67 0.43 065 -020 003 -
pCoA 0.42 0.81 051 047 031 059 059 -
FA 0.47 0.24 051 051 0.04 -019 058 028 -
iFA 0.21 0.23 024 061 -019 -041 057 012 091 -
Cat 0.72 0.20 061 021 035 027 036 037 065 047 -
Chr -0.19 -013 -0.35 0.06 -0.26 -0.68 0.27 -0.39 0.21 044 007 -
Myr 0.06 0.38 023 069 -028 -038 063 017 075 090 046 047 -
Kae -0.01 0.25 004 037 -013 -050 038 -0.08 044 062 040 071 080 -
TPC 0.24 0.46 045 075 -031 -015 0.73 038 083 086 050 021 084 046 -
PAC 036 -036 018 -061 063 021 -052 -0.18 -0.30 -049 022 -015 -042 -0.10 -0.57 -
DPPH ARP 0.35 0.50 059 071 -017 -0.05 0.76 046 088 082 060 011 078 044 094 -046 -
FRAP 0.24 0.57 045 078 -025 -008 080 051 085 085 047 015 082 043 096 -061 0.95 -
PAL 0.07 047 030 o078 -0.28 -022 068 040 083 087 039 013 084 042 093 -064 0.88 095 -
PPO -0.07 0.33 015 071 -023 -033 054 026 068 077 034 016 071 041 0.5 -060 0.71 0.75 0.87
SOA 0.23 0.46 051 078 -026 -0.09 0.77 045 084 084 047 014 085 045 095 -053 0.94 095 093 0.72
FLA 0.15 0.60 038 079 -029 -011 0.79 051 0.79 082 040 015 080 041 096 -066 0.93 099 095 0.76 0.93

* Skracenice u tabeli: salicin (sal); salicilna kiselina (SA); galna kiselina (GA); protokatehinska kiselina (pCA); p-hidroksibenzoeva kiselina
(phBA); kafena kiselina (CA); hlorogenska kiselina (ChA); p-kumarinska kiselina (pCoA); ferulna kiselina (FA); izoferulna kiselina (iFA);
katehin (Cat); hrisin (Chr); miricetin (Myr); kempferol (Kae); ukupni fenoli (TPC); proantocijanidini (PAC); DPPH; FRAP;
fenilalaninamonijum-lijaza (PAL); polifenol-oksidaza (PPO); superoksid anjon ARP (SOA); ukupni flavonoidi (FLA).
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Na osnovu dobijenih rezultata u ovoj tezi moze se uociti razlika odgovora klona M-
1 vrste Populus euramericana u odnosu na druga dva klona vrste Populus deltoides (B-
229 i PE19/66). Varela i saradnici (2016) su ukazali na to da akumulacija polifenola,
posebno flavonoida moze biti vazna prednost u okviru mehanizama uklju¢enih u
izbegavanje oksidativnih oSte¢enja i da moze biti indikator toleracije na vodni stres. U
okviru rezultata ve¢a akumulacija flavonoida zapazena je u korenu klona B-229 kao i
povecéanje sadrzaja ukupnih fenola u listovima (Histogram 4.15), Sto moze biti povezano
sa boljom adaptacijom ovog klona na vodni stres pogotovo u odnosu na klon M-1. Aridne
biljke mogu akumulirati velike koli¢ine sekundarnih jedinjenja ukljucujuéi i polifenole
koja se mogu Kkoristiti kao strategija za toleranciju na suSu sobzirom da njihova
antioksidantna aktivnost moze imati uticaja na kontrolu prekomernog stvaranja ROS u
tkivima (Agati i Tattini, 2010).

Analizirani parametri medu kojima su 14 polifenolnih jedinjenja, ukupni fenoli,
ukupni proantocijanidini, antioksidantna aktivnost (FRAP, DPPH) i enzimi PAL i PPO su
koriS¢eni kao promenljive za analizu glavnih komponenti (PCA - Principle components
analysis). Primenom PCA na normalizovane vrednosti analiziranih parametara
konstruisan je biplot prikazan na Slici 4.13. Na x i y osu naneti su faktor I i faktor Il koji
objasnjavaju 68.60% od ukupne varijabilnosti. Na Slici 4.13 se uoc¢ava da u blizini x-0se
dolazi do grupisanja najvaznijih antioksidantnih parametara i indikatora antioksidantne
aktivnosti kao $to su FRAP, DPPH i TPC, izmedu kojih postoje i znacajne pozitivne
korelacije. To ukazuje da Faktoru 1 najviSe doprinose antioksidantni i redukujuéi
kapacitet. U blizini antioksidantnih parametara su sva jedinjenja koja su u znaéajnoj
pozitivnoj korelaciji sa ukupnim antioksidantnim kapacitetom, kao Sto je galna kiselina,
protokatehinska kiselina, hlorogenska kiselina, ferula i izoferulna kiselina i miricetin. Oba
ispitana enzima PAL i PPO su takode pozicionirani u pomenutom klasteru zbog visoke
pozitivne korelacije izmedu svih ovih parametara. Cinjenica da su svi pomenuti parametri
postavljeni blizu jedan drugog, istice njithovu duboku povezanost u slu¢aju vodnog stresa.
Dalje od ovog klastera su proantocijanidini, p-hidroksibenzoeva kiselina i kafena kiselina
Sto se moZe objasniti njihovom drugacijom metabolickom ulogom u slu¢aju vodnog
stresa u odnosu na parametre koji se nalaze grupisani u klasteru (Field i sar., 2006). PCA
analiza je potvrdila povezanost izmedu klju¢nih enzimskih markera u polifenolnom
metabolizmu kao Sto je PAL sa individualnim polifenolnim jedinjenjima i

