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Hp Hanumjena Kojuh, pemoBau mpodecop, [lpupmogHo-mareMaTHaku
¢dakynrer Yausep3utetr y HoBom Camy

Hp bumana Kykasuna, pemosau npodecop, [Ipuprogao-maremMaTnaku
¢daxynrer YHusepsuret y bamoj Jlynn

Hacnog pana:

Edexar 3conura Ha mnapamMeTpe aHTHOKCHIATHBHOI CTaTyca KOJI
napanaj3a (Solanum lycopersicum L.) u kykypy3a (Zea mays L.) y
yCI0OBHMA CYIIIE
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Cpricku (1laTHHHLA)
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AnTtHOKCHIaTHBHE MeTabomuzaM, Solanum lycopersicum, Zea mays,
3€0JIUT, Cylla, OKCUIAATUBHU CTPEC

Pesume Ha je3uky
paza:

VY3umajyhn y 003up KIMMarcke TpOMjeHe Koje TNOoApa3syMHjeBajy
CMamere KOJMMYMHE TaJaBUHA U TI0pacT TeMIlepaTypa, Cylia je rmocraia
rI06a;THU TIPOo0OIIeM 3a KOju ce cMarpa Ja he OMTH aKTyelaH joIl IyTo
BpeMeHa y Oyayhnoctu. OcuM mpobiema Koje cTBapa y OpojHHM
JKUBOTHUM cdepama, Cylla je jeaH o Hajo30MbHHjUX (aKTopa KOjH
HETaTHBHO YyTHYE Ha MOJHONPHUBpPENY, C OO3UpOM Ja HEIOBOJHHO
BOJIOCHA0IMjeBalb€ HEraTUBHO yTHYE Ha PacT W pa3Boj Owmwbaka. Y
yCJIOBHMA cymie rmoBehaHa MpoayKIMja peakTHBHUX BPCTA KHCEOHUKA
MOXE Jla H3a30BE IOMjepame pPaBHOTEXKE y NENUjCKUM OKCHIIO-
PEAYKIIMOHUM peakiidjamMa y cMjepy OKCHAalHje Te Aa JOBEAE 0
HacTaHKa OKCHIATUBHOT cTpeca. [locibenniie OKCHAaTHBHOT cTpeca Cy
CTpYKTypHa U (yHKIHOHANHA omTehema helljcKiuX KOMIIOHEHTH Koja
mooje mo mopemehaja y merabonm3my W (QyHKIHMOHHCamy hemnuje.
Beoma BaxHy yJory y TOJEpaHIUjU OMJbaka Ha CTPEC M3a3BaH CYIIOM
MMa aHTHOKCUAATHBHU CUCTEM 3aIlITUTE KOjU HEM30jeKHO YKIbydyje
€H3WMMe CYIIEPOKCH TUcMyTa3y, Karamasly, nmepokcunaze Kmace Il u
ackopbaT TepoKcuaasy, ailu Takohe W HHCKOMOJEKYyJIapHe
AQHTHOKCHJIAHTE TTOITYT acKkopOara, TIyTaTHOHA, (peHoIa 1 KapOTCHOHIA.
[Mocwenwux rommHa ce Harino moBehao WHTEpec 3a KOPHIITEHE
CKOJIOIIKM OIpaBJaHUX W HEWHBAa3WBHHX CpEICTaBa KojuMa ce
yHarpujelyje mpodiem BogocHaO1ujeBamba OMIbaka, a BEIHKa MaXKba je
noceelieHa TPUMjEHH TPUPOTHUX ATYMHHOCWIHMKATa, O/ KOjUX je
Hajrio3HaTHju 3e01uT. Mlako HICY MHOTOOPOjHH, TIOCTOj€ PaJIOBH KOjU
ynyhyjy 1a oBaj MPUPOJHM MHHEpaJl MOXKE 3HA4YajHO Ja JONpPHUHECE
no0oJbllIatby BOJHOT peXMMa Ousbaka 300T OCOOMHE BE3MBama TE
YPaBHOTEKEHOT OTITyIITama BoJe. Y OBOj JIOKTOPCKO] IMCEpTalUjH
npeMeT UCTPKUBAKA j€ YKIbYUHO JBHje OUJbHE BPCTE Pa3IMUUTE 110
TUITY (POTOCHHTETHYKOT MeTaboIM3Ma U aJaNTHBHUM CTpaTerujama Ha
npuiarojaBare Ha CyIny, a To ¢y mapanaaj3 (Solanum lycopersicum L.)
U KyKypy3 (Zea mays L.). ®okyc nctpaxuBama OHO je UCTIUTHBAKE
MOryhHOCTH ITpUMjeHe 3e0JIMTa y CBPXY CIIpjedaBama Win yonaxaBarma
HOC/bEIMIIAa CTpeca M3a3BaHOI CYIIOM KoJ Omibaka mapajaajza Hu
KyKypy3a, aJJi ¥ UCIIUTHBabe MOryher pa3iMuuTor 0OAroBopa y 0JHOCY
Ha OWJBHY BpcTy. IHTEH3UTET OKCHIIATUBHOT CTpeca aHAIM3UPaH je Ha
OCHOBY WHJHMPEKTHHX IIOKa3aTelba, aHaIM30M  OHOXEMH)CKUX
napaMeTapa aHTHOKCUJIATUBHOT MeTabonu3ma. OcuM Tora, aHajm3e Cy
VKJbYUHJIe U (pu3noIonke napameTpe rnopezaHe ca GOTOCHHTETHIKUM
MeTaboIM3MOM (CTPYKTYpHE KapaKTEPUCTUKE CTOMa, HWHTEHT3HTET
doTocuHTE3e W  TpaHCIHpanuje, caapkaj eHsuma  Rubisco,
KOHIICHTpaIje (OTOCHHTETHYKMX TMUTMEHATA, PEATUBHHU CaIpXKaj
BOJIC) TE AHATOMCKO-XHMCTOJIOIIKE KapaKTEPUCTUKE JIMCTOBA M