antioksidantnom aktivnoscu. lako je veza izmedu strukture i antioksidantne aktivnosti za
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glavne biljne flavonoide i fenolne kiseline ve¢ dokazana in vitro, stvaran doprinos
individualnih fenola na antioksidantni status in vivo je potrebno tek ispitati. Mnogobrojne
bioloSke uloge, strukturna raznolikost, antioksidantni potencijal i uklju¢enost u osnovne
signalne mehanizme stavlja polifenole u grupu veoma vaznih medijatora tokom vodnog

stresa ukljucujuéi susu 1 osmotski stres.
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Slika 4.13. Analiza glavnih komponenti (salicin (sal); salicilna kiselina (SA); galna
kiselina (GA); protokatehinska kiselina (pCA); p-hidroxibenzoeva kiselina (phBA);
kafena kiselina (CA); hlorogenska kiselina (ChA); p-kumarinska kiselina (pCoA); ferulna
kiselina (FA); izoferulna kiselina (iFA); katehin (Cat); hrisin (Chr); miricetin (Myr);
kempferol (Kae); ukupni fenoli (TPC); proantocijanidini (PAC); DPPH; FRAP;

fenilalaninamonijum-lijaza (PAL); polifenol-oksidaza (PPO).
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5. ZAKLJUCAK

prvom delu istrazivanja ispitivan je uticaj razli¢itih koncentracija PEG 6000
na razlicite biohemijske parametre klona crne hibridne topole M-1 u in vitro
kulturi tkiva. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti sledece:

v’ Ispitivanje vijabilnosti ¢elija i nivoa RNOS u uslovima vodnog stresa izazvanog
sa PEG 6000 su jednostavni i korisni parametri koji su pokazali da se sa
povecanjem intenziteta stresa smanjuje vijabilnost ¢elija, a povecava nivo NO' i
ONOO .

v" Nivo ROS se povecao znacajno pri 200 mOsm stresu, §to je praéeno porastom
nivoa MDA pri istim uslovima. Karbonil proteini su zna¢ajno povecani samo pri
100 mOsm stresu, dok se nivo vodonik peroksida smanjivao sa povecanjem
intenziteta stresa, Sto ukazuje na kompleksnu regulaciju unutracelijskog nivoa
H,O, pri vodnom stresu.

v U uslovima vodnog stresa kod ispitanog klona aktivnost pojednih antioksidatnih
enzima se povecava, najvise GSH-Px i GPx, ali i SOD pri 200 mOsm stresu, dok
se antioksidantna aktivnost i sadrzaj fenola smanjuje.

v Od ispitanih parametara osmotskog stresa, koli¢ina prolina se povecéala u uslovima
200 mOsm stresa, dok se aktivnost enzima PDH ukljuc¢enog u katabolizam prolina
smanjila pri datim uslovima; sadrzaj glicin-betaina se mnogostruko povecavao sa
povecanjem intenziteta stresa.

U drugom delu istrazivanja, ispitivan je uticaj razlicitih koncentracija PEG 6000 na
biohemijske parametre u listu i korenu razli¢itih klonova topole (M-1, B-229 i PE19/66) u
hidroponskom eksperimentu u kontrolisanim uslovima. Na osnovu dobijenih rezultata
mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

v" Primenjeni tretmani PEG 6000 (100 mOsm i 200 mOsm) u uzorcima korena sva
tri klona topole nisu doveli do znacajnih povecanja aktivnosti antioksidantnih
enzima, ali su u uzorcima lista doveli do zna¢ajnih povecanja aktivnosti SOD i
ASC-Px kod klona B-229, zatim kod klona M-1 su zabelezena povecéanja
aktivnosti GPX, GSH-Px i ASC-Px i kod klona PE19/66 povecanje aktivnosti
ASC-Px i GSH-Px. Kod klona B-229 je zabelezeno znacajno povecanje koliCine

GSH u listu pri 100 mOsm tretmanu kao i u korenu pri 200 mOsm tretmanu.
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Znacajno povecanje kolicine GSH zabelezeno je jo$ kod klona M-1 u uzorcima
korena pri 100 mOsm tretmanu.

v U uzorcima lista kod sva tri klona dolazi do povecanja koli¢ine H,O; i intenziteta
oksidacije proteina. Intenzitet LP se povecava samo kod klona M-1 u uslovima
200 mOsm stresa, Sto je u skladu sa rezultatom zabelezenim u kulturi tkiva ovog
klona. U uzorcima korena kod sva tri klona je pri 200 mOsm tretmanu utvrdeno
da dolazi do povecanja intenziteta LP i koli¢ine H,O,, dok se intenzitet oksidacije
proteina ne menja znacajno u odnosu na kontrolu.

v ESR spektralnom analizom utvrdeno je da ekstrakti lista ispitanih klonova imaju
inhibitorni efekat na stvaranje hidroksil radikala, koji se u uslovima vodnog stresa
znacajno povecao kod klona M-1 i kod klona PE19/66 u uslovima 100 mOsm
stresa.

v" Koli¢ina prolina se povecéala u uslovima vodnog stresa u listu, dok je u korenu
povecanje zabeleZzeno samo kod klona M-1 pri 100 mOsm tretmanu.

v Aktivnost enzima PDH ukljuéenog u katabolizam prolina se smanjila u uslovima
vodnog stresa kod klona M-1 i u listu i u korenu, dok se kod klona B-229 smanjila
samo pri 100 mOsm tretmanu.

v’ Sadrzaj GB se povecavao u uslovima vodnog stresa i u listu i u korenu kod sva tri
klona.

U tre¢em delu istrazivanja, ispitivan je uticaj razli¢itih koncentracija PEG 6000 na
polifenolni profil i antioksidantni kapacitet kod razli¢itih klonova topole (M-1, B-229 i
PE19/66) u hidroponskom eksperimentu u kontrolisanim uslovima. Na osnovu dobijenih

rezultata moze se zakljuciti sledece:

v" HPLC analizom odabranih polifenolnih komponenti u ekstraktima lista i korena tri
ispitana klona M-1, B-229 i PE19/66 kao najzastupljenije komponente utvrdene su
katehin (od 17.68 do 26.94 mg/g s.e. u listu i u korenu od 5.75 do 33.82 mg/g s.e.)
i salicin (od 2.86 do 4.90 mg/g s.e. u listu i u korenu od 3.49 do 5.47 mg/g s.e.),
zatim je u ekstraktima lista utvrdeno prisustvo protokatehinske kiseline
(detektovana u koli¢ini od 1.69 do 3.99 mg/g s.e) i u ekstraktima korena p-
hidroksibenzoeve kiseline (detektovana u koli¢ini od 1.51 do 1.93 mg/g s.e).

v Vodni stres izazvan sa PEG 6000 uglavnom uti¢e na smanjenje sadrzaja velikog
broja polifenolnih komponenti. Povecanje sadrzaja u uslovima vodnog stresa je

utvrdeno samo u nekim slucajevima. Ukoliko se kao kriterijum posmatraju samo
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promene vece od 50% u odnosu na kontrolu, onda je lak$e uociti razlike koje je
vodni stres izazvao kod razli¢itih klonova. NajviSe promena ve¢ih od 50% u
odnosu na kontrolu u uslovima vodnog stresa je uo¢eno kod klona B-229, gde je u
ekstraktu lista pod uticajem 200 mOsm stresa odredeno povecanje sadrzaja
hlorogenske kiseline i p-hidroksibenzoeve kiseline, dok se u ekstraktu korena
istog klona povecao sadrzaj salicilne 1 izoferulne kiselne pri 100 mOsm stresu,
kao i hrisina, miricetina i kemferola u uslovima 100 mOsm i 200 mOsm stresa.
Kod klona PE19/66 je zabelezen manji broj komponenti ¢iji se sadrzaj povecao u
uslovima vodnog stresa u odnosu na klon B-229. U ekstraktu lista klona PE19/66
je pod uticajem 100 mOsm stresa odredeno povecanje sadrzaja hlorogenske
kiseline i kemferola, dok je u ekstraktu korena utvrdeno povecanje sadrzaja
protokatehinske kiseline i hrisina pod uticajem 200 mOsm stresa i miricetina pod
uticajem 100 mOsm stresa. Kod klona M-1 u uslovima vodnog stresa nisu
zabelezena povecanja veca od 50%.

v" U uslovima vodnog stresa je kod ekstrakata B-229 klona odredeno povecéanje
sadrzaja flavonoida i proantocijanidina, a sadrzaj ukupnih fenola je na nivou
kontrole. Kod druga dva klona ukupni fenoli i flavonoidi se smanjuju.

v" Procenom antioksidantne aktivnosti primenom testova koji su zasnovani na
transferu elektrona (neutralizacija DPPH’ radikala i odredivanje redukcione
sposobnosti - FRAP test) i neutralizaciji slobodnoradikalskih vrsta (kapacitet
~hvatanja“ O,") utvrdeno je da se jedino antioksidantni kapacitet klona B-229
povecava u uslovima stresa.

v Aktivnost enzima PPO uklju¢enog u katabolizam fenola se smanjila u uslovima
vodnog stresa kod klona B-229 pri 100 mOsm tretmanu; dok se aktivnost enzima
PAL ukljuc¢enog u biosintezu fenola u uslovima vodnog stresa izazvanog sa PEG
6000 povecala samo kod klona B-229 u listu i u korenu.

v' Regresiona analiza pokazuje da su sva polifenolna jedinjenja u pozitivnoj
korelaciji sa ukupnim fenolima, flavonoidima i navedenim antioksidantnim
aktivnostima, sem p-hidroksibenzoeve kiseline i kafene kiseline, Sto ukazuje na to
da ove dve kiseline imaju neku drugu fizioloSku ulogu tokom vodnog stresa i da

im glavna funkcija nije antioksidantna.
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v PCA analizom je potvrdena povezanost izmedu odredenih polifenolnih parametara
i antioksidantne aktivnosti kao i enzima uklju¢enih u metabolizam fenola (PAL i
PPO).