MOpP(QOJIOMKE OCOOMHE W3MaHKa. 3a HWCTPaKHBamEe Ha OWJbKama
napasajs3a 3e0JIuT je T0JaT y CYICTPaT y TPY pa3inuiduTe KOHIICHTpaIHje
(5%, 10% u 20%). KoHTposiHe OWJBKE Cy ONTUMAIHO HABOHABAHE
TOKOM IIHj€JIOT eKCIEPHMEHTAITHOT TIepHo/a, 0e3 3e0JInuTa y CyncTpary,
aly W ca CBHM IIPHUMjEHCHUM KOHLEHTpauujama. busbke y ycmoBuma
Cyllle HUCY HaBOJmaBaHe, a Oujie Cy MOJHjeJbeHe y TPpyIMy Koja HHje
uMaJia 3¢0JUT T¢ Yy TPYyIe ca TPU KOHIICHTpanuje 3eonuta. JlooujeHu
pe3yiTaTH Cy MoKa3ald Jia ce ca AOAAaTKOM 5% 3eoiuTa y CymncTpar
MOJK€ 3Ha4ajHO JONPUHHUjETH yOIakaBarkby HETATHBHHUX IOCIJHEAMIIA
CTpeca, MaKO HHUje OCTBAapeHO MOTIYHO CIIpedyaBame YTHLaja CyIIe.
Honatak 10% 3eonuTa y cyncTpar Huje ©UMao MO3UTUBAH edekar, 10K je
monatak 20% 3eonmmTa JOAATHO MOTOPIIA0 YCIIOBE MPOY3POKOBaHE
cymoM. Y TOM CMHCIY 3aKJbY4€HO je na je edekar 3eoiuTa Ha
AQHTHOKCHJATUBHM CTaTyc OmMJbaka Napajaj3a y YCJIOBHMa CyIle
YCIIOBJbEH HETOBOM KOHIIEHTPAIIM]jOM Y 3eMJBHIITY, T€ A2 Y 3aBUCHOCTH
O]l /e MOXKe OWTH W TO3UTHBAH M HeraTwBaH. Kox ekcriepiMeHTa Ha
OuJbKaMa KyKypy3a IpuMjemeHe cy aBuje koHueHrpauuje (5% u 10%)
3eonuta. KoHTposiHe OWJbKE Cy HaBOJmaBaHe 0Oe€3 3eoiiTa U ca
MIPUMjE€EEHUM KOHIIEHTpAaIrjaMa, I0K Cy OWJbKE TMOJBPTHYTE YTHUIIA]Y
cyie ouiie 0e3 HaBOIbaBama, Takohe 03 3e0nTa, AU U ca 0JJa0dpaHuM
KOHIIEHTpalujama. Pe3ynraTu cy mokasaiu ja MpUMjeHa 3e0IuTa HH Y
jemHO] KOHIICHTpAIMjH HE MOXeE Jla CIOpHjedd HUTH Ja YOIaxw
MOCJbE/INIE OKCHAATHBHOT CTpeca H3a3BaHOT CYIIOM KOJ Ouibaka
Kykypy3a. OcuMm Tora (H3MOJOIIKM TIOKa3aTeJbl M IapaMeTpu
€H3UMCKOT aHTHOKCHJATHBHOT METa0O0IM3Ma yKa3ali Cy Ja MPUCYCTBO
10% 3eonuTa JOAATHO MOrOpIIaBA CTPECHO CTamhe W3a3BAHO CYIIIOM.
[IpucycTBO 3eomuTa y cyncrpary OMibaka KyKypy3a ce IOKa3alio
IITCTHUM YaK U y YCJIOBUMA OINITUMAJIHOI HABOJAHhaBamka, 300r" HacTauae
pa3MjeHe KaTjoHa ca OKOJHHUM CYyICTPaToM W peAaucTpuOyImje
XEMHjCKUX eJIeMeHaTa Ko0ja je yCIIOBHIIA TOKCHYaH edekar ImojennHux
joHa, aiM u JAeUIUT OHUX KOJjU Cy HEONXOJHH 3a HECMETaH
MeTaboau3aM. 3akJbydeHO je Ja cy ce OMOXEeMHjCKO-(H3HONOIIKH
NyTeBH Yy MeETaOOJNMYKMM CTparerrjaMma mNpwiarohaBama Ha CyIy
JIOHEKJIe pa3JIMKOBAIIM KO/ OMJbaka Imapajiajza u KyKypysa, a Takohe ma
je m caM edekar 3eoiMTa y CIpeyaBamy IOCJheIUIa CTpeca OHo
cnenuduYaH y OJHOCY Ha BPCTY U 3aBHCH OJf TPHUMjCHCHE
KOHIICHTpALHj€ 3€0JIUTA.
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Abstract in English
language:

Taking into account climate change, which implies a precipitation
decreasing and temperatures rising, drought has become a global
problem that is considered to be relevant for a long time to come. In
addition to the problems it creates in many spheres of life, drought is one
of the most serious factors that negatively affects agriculture, given that
insufficient water supply disrupts the growth and development of plants.
The production of reactive oxygen species in drought conditions can
cause an inbalance of cellular redox homeostasis in the direction of
oxidation and lead to the formation of oxidative stress. The
consequences of oxidative stress are structural and functional damages
of cellular compartments which leads to disturbance of metabolism and
cell function. A very important role in plant tolerance to drought stress
has the antioxidant protection systems that inevitably include the
enzymes superoxide dismutase, catalase, Class Ill peroxidases and
ascorbate peroxidase, but also low molecular weight antioxidants such
as ascorbate, glutathione phenol and carotenoids. In recent years, there
has been a sharp increase in interest in the use of environmentally sound
and non-invasive means to improve the water supply of plants, and much
attention has been paid to the use of natural aluminosilicates, the most
famous of which is zeolite. Although not numerous, there are studies
that suggest that this natural mineral can significantly contribute to the
improvement of the water regime of plants due to the binding properties
and balanced release of water. In this PhD thesis, the subject of research
included two plant species different in type of photosynthetic
metabolism and adaptive drought adaptation strategies, namely
tomatoes (Solanum lycopersicum L.) and maize (Zea mays L.). The
focus of research was to examine the possibility of using zeolite to
prevent or mitigate the effects of drought stress in tomato and maize
plants, but also to examine the possible different response in relation to
the plant species. The intensity of oxidative stress was analyzed on the
basis of analysis of biochemical parameters of antioxidant metabolism.
In addition, analyzes included physiological parameters related to
photosynthetic metabolism (structural characteristics of stoma,

photosynthesis and transpiration intensity, Rubisco content,




photosynthetic pigment concentrations, relative water content) and
anatomical-histological ~ characteristics of leaves and shoot
morphological properties. For the research with tomato plants zeolite
was applied with three different concentrations (5%, 10% and 20%).
Control plants were optimaly irrigated during the entire experimental
period, without zeolite in substrate, but also with all applied zeolite
concentrations. The plants in drought conditions were not irrigated and
they were divided into group without zeolite and with 5%, 10% and 20%
zeolite respectively. The obtained results showed that the addition of 5%
zeolite to the substrate can significantly contribute to the mitigation of
the negative effects of stress, although complete drought prevention has
not been achieved. The zeolite application of 10% did not have a positive
effect, while the application of 20% caused additional deteriotation of
drought consequences. In that sense, it was concluded that the effect of
zeolite on the antioxidant status of tomato plants in drought conditions
is conditioned by its concentration in the soil, and that depending on it,
it can be both positive and negative. In experiment with maize plants,
two zeolite concentrations (5% and 10%) were applied. Control plants
were irrigated without zeolite and with applied 5% and 10% zeolite
respectively, while plants submitted to drought were not irrigated and
they also were without zeolite and with selected concentrations. The
results showed that the application of zeolite in any concentration cannot
prevent or mitigate the effects of oxidative stress caused by drought in
maize plants. In addition, physiological indicators and parameters of
enzymatic antioxidant metabolism indicated that the presence of 10%
zeolite further exacerbates drought-induced stress. The presence of
zeolite in the substrate of maize plants was harmful even in conditions
of optimal irrigation as a result of cation exchange with surrounding
substrate and redistribution of chemical elements which conditioned the
toxic effects of certain ions, but also the defficite of necessary ions for
undisturbed metabolism. It was concluded that the biochemical-
physiological pathways in metabolic drought adaptation strategies

differed somewhat in tomato and maize plants, and also that the effect




of zeolite in preventing the effects of stress was species-specific and

concentration dependent.
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Spisak skracenica
AA- askorbat
ABA- abscisinska kiselina
AOX- askorbat oksidaza
APX- askorbat peroksidaza
ATP- adenozin trifosfat
CAM- metabolizam krasulacenske kiseline, eng. Crassulacean acid metabolizam
CAT- katalaza
DHA- dehidroaskorbat
DHAR- dehidroaskorbat reduktaza
DNK- dezoksiribonukleinska kiselina
ETC-elektron transportni lanac, eng. Electron transport chain
Fd-ferodoksin
GR- glutation reduktaza
GSH- redukovani glutation
GSSG-oksidovani glutation
HNE- 4-hidroksi-2-nonenal
LEA- ucestali u kasnoj embriogenezi, eng. Late embryogenesis abundant
MDA- malondialdehid
MDHAR- monodehidroaskorbat reduktaza
NADP*- Nikotinamid adein dinukleotid fosfat
NADPH- Redukovani nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
PEP- fosfoenolpiruvat
PEPC- fosfoenolpiruvat karboksilaza
POD- peroksidaza Klase 11

PSI-fotosistem |



PSlI-fotosistem 11

Rubisco-ribulozo-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza
RuBP- ribulozo-1,5-bisfosfat

ROS- reaktivne vrste kiseonika, eng. Reactive oxygen species
SDS- natrijum dodecil sulfat, eng. Sodium dodecyl sulphate
SOD- superoksid dismutaza

XO- ksantin oksidaza

3-PGK- trifosfoglicerinska kiselina
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1. UvOD

Pojava suSe postaje sve ¢eS¢a u cijelom svijetu i smatra se da ¢e problem nedostatka vode u
regionu biti aktuelan u narednom periodu jer je zabiljezen trend smanjenja padavina i porast
temperatura (Maksimovi¢ i sar., 2012). Vodni deficit je jedan od vode¢ih problema s kojim se
biljke susre¢u tokom svog rasta i razvica, jer kada je koli¢ina vode izgubljena transpiracijom veca
od usvojene dolazi do brojnih metaboli¢kih poremecaja. Jedna od najées¢ih negativnih posljedica
koje se javljaju u uslovima nedostatka vode jeste poremecaj protoka gasova kroz stome, §to skoro
neizbjezno vodi ka intenziviranju produkcije reaktivnih vrsta kiseonika (ROS, eng. reactive
oxygen species) (Takahashi i Murata, 2008). Hiperprodukcija ROS moze da izazove pomjeranje
ravnoteze u Celijskim oksido-redukcionim reakcijama u smjeru oksidacije te da dovede do
nastanka tzv. oksidativnog stresa. S obzirom da ROS reaguju sa bioloskim molekulama, one uticu
na njihovu strukturu i funkciju izazivajuci razna oStecenja koja najvise obuhvataju polinezasic¢ene
masne kiseline, ugljene hidrate, proteine i nukleinske kiseline (Demidchik, 2015). Kao posljedica
toga, u biljnim celijama se pokrecu kaskade razli¢itih biohemijsko-fizioloskih procesa kojima
biljke nastoje prevazici nastale poteskoc¢e. Na molekularnom nivou, dolazi do aktiviranja brojnih
odbrambenih mehanizama poput povecanja ekspresije gena ukljucenih u sintezu antioksidativnih
enzima, povecanja sinteze proteina vodnog stresa te akumulacije kompatibilnih osmolita, poput
prolina ili Secera. Od posebnog znacaja za toleranciju biljaka na vodni stres su integrisani enzimski
i neenzimski antioksidativni sistemi koji neizbjezno ukljucuju superoksid dismutazu, katalazu,
peroksidazu, askorbat peroksidazu, glutation peroksidazu, a takode i niskomolekularna
hidrosolubilna (askorbat, glutation, fenoli) i liposolubilna (tokoferol, karotenoidi) jedinjenja.
Ovakve odbrambene adaptacije kod biljaka iziskuju velike energetske izdatke u celijama, $to
ostavlja posljedice i na njihovu reproduktivnu fazu, a to najéeS¢e rezultuje znacajnim
redukovanjem veli¢ine i broja plodova i sjemena (Chaves i saradnici, 2009). Tokom posljednjih
nekoliko decenija nauka je uloZila velike napore i sredstva u istraZivanja povezana sa uticajem
suSe na metabolizam biljaka, a u cilju povecanja njihove tolerancije na stresne uslove izazvane
ovim fenomenom. Posljednjih godina se naglo povecao interes za koristenje ekoloski opravdanih
I neinvazivnih sredstava kojima se unaprijeduje problem vodosnabdijevanja biljaka, a velika
paznja je posvecena primjeni prirodnih aluminosilikata, od kojih je najpoznatiji zeolit. lako nisu
mnogobrojni, postoje radovi koji upuéuju da ovaj prirodni mineral moze znacajno da doprinese

poboljsanju vodnog rezima biljaka zbog 0sobine vezivanja te uravnotezenog otpustanja vode



(Pirzad i Mohammadzade, 2014, Wu i saradnici, 2019, Bahador i Tadayon, 2020). Ipak, ova tema
je jos uvijek nedovoljno istrazena, a dosadasnji rezultati upucuju da uticaj zeolita znacajno zavisi
od primjenjene koncentracije u supstratu te da takode zavisi od biljne vrste. Dvije biljne vrste
razli¢ite po tipu fotosintetickog metabolizma i adaptivnim strategijama na vodni deficit ¢ine
adekvatan izbor za proucavanje vodnog stresa te omogucavaju Siri pristup u istrazivanju odgovora
na pitanje u smislu specifi¢nosti same vrste. Fokus istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji je
ispitivanje mogucnosti primjene zeolita u svrhu sprjeavanja ili ublazavanja posljedica vodnog
stresa na biljke paradajza i kukuruza ali i ispitivanje moguéeg razli¢itog odgovora u odnosu na
biljnu vrstu. U tom smislu, stepen oksidativnog stresa razmatran je indirektno, analizom
biohemijskih parametara antioksidativnog metabolizma, a uklju¢ena je i analiza anatomsko-
fizioloskih pokazatelja (histoloske analize listova, struktura stoma, intenzitet fotosinteze i

transpiracije te sadrzaj fotosintetickih pigmenata).