Na osnovu dobijenih rezultata iz eksperimenta na kulturi tkiva in vitro je pokazano
da se, kao odgovor na oksidativni stres i akumulaciju ROS koji se javljaju u uslovima
vodnog stresa povecava aktivnost pojednih antioksidatnih enzima i sadrzaj osmolita
prolina i glicin-betaina, dok se ukupna antioksidantna aktivnost i sadrzaj fenola smanjuje
tokom stresa.

Na osnovu dobijenih rezultata iz hidroponskog eksperimenta uocene su razlike u
tolerantnosti na vodni stres izazvan sa PEG 6000 izmedu ispitanih klonova. Klon B-229
se izdvojio aktivacijom SOD i akumulacijom GSH u uslovima vodnog stresa izazvanim
sa PEG 6000. Takode, klon B-229 je pokazao veéi antioksidantni kapacitet u odnosu na
klonove M-1 i PE19/66 zahvaljuju¢i povecanoj akumulaciji polifenolnih jedinjenja i
aktivaciji enzima PAL, ukljuéenog u biosintezu polifenola. Klon M-1 se izdvojio
aktivacijom peroksidaza u uslovima vodnog stresa, poveCanjem sadrzaja chla i chib,
najmanjim sadrzajem H,O, kao i najvec¢im inhibitornim efekatom na stvaranje hidroksil
radikala. Kod klona PE19/66 je zabelezena najveca akumulacija prolina, najveca
aktivacija ASC-Px i najmanji intenzitet oksidacije proteina.

U oba eksperimenta uo¢eno je da je akumulacija prolina i GB u uslovima vodnog
stresa izazvanog sa PEG 6000 najvaznija strategija otpornosti na stres i prevazilazenju
vodnog deficita, tako da se ovi parametri mogu definisati kao najbolji indikatori
otpornosti topole na susu.

Ovim je hipoteza postavljena u uvodnom delu disertacije da vodni stres uti¢e na
antioksidantni sistem izazivajuéi indukciju aktivnosti pojedinih antioksidanata, kao i
promene u metabolizmu prolina i GB u potpunosti verifikovana. Nasa dalja istraZivanja
¢e biti usmerena ka detaljnijem analitiCkom ispitivanju antioksidanata i proSirivanju
ispitivanja uticaja vodnog stresa na druge klonove topole gajenih iz reznica u
hidroponskim uslovima. Ovakva ispitivanja bi mogla voditi i ka identifikaciji novih
antioksidantnih jedinjenja kao, na primer, fenolnih struktura ili izoformi antioksidantnih
enzima nastalih u uslovima vodnog stresa.

Rezultati ovog istrazivanja upotpunjavaju saznanja 0 povezanosti oksidativnog
stresa uzrokovanog vodnim stresom sa antioksidantnim odgovorom, nivoom ostecenja

lipida i proteina, ukljuc¢ivanjem osmolita kao i promenama u polifenolnom profilu.
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Takode, dobijeni rezultati su znacajni za odabir klonova topola tolerantnih na vodni stres
izazvan sa PEG 6000 i za poSumljavanje susnih stanista, kojih ¢e biti sve vise usled

negativnog uticaja klimatskih promena.
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6. SUMMARY

ver the last decade, numerous studies have been published about the effects of

global climate change on ecosystems. It has been predicted that climate change

leads to extreme temperatures and sever prolonged drought in some parts of
the world, which will have a dramatic impact on plant growth and productivity (IPCC,
2007). Investigations of the effects of drought on plants, as well as mechanisms of plant
survival in changed environmental conditions are current problems that scientists around
the world are facing. The study of stress responses in tree species is also important
because of the crucial role of forests in global ecological equilibrium and their constant
exposure to environmental stresses due to long life span. Poplar is one of the most
commonly used model plants because of the rapid growth and the availability of the
whole-genome sequence of Populus trichocarpa (Tuskan et al., 2006).

Most types of abiotic stresses affect the cellular redox homeostasis and result in an
enhanced accumulation of reactive oxygen species (ROS) and oxidative stress which may
cause oxidative damage to lipids, proteins and nucleic acid (Krasensky and Jonak, 2012).
In response to water stress, plants adopt various mechanisms including the accumulation
of high concentrations of substances with potential to retain the water such as proline and
glycine betaine (GB).

In view of all this, the aim of presented PhD thesis was investigation of the impact
of water deficit caused by polyethylene glycol (PEG) 6000 on biochemical features of
poplar clones. Cuttings of tree poplar clones (M-1, B-229 and PE 19/66) were grown in
hydroponics and subjected to 100 and 200 mOsm PEG 6000 during six days. Changes in
the activity of antioxidant enzymes, polyphenol characterization, two enzymatic markers
of polyphenol metabolism, antioxidant capacity as well as proline and glycine betaine
content were investigated in stressed plants. Futhermore, assessment of antioxidant
potential was performed in vitro in tissue culture of poplar clone M-1.