2. PREGLED LITERATURE
2.1. VODNI REZIM | VODNI DEFICIT KOD BILJAKA

Voda kao najrasprostranjeniji molekul na Zemlji (70% njene povrSine je prekriveno
vodom) je apsolutno neophodna za zivot svih zivih bica, a za biljke prestavlja esencijalan faktor u
skoro svim metabolickim procesima te je kao konstituent prisutna u svakoj biljnoj ¢eliji od 75-
90% u odnosu na ukupnu masu (Staknovi¢, 2010). Fizicko-hemijske osobine vode ¢ine je idealnim
molekulom za reakcionu sredinu u zivim ¢elijama, a to su visoka dielektri¢na konstanta, dobra
elektri¢na provodljivost, visok stepen adhezije povezan sa polarnoscu, jak povrSinski napon,
kapilarnost, amfoternost, toplotna provodljivost, prilagodljiva specifi¢na toplota i gustina u odnosu
na temperaturu, providnost te osobina dobrog rastvarac¢a (Chwastowski i sar., 2020). U zavisnosti
od njene pristupacnosti za biljke voda se moze klasifikovati na gravitacionu, kapilarnu i
higroskopnu, a najveéi znacaj ima kapilarna voda koja se zadrzava u porama zemljista pod
uticajem povrSinskih sila Cestica zemlje te je kohezionim silama vezana izmedu filma higroskopne
vode (Saarenketo, 1998). Vecina vode koja ude u biljne organizme je ,,tranzitnog* tipa, odnosno
nakon upotrebe biva evaporisana putem traspiracije u atmosferu, a manje od 1% ostane vezana u
¢elijama te se ugraduje u organska jedinjenja. U biljkama postoje tri glavna procesa koja ¢ine jedan
kontinuitet u vodnom rezimu, a to su usvajanje, kretanje i odavanje vode (Wang i sar., 2019).
Dominantan nacin usvajanja vode od strane biljaka je onaj putem korijenovog sistema iz zemljista,
ali zbog izuzetne vaznosti vode veéina vrsta je dodatno usvaja i putem listova kao i putem svih
drugih metamorfoziranih organa (Zarebanadkouki i sar., 2019). Najveca apsorpcija se odvija u tzv.
zoni korijenovih dladica, koja se nalazi iza meristema u vrhu Kkorijena a na njoj je povecana
kontaktna povrsina sa zemljistem. Starije ¢elije iznad ove zone imaju manju sposobnost usvajanja
vode zbog ocvrsnulih ¢elijskih zidova koji su oplutnjali ili lignifikovani. Nakon ulaska vode u
¢elije korijena voda se najprije krece kroz same celije, prolaze¢i nekoliko slojeva parenhimskog
tkiva dok ne dode do zone endodermisa, pri ¢emu mora proci barijeru tzv. ,,Kasparijev pojas i
do¢i do provodnih sudova. Nakon toga voda se kre¢e uzlazno putem sistema provodnih sudova,
odnosno cjevcica ksilema. Pokretacka sila za ulazak vode u ksilem nastaje zbog stvaranja
negativnog pristika unutar cjevéica koji se stvara zbog ascendentnog odavanja vode prema
listovima, a kretanje kroz celije primarne kore je stimulisano razlikom osmotskog potencijala
izmedu vode u ksilemu i vode zemlji$nog rastvora na povrsini korijena (Cerekovi¢ i sar., 2013).

Kretanje vode kroz ¢elije na putu od usvajanja do ulaska u provodne sudove moze biti apoplastno,
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simplastno i transcelularno (Jonhson i sar., 2013). Apoplastno kretanje vode se odvija kroz sistem
spojenih ¢elijskih zidova svih ¢elija, dok u simplastnom putu voda prolazi kroz ¢elijsku membranu
i krece se kroz citoplazmu zaobilazec¢i vakuolu. Transcelularni put vode obuhvata kretanje kroz
citoplazmu pri ¢emu dolazi i do prolaska kroz tonoplaste i vakuole svih ¢elija (Slika 1.).
Apoplastno kretanje vode se odvija po principu difuzije, dok su za simplastno i transcelularno
kretanje zasluzne 1 difuzija i osmoza. Nakon ulaska u sistem provodnih sudova, odnosno u cjevcice
traheja, glavna pokretacka sila vode je negativni hidrostaticki pritisak koji se stalno odrzava
zahvaljujudi isparavanju vode kroz listove. Pri tome su sve molekule vode u ovom vodenom stubu
povezane kohezionim silama koje spreCavaju kidanje vodenih ,niti“, dok sile adhezije
omogucavaju vodenim molekulama da se ¢vrsto pripiju za zidove provodnih cjevcica i odrze
kontinuitet vodenog stuba. Odavanje vode se najve¢im dijelom odvija u obliku vodene pare u
procesu poznatom kao transpiracija. Ovaj proces se odvija kroz stome, odnosno male otvore koje
formiraju parovi specijalizovanih ¢elija u epidermisu listova. Difuzija vodene pare kroz stome u
atmosferu se odvija duz gradijenta hemijskog potencijala pa se prema Fikovom zakonu moze reci
da je koli¢ina isparene vode onolika kolika je razlika u koncentracijama vode unutar ¢elije i u

atmosferi (Leonardi i sar., 2000).
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Slika 1: Sematski prikaz puteva kretanja vode kroz éelije korijena biljaka (Original)

Parametri koji ukazuju na vodni status u biljkama su vodni potencijal i relativni sadrzaj vode (eng.
relative water content, RWC) (Stankovi¢ i sar., 2006). U pogledu sadrzaja slobodne energije voda

se moze Opisati na termodinamicki na¢in, pa se moze upotrijebiti izraz hemijski potencijal. U nauci



se jo§ koristi i izraz vodni potencijal (yw) a on se moze koristiti za procjenu stanja hidratacije
¢elije, tkiva ili ¢ak cijele biljke. Vodni potencijal je ranije nazivan kao ,,snaga usisavanja“ a moze
se definisati kao razlika izmedu hemijskog potencijala vode u ¢eliji i hemijskog potencijala Ciste
vode pri istoj temperaturi i atmosferskom pritisku prema parcijalnoj molarnoj zapremini vode.

Jednacina vodnog potencijala koja se upotrebljava za procjenu hidratacije kod biljaka glasi:
Yw =ys +yp +yg+ym
gdje je :
Ws — potencijal rastvorenih supstanci u vodi (koji opada s porastom koncentracije rastvorenih

supstanci)

Wp — potencijal pritiska (fizicka sila koja djeluje na vodu u okolini u kojoj se ona nalazi). Kad je
voda podvrgnuta negativnom pritisku potencijal je manji od 0 MPa a vodni potencijal je smanjen;
vodni potencijal raste sa pozitivnim pritiskom, tj. ako je potencijal pritiska > 0 MPa.

Wg- gravitacioni potencijal, moZe imati znacajan efekat kada se voda transportuje vertikalno, na
duzinama ve¢im od 5-10 metara, ali se ovaj potencijal moze izostaviti ako se opisuje meducelijski

transport, ili transport vode unutar malih biljaka.

¥m — matriks potencijal, koji dovodi do adhezije molekula vode na povrSinu razlicitih struktura,
npr. celijskog zida i koloida, smanjujuc¢i vodni potencijal. Zbog malih vrijednosti matriks
potencijala 1 njegove teSke myjerljivosti, uticaj istog na vodni potencijal biljke se obicno

zanemaruje.

Vrijednost vodnog potencijala u zemljistu se najéesc¢e krece od -0,01 do -0,2 MPa, u biljkama od
-0,1 do -10 MPa, dok je u atmosferi njegova vrijednost od -10 do -100 MPa (Stankovi¢ i sar.,
2006). Gradijent vodnog potencijala je pokretacka sila za ascendentni tok vode od zemljisnog
rastvora do korijena, od korijena kroz stablo do listova, i iz listova u atmosferu. U ¢elijama listova
najdominantniji uticaj imaju osmotski potencijal i hidrostaticki pritisak (turgorov potecijal) koji
nastaje usljed prodiranja vode u vakuolu usljed razlike u njenoj osmotskoj koncentraciji u odnosu
na okolinu. Zbog toga dolazi do povecanja njene zapremine i pojacanog pritiska na protoplast 1
éelijski zid, a taj pritisak se jo$ naziva i turgorov pritisak, ili turgor (Cosgrove, 2016). Celija koja
ima pozitivan turgorov pritisak se jos naziva i turgidna, a ukoliko elasti¢nost njenog ¢elijskog zida

vrsi pritisak u povratnom smjeru kazemo da je turgor potpun. Ukoliko biljne ¢elije gube vodu



njihov turgor se smanjuje, popusta pritisak vakuole na protoplast te nastupa uvenuce (Weisz i sar.,
1989). U tom slucaju ¢elijski zid se skuplja dok ne dostigne donju granicu elasti¢nosti tj. dok se
zapremina Celije ne smanji za vise od 20%. pri ¢emu dolazi do odvajanja protoplasta od ¢elijskog
zida i do nastanka plazmolize. Koli¢ina usvojene i odate vode zavisi od mnogih faktora sredine od
kojih su najvazniji dostupnost vode u zemljiStu, temperatura, vlaznost vazduha, ali 1 same
kongenitalne osobine biljne vrste. Kada je koli¢ina vode koju biljka izgubi transpiracijom u
atmosferu veca od one koju je usvojila iz zemljista putem korijena, tada govorimo o vodnom
stresu, vodnom deficitu ili susnom stresu. Prema ja¢ini moguce je razlikovati blagi, srednji i jaki
vodni stres. Mjera ja¢ine stresa je Smanjenje vodnog potencijala ¢elije od 1 bara (blagi), 1-10 bara
(srednji) i vise od 10 bara (jak stres), (Stankovié i sar. 2006). Vecina biljaka se susrece sa prolaznim
dnevnim varijacijama sadrzaja vode te dozivljava blagi vodni deficit u toplim i suvim sun¢anim
danima, ali kada u ekosistemima nastupi dugotrajni nedostatak vode, od nekoliko nedjelja ili ¢ak
mjeseci dolazi do uvenuca sa ve¢im posljedicama te do letalnog ishoda (Sanders i Arndt, 2012).
U tom slucaju biljke nemaju vise sposobnost da povrate izgubljenu vodu i uspostave svoju

prijasnju masu jer su nastala trajna oSte¢enja vegetativnih organa.
2.2. NEDOSTATAK VODE (SUSA) KAO ABIOTICKI EKOLOSKI FAKTOR

U hijerarhiji biljnih potreba, voda se nalazi na drugom mjestu, odmabh iza potrebe za
energijom sunéeve radijacije (Lestari i sar., 2011). Ipak, od svih ekoloskih faktora voda ima
najznacajnije formativno dejstvo na biljke. To je narocito izrazeno ukoliko se uzme u obzir njen
uticaj na nadzemne dijelove, od kojih posebno listovi pokazuju izuzetnu varijabilnost i jasnu
zavisnost morfoloskih i anatomskih osobina u skladu sa ve¢om ili manjom vlazno$¢u stanista (Xu
i sar., 2009). Dostupnost vode je najvazniji faktor koji uslovljava aktuelni raspored biljnog svijeta
na Zemlji u smislu geografske distribucije specifi¢nih tipova vegetacije (Krdel-Dulay i sar., 2004).
Temperaturne varijacije duz geografske Sirine rezultat su nejednakog zagrijavanja Zemlje cemu
doprinose njen sfericni oblik i nagnutost ose, §to se upravo proporcionalno reflektuje na
distribuciju dostupne vode za biljke. Susa je meteoroloski pojam, a oznac¢ava produzeni vremenski
period u mjesecima ili ¢ak godinama kada neka regija zabiljezi nedostatak u opskrbi vodom, bila
to podzemna ili povrSinska voda (Tate 1 Gustard, 2000). Nedostatak vode moze biti zemljisni i
atmosferski, a pri atmosferskoj susi relativna vlaznost vazduha je ispod 60 %. Do vodnog deficita
moze da dode i u uslovima kada nije umanjena koli¢ina same vode, nego je ona u takvom obliku

koji je nedostupan biljkama. To se deSava na zaslanjenim staniStima gdje prisustvo visokih
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koncentracija soli otezava osmotske procese kojima biljke usvajaju vodu (Sofo i sar., 2015). Osim
visokih, niske temperature takode ograni¢avaju koli¢inu dostupne vode budué¢i da formirani
kristali leda nisu adekvatan oblik za usvajanje, sa ¢ime su suocene vrste polarnih podrucja i tundri
(Beck i sar., 2007). Ovakvo stanje u kojem nije smanjena koli¢ina vode u zivotnoj sredini biljaka,
nego je ona u neadekvatnom obliku za usvajanje predstavlja tzv. fizioloSku susu. Biljke su tokom
evolucije Zivota na Zemlji pronaSle razna rjeSenja u adaptaciji na Zivot u podru¢jima sa
ograni¢enom koli¢inom vode. Uporedno formiranje vise razlic¢itih Zivotnih formi na istom
ekoloskom podruc¢ju je od izuzetnog evolutivnog znacaja, pa je onda i razumljivo da sve
adaptacije poc€ivaju na molekularno-biohemijskom nivou, S$to rezultuje prilagodavanjem
anatomskih i ekofizioloskih osobina. Prema nekim procjenama, oko 90% obradivog zemljista je
pod uticajem jednog ili viSe stresnih faktora zivotne sredine (Dita i sar., 2006), od ¢ega je oko
26% ugrozeno nedostatkom vode (Shao i sar, 2008). Smatra se da u poredenju sa svim ostalim
vrstama abiotickog stresa kojima su biljke izloZene, su$a najviSe utiCe na njihov rast i
produktivnost kao 1 da gubici prinosa u poljoprivrednoj proizvodnji uzrokovani suSom vjerovatno
premasuju gubitke uzrokovane svim ostalim faktorima zajedno (Foolad, 2007). U fizioloskom
smislu moze se re¢i da susa predstavlja odsustvo vlage koja je neophodna da bi se biljka normalno
razvijala i da bi zavrsila zivotni ciklus (Zhu, 2002). U uslovima suse kod biljaka dolazi do niza
fizioloskih, biohemijskih i molekularnih promena kao S$to su zatvaranje stoma, smanjenja
intenziteta fotosinteze, promjene ekspresije gena, redukcija nadzemnog dijela biljke, korijena te
fotosinteticki aktivne povrsine i kao rezultat svega redukovana je produkcija biomase (Kranner,
2002). Biljke naj¢esc¢e prepoznaju stres na nivou membrana i to zahvaljujuéi prisustvu receptornih
proteina za koje se vezuju signalni molekuli (npr. G proteini, receptori abscisinske kiseline-ABA
itd.) (Wu i Urano, 2018). Reakcija na stres zapo€inje percepcijom signala, vezivanjem liganda
(signalnih molekula) za receptore na nivou membrana i aktiviranjem kaskada intracelularnih
signalnih reakcija koje prenose informaciju o stresu kroz ¢eliju (transdukcija signala). Zatim
dolazi do ekspresije odredenih gena i sinteze stres proteina, ¢elija reaguje u specificnom
metaboli¢kom odgovoru i kao rezultat svega nastaje odredena fizioloSka reakcija. Dejstvo stresnih
faktora na biljke moze biti primarno, ali i sekundarno nastalo kao rezultat indukcije sekundarnih
stresogenih faktora pod dejstvom primarnih faktora. Zbog toga je razumijevanje mehanizama
homeostaze jona i tolerancije biljaka na susu uopste od klju¢nog znacaja i generise jednu od

glavnih tema istrazivanja danasSnjice.