The results related to the effect of PEG 6000 on poplar tissue culture shown that, in
response to oxidative stress and ROS accumulation, which occurred under stress
conditions, the activity of certain antioxidant enzymes and the content of osmolites
(proline and glycine betaine) increases, while the total antioxidant activity and phenol

content decreases during stress.
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The obtained results from the hydroponic experiment showed differences in
tolerance of three tested clones to water stress influenced by PEG 6000. Clone B-229 was
highlighted by activation of SOD and accumulation of GSH in water stress caused by
PEG 6000. Also, clone B-229 showed a higher antioxidant capacity compared to clones
M-1 and PE19/66 due to increased accumulation of polyphenol compounds and activation
of enzyme PAL (involved in polyphenol biosynthesis). The clone M-1 was highlighted by
the activation of peroxidases under water stress conditions, as well as increased content of
chla and chlb, the smallest H,O, content, and the greatest inhibitory effect on the
formation of hydroxyl radicals. However, clone PE19/66 had highest proline
accumulation, the largest activation of ASC-Px and the lowest intensity of protein
oxidation.

In both experiments, the most important strategy for stress resistance and
overcoming of water deficiency was accumulation of proline and GB, the reason of which
these parameters can be defined as the best indicators of poplar resistance to drought.

Obtained results completely verified the hypothesis mentioned in the introduction
that water stress influences on antioxidant system, inducing the activity of certain
antioxidants, as well as the changes in proline metabolism and GB content. Recorded
results show that poplar clones under water stress are stimulated to synthetise different
enzymatic and nonenzymatic antioxidants. Our further investigations will be focused on
the detailed analytical investigation of antioxidants and the extension of the study of the
impact of water stress on other clones of poplar grown from cuttings in hydroponic
conditions. This research could also lead to the identification of new antioxidant
compounds, such as phenol structures or isoforms of antioxidant enzymes produced under
conditions of water stress.

The results of this study complete the findings on the oxidative stress caused by
water stress and their relationship with the antioxidant response, the level of lipid and
protein damage, accumulation of the osmolites and changes in the polyphenol profile.
Also, the obtained results may be important for the selection of poplar clones resistant to
water stress caused by PEG 6000.
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8. PRILOG

8.1. Odredivanje sadrZaja rastvorljivih proteina

Tabela 7.1. Kalibraciona kriva za odredivanje
sadrzaja rastvorljivih proteina

pocetna 0,300 -
konc. A Ao Aj A 0,250 -
mg/mi E 0,200
0.0625  0.023  0.015 0.019 0.019 e - 0274x
0125  0.037 0038 0.039 0.038 & 0150 7 R = 0,997
0.25 0.069 0076 0.065 0.070 2 0100 -
0.5 0153 0146 014  0.146 0,050 -
0.75 0201 0196 02  0.199 0,000 | | |
1 0278 0272 0271 0.274 0 05 . 15

¢ (BSA) mg/mL
Grafik 8.1. Kalibraciona kriva koris¢ena za
odredivanje sadrzaja rastvorljivih proteina

8.2. Odredivanje koli¢ine redukovanog glutationa

Tabela 8.2. Kalibraciona kriva za odredivanje sadrzaja
redukovanog glutationa

pocetna 04 -
konc. A A, Az Ayor A £ 03 |
pg/ml c
0015 0015 0016 0.016 0 0.016 S 02 -
0.031 0034 0028 0032 0002 0.029 P
0.0625 0053 006 0058 0.004 0.053 < 01 - y=0,70149x + 0,00618
0125 0103 0111 0099 0011 0.093 . R= 099957
025 0185 0195 0196 0015 0.177 , . oa e
05 0376 038 0374 0018 0.359 ' ' '
¢ (GSH) pM

Grafik  8.2.  Kalibraciona  kriva
koriS¢ena za odredivanje sadrzaja
redukovanog glutationa
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8.3. Odredivanje kolicine vodonik peroksida

Tabela 8.3. Kalibraciona kriva za odredivanje koli¢ine
vodonik peroksida

radna

konc. A A Az Awor A
pM
0 0.186 0.192 0.159 0.048 0.131
1 0.272 0.271 0.273 0.057 0.215
2 0.417 0.398 0.397 0.049 0.355
2.5 0.444 0.438 0.441 0.057 0.384
4 0.623 0.64 0.63 0.085 0.546
5 0.749 0.747 0.747 0.055 0.693
10 1.303 1.321 1.31 0.097 1.214

8.4. Odredivanje koli¢ine prolina

Tabela 8.4. Kalibraciona kriva za odredivanje
koli¢ine prolina

pocetna
konc. A A, Az A
uM
80.0 0.618 0.637 0.645 0.633
60.0 047 0472 0489 0477
40.0 0.326 0.315 0.315 0.319
30.0 0.232 0.23 0.233 0.232
20.0 0.152 0.153 0.151 0.152
15.0 0.112 0.114 0.116 0.114
10.0 0.082 0.085 0.082 0.083
5.0 0.066 0.049 0.034 0.050
2.5 0.015 0.018 0.017 0.017
1.2 0.006 0.007 0.006 0.006
0.6 0.003 0.003 0.003 0.003