2.3. GENEZA OKSIDATIVNOG STRESA U BILJNIM CELIJAMA U USLOVIMA
SUSE

2.3.1. Reaktivne vrste kiseonika

Sva ziva bica trebaju kiseonik za efikasnu proizvodnju energije u mitohondrijama.
Kiseonik kao krajnji akceptor elektrona kod svih aerobnih organizama neophodan je u procesu
disanja pri kojem se organska materija (energetski supstrat) razlaze do ugljen dioksida i vode uz
oslobadanje ekvivalentne koli¢ine energije. Pored toga Sto je neophodan za zivot, kiseonik moze
biti izuzetno toksican gas. Kada se kaze toksicnost kiseonika prije svega se misli na to da u procesu
njegove jednovalentne redukcije mogu nastati reaktivne vrste kiseonika - ROS. Vec¢ina ovih vrsta
je kratkoziveéa, a mogu nastati termolizom, elektromagnetnom radijacijom, redoks reakcijama,
enzimskim procesima i hemijskim procesima (Acworth, 2003). Najreaktivnije hemijske vrste su
superoksid anjon radikal (O2"), hidroksil radikal (OH"), vodonik peroksid (H202) i singlet
kiseonik (*02) (Halliwell i Gutteridge, 1999). ROS se najvise poistovjeéuju sa slobodno
radikalskim oblicima kiseonika, medutim postoje i neradikalski oblici. Slobodni radikal je
hemijska vrsta koja sadrzi jedan ili vise nesparenih elektrona koji postoje u atomskoj ili
molekulskoj orbitali samostalno. Dva elektrona u molekulu Kkiseonika su smjestena u dvije
degenerisane molekulske orbitale te imaju paralelni spin i to je osnovno (triplet) stanje Oz koje je
najstabilnija forma koja postoji. Zbog suprotnog spina, kiseonik u ovakvom stanju preferira
prihvatanje elektrona jedan po jedan pa to ¢ini u procesu jednovalentne redukcije, $to objasnjava

njegovo sporo reagovanje sa ve¢inom neradikala (Slika 2.).
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Slika 2. Sematski prikaz postepene, jednovalentne redukcije kiseonika do vode (Original)
Singlet kiseonik (*O2)

Ovaj oblik ROS ne sadrzi nesparene elektrone pa se ubraja u neradikalske vrste i
predstavlja prvo pobudeno elektronsko stanje Oz, a moze nastati apsorpcijom energije koja dovodi
do promjene spina iz triplet stanja u singlet stanje (Foote i sar., 1985). Zbog toga §to je singlet

kiseonik veoma reaktivan, vjeruje se da on ima veoma karatak poluzivot u bioloSkim sistemima



(oko 200 ns) te ga je zbog toga tesko detektovati (Gorman i Rodgers, 1992). Medutim, postoje
istrazivanja koja ukazuju da poluzivot singlet kiseonika u ¢elijama moze biti mnogo duzi od 200
ns, ¢ime omogucava njegovu vecu migraciju ¢ak i preko ¢éelijskih membrana te da moze sam

djelovati kao signalna molekula (Skovsen i sar., 2005).
Superoksid anjon radikal (02™)

Superoksid radikal nastaje redukcijom kiseonika jednim elektronom (Fridovich, 1995).
Medutim, nastanak O™ moze uticati na formiranje rekativnijih ROS oblika kao $to su hidroksil
radikal i ¢eSce singlet kiseonik (Halliwell, 2006). Prenosom elektrona na O™ nastaje peroksidni
jon (02%) koji je neradikalni oblik sa slabom O-O vezom. Dalje, prenosom jo§ dva elektrona na
02% raskida se O-O veza i nastaju dva oksidna jona O%. U bioloskim reakcijama proizvod

dvoelektronske redukcije kiseonika je vodonik peroksid, a ¢etvoroelektronski voda.

Hidroksil radikal (OH")

Hidroksil radikal je jako reaktivan i kratkozivec¢i oblik slobodnog radikala a predstavlja
neutralnu formu hidroksilnog jona. Najveca koli¢ina hidroksil radikala nastaje pri raspadu vodonik
peroksida ili u atmosferi prilikom reakcije atomskog kiseonika sa vodom. Hidroksil radikal, (OH")
sa kratkim vremenom Zivota od oko 10 s u vodi, je trenutno najmoéniji oksidans od svih ROS
oblika i u mogu¢nosti je da brzo oksiduje vecinu organskih jedinjenja. Neki autori smatraju da OH’
moze da oksiduje u potpunosti gotovo svako jedinjenje (Laurie i Waterhouse, 2006). Krajem 19.
vijeka nau¢nik Fenton je opisao reakciju vodonik peroksida sa Fe u kojoj nastaje OH". Hidroksil
radikal takode nastaje iz H2O2 u prisustvu superoksidnog anjona (Haber-Vajsova reakcija).
Reakcija se odigrava sporo, uz kataliticko dejstvo jona zeljeza. Prvi korak ovog katalitickog

ciklusa ukljucuje redukeciju feri jona u fero jon:
Fe3* + 05 — Fe?t + 0,
Sljedeci korak je Fentonova reakcija:
Fe?* + H,0, - Fe3* + OH™ + OH'
Neto reakcija:

05 + H,0, - OH™ + OH' + 0,



Ova reakcija je nazvana po nau¢niku Fricu Haberu (Fritz Haber) i njegovom studentu Vajsu

(Joseph Joshua Weiss).

Vodonik peroksid (H202)
Vodonik peroksid je neradikalska vrsta ROS, jer nema nesparene elektrone a nastaje kao

netastabilan proizvod redukcije kiseonika:
02 + Ze_ + 2H+—)H202

Nastali vodonik peroksid u prisustvu jona zeljeza ili bakra daje reaktivne hidroksilne radikale i/ili
hipohloritnu kiselinu (HOCI) u prisustvu CI- (hloridnog anjona). Osim toga $to direktno moze da
reaguje sa nekim molekulama (npr. sa proteinima) njegova toksic¢nost se i indirektno ispoljava kroz
reakciju sa superoksid radikalom u prisustvu prelaznin metala (Fe, Cu ili Mn) i stvaranja

visokoreaktivnog hidroksil radikala (Fentonova reakcija).
2.3.2. Oksidativni stres u uslovima suse

Jedna od neizbjeznih posljedica vodnog deficita je povecana proizvodnja ROS u razli¢itim
¢elijskim organelama, narocito u onima u kojima su prisutne vioske koncentracije kiseonika, a to
su hloroplasti, peroksizomi i mitohondrije. Naime, naj¢e$¢i nacin izbjegavanja prekomjerne
transpiracije listova u uslovima suse jeste proces zatvaranja stominih otvora koje je posredovano
signalnom transdukcijom putem ABA, a negativna posljedica ovog procesa jeste naruSavanje
odnosa CO2/Oz u ¢elijama, $to za sobom povlaci i Stetne uticaje na fotosinteticki aparat (Medrano
i sar., 2002; Lehmann i Or, 2015). Nedostatak CO> uzrokuje disbalans izmedu apsorbovane i
usvojene svjetlosne energije koja u tom slucaju biva alternativno usmjerena na kiseonik, §to dovodi
do hiperprodukcije ROS (Takahashi 1 Murata, 2008). Remecenje normalnog toka u procesima
fotosinteze 1 ¢elijskog disanja uzrokovano nedostatkom CO2 uslovljava i poremecaj regeneracije
NADP”, zbog Cega nastupa pojacano ,curenje elektrona prema kiseoniku i intenzivnije
proizvodnje superoksid anjon radikala i vodonik peroksida (Veljovi¢-Jovanovi¢, 1998; Noctor i
sar., 2002). Nadalje, reakcija izmedu superoksida i vodonik peroksida u prisustvu jona prelaznih
metala (Fe*?*3 i Cu*¥*?) uslovljava nastanak hidroksil radikala (Akashi i sar., 2004). Dosadasnja
istrazivanja uticaja suSe na nastajanje toksi¢nih oblika kiseonika ukazuju na Cinjenicu da se u
uslovima suse gradi najvise hidroksilnog radikala $to je posljedica povecane koncentracije jona Fe