0.7 4

0.6

0.5+

0.4

0.3+

0.2

0.1

0.0+

=
o~

7 |Equation y=a+b*
Adj. R-Squar  0.99787

5N
N
N

B Intercept
B Slope

=
o
I

Value  Standard Error|
0.1216 0.00966
0.10966 0.00207

A (560 nm)
o o o
P9 °

oS
o
N

00 —

C H202 (M)

Equation y=a+b
Adj. R-Squa  0.99938

A Intercept -9.93017E

Value Standard Err

A Slope 0.00793 6.22876E-5

0.00216

Grafik 8.3. Kalibraciona kriva koris¢ena
za odredivanje koli¢ine vodonik peroksida

n A

Linear Fit of A

¢ (um)

Grafik 8.4. Kalibraciona kriva kori$¢ena za

odredivanje koli¢ine prolina
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8.5. Odredivanje glicin-betaina

Tabela 8.5. Kalibraciona kriva za odredivanje
sadrzaja glicin-betaina

pocetna
konc. A A; Az A e
ug/ml 351 Agrl—c’Squa yo.9:414
35.7 0.108 0083 0.054 0.082 3041, rcoet” 04105 005036
50.0 0.160 0.125 0.090 0.125 2512
58.3 0.185 0.161 0.122 0.156 20
66.7 0262 0241 0.203 0.235 <]
83.3 0387 0357 0.333 0.359
1786 1312 1292 1242  1.282 L0
357.1 3279 3231 3236  3.249 05

0.0

e o o B A P o aw

¢ (ng/mi)

Grafik 8.5. Kalibraciona kriva koriS¢ena za
odredivanje sadrzaja glicin-betaina

8.6. Odredivanje ukupne antioksidantne aktivnosti FRAP metodom

Tabela 8.6. Kalibraciona kriva za odredivanje ukupne
antioksidantne aktivnosti FRAP metodom

radna

konc. A A Az A :

pg/ml 124 igraRti—Oanuar y0.=92.’:4:

0294 0.111 011 0.108 0.044 1 valie [SmrdadEn
0.588 0.172 0.17 0.17 0.105 104 A593nm  Intercept -0.0468 0.02006
1176 0275 0281 0.275  0.211 e
1.765 0.386 0.395 0.386 0.323 c

2.353 0.415 0.405 0.408 0.343 £ o0s-

2941 0649 0676 0.685 0.604 §

3529 0.897 0.834 0.888 0.807 044

4706 1108 1.113 1.106 1.043 .

0294 0.111 011 0.108 0.044 ]

0588 0.172 0.17 0.17  0.105 00-

0 0.068 0.065 0.065

C ascorbic acid (pg/ml)

Grafik 8.6. Kalibraciona kriva za odredivanje
ukupne antioksidantne aktivnosti FRAP metodom
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8.7. Odredivanje sadrZaja ukupnih fenola

Tabela 8.7. Kalibraciona kriva za odredivanje ukupnih fenola

poc¢.
konc. A A Az Avor A
pg/ml
500 2552 2538 2639 0.006 2571
250 1.390 1358 1319 0.003 1.353
100 0.632. 0.624 0.625 0 0.627
50 0.334 0343 0.336 0 0.338
35 0.246 0.248 0.243 -0.001 0.247
25 0.178 0.178 0.180 0 0.179
10 0.070 0.059 0.050 -0.001 0.061
5 0.050 0.047 0.047 -0.001 0.049
25 0.032 0.031 0.028 -0.001 0.031
1 0.023 0.025 0.021 -0.001 0.024
0 0.011 0.012 0.011 -0.001 0.012

8.8. Odredivanje sadriaja ukupnih flavonoida

2.5+

A (765 nm)

Equation y=a+
Adj. R-Squ  0.9972

Value Standard E
A Intercep  0.045 0.01443
A Slope 0.005 8.36997E-

0.5

0.0+

o w0 20 3w a0  s0
¢ (ug/ml)
Grafik 8.7. Kalibraciona kriva za

odredivanje ukupnih fenola

Tabela 8.8. Kalibraciona kriva za odredivanje ukupnih flavonoida

radna
konc. A A; Az Asor A
pg/ml

0 0.003 0.003 0.002 0.002 0.001
0.083 0.016 0.017 0.008 0.007 0.001
0.167 0.018 0.015 0.014 0.008 0.008
0.333 0.024 0.025 0.023 0.008 0.016
0.667 0.053 0.055 0.050 0.021 0.032
1.333 0.100 0.104 0.106 0.036 0.067
2.000 0.156 0.150 0.151 0.058 0.094
2.667 0.202 0.210 0.210 0.073 0.134
3.333 0.263 0.266 0.265 0.103 0.162
4.000 0.319 0.323 0.325 0.110 0.212
5.333 0.411 0.419 0.418 0.145 0.271
10.000 0.729 0.742 0.742 0.251 0.487