i Cu u biljnim tkivima (Kukavica i sar., 2009; Morina i sar., 2010). Takode je pokazano da susa
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povecava brzinu proizvodnje vodonik peroksida dobijenu prera¢unavanjem, i do 70 %, dok
Mehlerova reakcija doprinosi 10% (Noctor i sar., 2002). U normalnim fizioloSkim uslovima
proizvodnja i uklanjanje ROS su dobro regulisani ¢elijskim metabolizmom. Kad su biljne ¢elije
izlozene nepovoljnim uslovima duzi period, proizvodnja ROS ¢e preovladati nad sistemima
uklanjanja. Tada u ¢elijama nastupa stanje tzv. oksidativnog pritiska koji se definiSe kao pomak
ravnoteze u Celijskim oksidaciono-redukcionim reakcijama u smjeru oksidacije. PoSto reaktivne
vrste kiseonika iscrpe antioksidativni kapacitet celije dolazi do nekontrolisanih oksidacija
biopolimera, §to naravno uti¢e na njihovu strukturu i funkciju izazivajuci oksidativni stres. Ta
oStecenja obuhvataju polinezasi¢ene masne kiseline, ugljene hidrate, proteine i nukleinske kiseline
(Hendry, 1993). Pri tome se narusava pre svega redoks homeostaza jona, jonski balans, prenos
signala u ¢eliji, genska transkripcija i niz drugih procesa. Reakcija ROS sa organskim supstratima
je kompleksna ¢ak i u in vitro uslovima, a u bioloskim sistemima dolazi do jo§ vecih komplikacija
zbog osobina povrSine membrane, elektro potencijala i osobina veza unutar makromolekula.
Dokazano je da u uslovima suSe povecan nivo ROS, prije svega superoksid anjon radikal i hidroksil
radikal indukuje lipidnu peroksidaciju (Navari-1zzo i sar., 2002; Pandey i sar., 2010). Ostecenja
membranskih lipida u biljnim ¢elijama su skoro iskljuc¢ivo povezana sa reakcijama peroksidacije,
a najvise na polozajima dvostrukih veza polinezasi¢enih masnih kiselina. Lipidnu peroksidaciju
najces¢e uzrokuje hidroksil radikal, a obiljezavaju ga tri stepena: inicijacija, propagacija i
terminacija. Reakcija molekularnog kiseonika sa polinezasi¢enim masnim kiselinama spinski je
onemogucéena, stoga je peroksidacija moguca slobodno-radikalskim mehanizmom kojim se
premoscuje spinska restrikcija. Peroksidacija nezasi¢enih masnih kiselina zapocinje napadom
hidroksil radikala sposobnog da izdvoji atom vodonika iz metil grupe masne kiseline pri ¢emu
nastaju slobodni lipidni radikali (Halliwell, 1991). Ukoliko ¢elija ne raspolaze dovoljnom
koli¢inom antioksidativnih molekula dolazi do lan¢ane reakcije (faza propagacije) u kojoj lipidni
hidroperoksidi disosuju do lipoksidnog i peroksil-radikala koji reiniciraju peroksidaciju a te
reakcije katalizuju atomi Zeljeza. Reakcije se nastavljaju sve dok nastali radikali ne reaguju
medusobno tokom faze terminacije, pri ¢emu nastaju tercijarni produkti oksidacije, stabilni i
nereaktivni dimeri i polimeri. Negativne posljedice lipidne peroksidacije nastupaju zbog
nakupljanja krajnjih proizvoda, odnosno aldehida i ketona. U tom smislu najveéi problem
predstavljaju 4-hidroksi-2-nonenal (HNE) i malondialdehid (MDA) koji reaguju sa

aminokiselinskim ostacima proteina 1 sa nukleinskim kiselinama dovedec¢i do znacajnih oSte¢enja
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¢elijskih struktura (Adams i sar., 1999). Tako je oksidacija proteina jedna od negativnih posljedica
oksidativnog stresa nastalog zbog uticaja suse (Bartoli i sar., 2004). Naj¢es¢i ishod oksidativne
modifikacije proteina je nastajanje tzv. karbonil proteina. Karbonilne grupe (-C=O) nastaju
direktnom oksidacijom aminokiselinskih sekvenci na boc¢nim stranama polipeptidnog lanca,
najée$¢e kod hidrofilnih aminokiselina kao $to su prolin, arginin, lizin i treonin, ¢ine¢i ih
hidrofobnijim i podloznijim za agregaciju (Ciacka i sar., 2020). Osim ovog nacina, karbonilne
grupe mogu biti uvedene u proteine u sekundarnim reakcijama usljed djelovanja proizvoda lipidne
peroksidacije (HNE i MDA) na mjestima histidinskih, cisteinskih i lizinskih ostataka (Slika 3.).
Oksidativna oste¢enja ovih bo¢nih aminokiselinskih ostataka u reakciji sa HNE se manifestuju
kroz formiranje Sifovih baza (reagovanjem aldehidne grupe HNE sa amino grupom) ili kroz
Majklovu reakciju (nukleofilna adicija). Takode uvodenje karbonilne grupe nastupa u reakciji sa
reaktivnim karbonil derivatima (keto amini, keto aldehidi) nastalim kao posljedica redukcije Secera
ili njihovih produkata oksidacije sa lizinskim ostacima (glikooksidacija) (Grune i sar., 2003,
Sullivan i sar., 2003). Proizvodi lipidne peroksidacije (npr. MDA) mogu takode da $tetno reaguju
sa nukleinskim kiselinama, pri ¢emu je guanin U DNK molekulu najées¢a meta napada, $to dovodi
do mutacija i na kraju do naruSavanja fizioloskih aktivnosti proteina. Vazna osobina karbonilnih
proteina je da je njihovo nastajanje nepovratno a nastale promjene u konformaciji dovode do

smanjenja kataliti¢ke aktivnosti enzima i same funkcije proteina (Xun-Liang i sar., 2012).
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Slika 3. Reakcija HNE sa histidinskim ostatkom u bo¢nom aminokiselinskom nizu proteina (Original)
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2.4. UTICAJ SUSE NA PROCES FOTOSINTEZE
2.4.1. Fotosinteticki pigmenti