0.5+

0.4

0.3+

0.2

A 415 nm

Equation y=a+
0.1+ Adj. R-Sq 0.9982

Value  Standard
A 415 nm Interce 6.8182 0.00236
A 415nm Slope 0.0493 6.29246E

0.0

T T T T T
0 2 4 6 8 10

C radna quercetin (ug/ml)

Grafik 8.8. Kalibraciona kriva za
odredivanje ukupnih flavonoida
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8.9. Odredivanje aktivnosti PAL

Tabela 8.9. Kalibraciona kriva za odredivanje PAL

pocetna
konc. A A, Az A
pg/ml
63.4 046 0473 0.459 0.464
47.6 0368 0.37 0.374 0.371
31.7 0.249 0.255 0.269 0.258
23.8 0202 0.2 0.196 0.199
21.1 0.184 0.176 0.179 0.180
19.0 0.156 0.152 0.157 0.155
15.9 0.13 0.136 0.133 0.133
15 0.039 0.045 0.043 0.042

0,5

0,4

0,3

Abs 290nm

0,2

0,1

0,0

y = 0,006966x + 0,030077
R*=0,997452

T T

0,0 20,0 40,0

¢ (t-CA) pM

T

60,0

1

80,0

Grafik 8.9. Kalibraciona kriva za odredivanje PAL
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8.10. HPLC analiza fenolnih komponenti topole

mb¥
750 DetB Chi
500
oo
oo
1 o
260 §
o Mﬁ%
I I I I I I I
ul 5 10 15 20 246 20 35
min
m
1250+ DetB ChZ|
1000+
a0
e |
1 |
500 E
B L—J\J’J‘UM
|:|_
1 I I I 1 I I
u] 5 10 15 20 245 20 35
min
m DetB ChZ
260+
-+
=)
g
0 i
I I I I 1 I
ul 5 10 14 20 245 20
min

Slika 8.1. Hromatogrami uzorka lista PE19/66 (kontrola) na 300 nm (gore), 270 nm (sredina) i
360 nm (dole)
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mh
740 Det.B Chi
b
=
500
250+
Ll
2
g
04 |
I I I 1 I I I
0 5 10 15 20 25 30 a5
min
mY Det.B Chz
=
-
-
=
oo
250 )
o
E
-
L=
o
=
0 —
T T T T T T T
] 5 10 15 20 25 30 35
min

Slika 8.2. Hromatogrami uzorka lista PE19/66 (kontrola) na 280 nm (gore) i 320 nm (dole)

my Det.B Ch2
SO0

Slika 8.3. Hromatogram uzorka lista PE19/66 (100 mOsm) na 360 nm
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my 400

Let.B Ch1

200+

200

RT20.729

100+

m

Cet.B ChZ

W
=3
=
-
E

RT15.8462

g

o
P
RTG.024

RT10.693

my 500

Det.B Chz

RTZ2 957

Slika 8.4. Hromatogrami uzorka lista PE19/66 (100 mOsm) na 300 nm (gore), 320 nm
(sredina) i 270 nm (dole)
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m

Det.B Chi

RT9.416

[N
fu]
[=]
ol
RT4.072

RT26 647

FT11.759

RT11.201

Slika 8.5. Hromatogram uzorka lista PE19/66 (100 mOsm) na 280 nm

m

Det.B Ch2

S00

FT2.961

200
200

100+

Slika 8.6. Hromatogram uzorka lista PE19/66 (200 mOsm) na 270 nm



RuZica Zdero Paviovié Dodatni materijal uz doktorsku disertaciju

m
700 Det.B Chi
oo
g0 =
500
400

u] il 10 14 20 26 20 jcis]
min
myv Det.B Chi
200
200 -
1 o
g
100
|:|_ — e
T T T T T T T
1] 5 10 15 20 25 20 34
min
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: =
200 -
] e
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200+ =
&
T T T T T T T
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Slika 8.7. Hromatogrami uzorka lista PE19/66 (200 mOsm) na 280 nm (gore), na 300 nm
(sredina) i 320 nm (dole)

10



RuZica Zdero Paviovié Dodatni materijal uz doktorsku disertaciju

m
200+ Let.B ChZ
200
100 &
: :
0 A —_
T 71 "~ T "~ T T T T T
u] 5 10 15 20 25 30 35
min
Slika 8.8. Hromatogram uzorka lista PE19/66 (200 mOsm) na 360 nm
m
500+ Let.B ChZ
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00+
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Slika 8.9. Hromatogrami uzorka lista M-1 (kontrola) na 270 nm (gore) i 300 (dole)
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Slika 8.10. Hromatogram uzorka lista M-1 (kontrola) na 280 nm (gore), 320 nm (sredina) i 360
(dole)
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Slika 8.11. Hromatogrami uzorka lista M-1 (100 mOsm) na 300 nm (gore), 320 (sredina) i 360
nm (dole)
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Slika 8.12. Hromatogrami uzorka lista M-1 (100 mOsm) na 270 nm (gore) i 280 nm (dole)
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Slika 8.13. Hromatogrami uzorka lista M-1 (200 mOsm) na 300 nm (gore), 320 nm (sredina) i
360 nm (dole)
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Slika 8.14. Hromatogrami uzorka lista M-1 (200 mOsm) na 270 nm (gore) i 280 (dole)
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Slika 8.15. Hromatogram uzorka lista B-229 (kontrola) na 270 nm (gore), 300 (sredina) i 360
(dole)
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Slika 8.16. Hromatogrami uzorka lista B-229 (kontrola) na 280 nm (gore) i 320 (dole)
m
Cet.B ChZ
100
] g
1 =+
_ L E
|:| ——
T T T T T T T T T T
a 5 10 15 20 25 20 25
min

Slika 8.17. Hromatogram uzorka lista B-229 (100 mOsm) na 360 nm
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Slika 8.18. Hromatogrami uzorka lista B-229 (100 mOsm) na 270 nm (gore) i 280 (dole)
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Slika 8.19. Hromatogrami uzorka lista B-229 (100 mOsm) na 300 nm (gore) i 320 nm (dole)
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Slika 8.20. Hromatogram uzorka lista B-229 (200 mOsm) na 360 nm
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Slika 8.21. Hromatogram uzorka lista B-229 (200 mOsm) na 270 nm (gore) i 280 nm (dole)

21



RuZica Zdero Paviovié Dodatni materijal uz doktorsku disertaciju

m
Det.B Chi
150—-
1IIIIII—- %
7
EIZI—-
D.‘J
- ' T -’ 1T+ 71T T 1T & 1
o 4] 10 15 20 25 20 25
min
m
— Det.B ChZ
250—-
] =
ZDD—: 7
150—- =
] =
100
EIII—:
R
1 1 1 1 1 1 1
u] 5 10 15 20 25 30 jcii]
min
Slika 8.22. Hromatogrami uzorka lista B-229 (200 mOsm) na 300 nm (gore), 320 nm (dole)
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Slika 8.23. Hromatogram uzorka korena PE19/66 (kontrola) na 360 nm
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Slika 8.24. Hromatogrami uzorka korena PE19/66 (kontrola) na 270 nm (gore) i 280 (dole)
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Slika 8.25. Hromatogrami uzorka korena PE19/66 (kontrola) na 300 nm (gore), 320 nm (dole)
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Slika 8.26. Hromatogrami uzorka korena PE19/66 (100 mOsm) na 300 nm i 360 nm
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Slika 8.27. Hromatogrami uzorka korena PE19/66 (100 mOsm) na 270 nm (gore) i 280 nm
(dole)
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Slika 8.28. Hromatogram uzorka korena PE19/66 (100 mOsm) na 320 nm
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Slika 8.29. Hromatogrami uzorka korena PE19/66 (200 mOsm) na 300 nm (gore), 320 nm 360
(dole)
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Slika 8.30. Hromatogrami uzorka korena PE19/66 (200 mOsm) na 270 nm (gore) i 280 (dole)
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Slika 8.31. Hromatogrami uzorka korena M-1 (kontrola) na 270 nm (gore) i 280 nm (dole)
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Slika 8.32. Hromatogrami uzorka korena M-1 (kontrola) na 300 nm (gore) i 320 nm i 360 (dole)
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Slika 8.33. Hromatogram uzorka korena M-1 (100 mOsm) na 300 nm
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Slika 8.34. Hromatogrami uzorka korena M-1 (100 mOsm) na 270 nm (gore) i 280 (dole)
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Slika 8.35. Hromatogrami uzorka korena M-1 (100 mOsm) na 300 nm (gore), 320 nm i 360
(dole)
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Slika 8.36. Hromatogram uzorka korena M-1 (200 mOsm) na 320 nm

31



RuZica Zdero Paviovié Dodatni materijal uz doktorsku disertaciju

m

[Det.B ChZ

RTZ.205

125—:
1I:IIII—:
?5—:
ED—:

25

min

m

Let.B Ch1
125

100+

RT4.040
RTa 868

T

A0

.

FT10.964
RTZ7 603

RT11.693

Slika 8.37. Hromatogrami uzorka korena M-1 (200 mOsm) na 270 nm (gore) i 280 nm (dole)
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Slika 8.38. Hromatogrami uzorka korena M-1 (200 mOsm) na 300 nm (gore) i 360 nm (dole).
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Slika 8.39. Hromatogrami uzorka korena B-229 (kontrola) na 300 nm 320 nm
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Slika 8.40. Hromatogrami uzorka korena B-229 (kontrola) na 270 nm (gore) i 280 (dole)
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Slika 8.41. Hromatogram uzorka korena B-229 (kontrola) na i 360 nm
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Slika 8.42. Hromatogrami uzorka korena B-229 (100 mOsm) na 300 nm (gore) i 270 nm (dole)
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Slika 8.43. Hromatogrami uzorka korena B-229 (100 mOsm) na 280 nm (gore), 320 nm
(sredina) i 360 nm (dole)
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Slika 8.44. Hromatogrami uzorka korena B-229 (200 mOsm) na 300 nm (gore), 320 nm
(sredina) i 360 nm (dole)
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Slika 8.45. Hromatogrami uzorka korena B-229 (200 mOsm) na 270 nm (gore) i 280 (dole)
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