Hlorofili su glavni fotosinteticki pigmenti a predstavljaju jedne od najvaznijih
bioorganskih jedinjenja u biljnim ¢elijama, prije svega zbog centralne uloge koju imaju u procesu
svijetle faze fotosinteze. U hemijskom pogledu hlorofili su estri dikarbonske kiseline hlorofilina,
u kojoj je jedna karboksilna grupa esterifikovana metanolom, a u druga alkoholom fitolom.
Molekul hlorofila ima strukturu porfirinskog tipa: posjeduje Cetiri pirolova prstena koordinisana
centralnim atomom magnezijuma u sredini (Woodward i sar., 1960). Raspored dvostrukih veza
porfirinske strukture je konjugacioni (naizmjeni¢ni raspored jednostrukih i dvostrukih veza) Sto je
od presudnog znacaja za ulogu koju hlorofil ima u fotosintezi, jer konjugacija pomjera apsorpcioni
maksimum ka veéim talasnim duzinama, u vidljivu oblast sun¢evog spektra. Postoji vise vrsta
hlorofila, a u vi§im biljkama su zastupljeni hlorofil a i hlorofil b koji se veoma malo razlikuju u

sastavu boc¢nih lanaca (Slika 4.). Kod hlorofila a na poziciji C-7 vezana je metil (-CH3), a kod

hlorofila b aldehidna (-CHO) grupa (Scheer, 2007).
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Slika 4. Hemijska struktura hlorofila a i b (preuzeto sa wikimedia commons, kategorija CC-BY-SA:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Chlorophyll_a.svg).
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Fotosinteticki pigmenti karotenoidi su lipofilne organske komponente koje imaju ulogu pomoénih
pigmenata jer vrSe apsorpciju svjetlosti na talasnoj duzini od 400 do 550 nm i prenos do hlorofila
(Niyogi i sar., 2001). Karotenoidi obuhvataju dvije klase jedinjenja, karotene i ksantofile, koji su
u hemijskom smislu ugljenovodonici sastavljeni od osam molekula izoprena kondenzovanih u
dugacki niz sa viSe dvostrukih veza (alkeni) i sa jononskim prstenovima na oba kraja. Poznato je
vise od 80 karotenoida a zajednicka im je osnovna grada fitoen (40 C atoma). Najpoznatiji karoteni
su B-karoten (provitamin A) i likopen, i oni su narandzaste boje. Ksantofili imaju zutu boju i oni
su ustvari oksidovani oblici karotena koji sadrze kiseonik u okviru hidroksilne, keto ili karboksilne

grupe. Poznati su lutein, violaksantin, neoksantin, zeaksantin.

Fotosinteticki pigmenti su smjesteni u hloroplastima. Hloroplasti su sa dvije lipoproteinske
membrane, spoljasnjom i unutrasnjom, izmedu kojih se nalazi medumembranski prostor Sirok 10-
20 nm (Cooper i Hausman, 2007). Unutrasnjost hloroplasta ispunjava proteinski matirks nazvan
stroma koji sadrzi tilakoidni sistem, genom hloroplasta (DNK, RNK), ribozome (70S),
plastoglobule, skrob, metabolicke enzime, razliite metabolite i meduprodukte metabolizma.
Budu¢i da imaju vlastitu DNK i ribozome, ove Celijske organele imaju i odredeni stepen
nezavisnosti u sintezi proteina (Alberts i sar., 2002). Osim unutrasnje i spolja$nje membrane,
hloroplasti imaju i tre¢i membranski sistem nazvan tilakoidna membrana koji sadrZi fotosinteticke
pigmente organizovane u fotosisteme (Slika 5.). Tilakoidna membrana oblikuje mreZu pljosnatih
okruglih plo¢ica nazvanih tilakoidi (gr¢. thylakoides - vrecast), a one ograni¢avaju intratilakoidni
prostor (lumen tilakoida) tako da hloroplasti imaju tri razli¢ita unutrasnja diela: medumembranski
prostor, stromu i lumen tilakoida. Razlikuju se grana tilakoidi i stroma tilakoidi. Grana tilakoidi
su gusto poslozeni paralelno, jedan iznad drugog poput stubica, formirajuéi strukture nazvane
granumi (lat. granum- zrnce, jer pod svetlosnim mikroskopom izgledaju kao zrnca), dok se stroma
tilakoidi protezu kroz stromu i povezuju granume. Pretpostavlja se da su lumeni svih tilakoida
medusobno povezani u jedinstven prostor. Molekularna struktura tilakoidnih membrana prilicno
je sloZena, a Cine je razli¢iti proteinski kompleksi u kojima se nalaze fotosinteticki pigmenti

(hlorofili, karotenoidi), koji u¢estvuju u svijetloj fazi fotosinteze.
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Slika 5. Sematski prikaz strukture hloroplasta: 1-stroma; 2- spolja§nja membrana; 3- unutra$nja membrana;
4- intermembranski prostor; 5- grana tilakodi; 6-lumen tilakodia; 7-tilakoidna membrana; 8- stroma

tilakodi; 9- ribozomi (Original).
2.4.2. Poremecaj fotosintetickog metabolizma u uslovima suse

U energetskom smislu fotosinteza je oksidoredukcioni proces u kojem dolazi do oksidacije
vode, koja je donor elektrona i protona te do redukcije ugljendioksida, gdje se uz pomoc¢ svjetlosne
energije sintetiSu energetski bogata organska jedinjenja iz neorganskih prekursora. Fotosintezu
¢ine dva procesa: svijetla faza koja se odvija u membranama tilakoida i tamna faza (Benson-
Kalvinov ciklus) koja se odvija u stromi hloroplasta. Najkrace re¢eno, U normalnim fizioloskim
uslovima, tok elektrona u svijetloj fazi je usmjeren od fotosistema I1 (PS 1) ka fotosistemu | (PS
I) preko prenosioca elektrona i protona na NADP?, pri ¢emu oba fotosistema djeluju kooperativno
da bi podigli elektrone sa nivoa donora niskog potencijala (voda) do nivoa akceptora visokog
potencijala (Slika 6.). Potom u tamnoj fazi kod vecine biljaka prvo dolazi do vezivanja
(asimilacije) atmosferskog CO» za ribulozo-1,5-bisfosfat u reakciji koju katalizuje enzim ribulozo-
1,5 bisfosfat karboksilaza/oksigenaza ili popularno nazvan Rubisco (Dhingra i sar., 2004). U prvoj
fazi Kalvinovog ciklusa CO: reaguje sa ribulozo-1,5-bisfosfatom pri ¢emu nastaje 3-
fosfoglicerinska kiselina (3-PGK). Kako ovo jedinjenje ima 3 C atoma i napusta hloroplast kao
prvi fotosinteticki proizvod ovaj proces je nazvan C3 fotosinteza i on predstavlja dominantan nac¢in
fotosintetiCkog metabolizma u svijetu biljaka. Nakon toga, redukovani NADPH uz pomo¢ energije

dobijene u svijetloj fazi (ATP) biva iskoristen za prevodenje 3-fosfoglicerata u gliceraldehid-3-
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fosfat, a samo jedna Sestina od ukupne dobijene koliCine ove trioze se u kasnijim reakcijama
iskoristi za nastanak heksoza. Sve ostale molekule dobijenog gliceraldehid-3-fosfata bivaju
konvertovane u ribulozo-1,5-bisfosfat, ¢ime se zatvara ciklus pri ¢emu je ugljen-dioksid krajnji
akceptor elektrona. U sustini, moze se reé¢i da je cilj Kalvinovog ciklusa asimilacija CO2 a ovaj
proces se odvija kroz vise faza u kojem ucestvuju brojni enzimi, a krajni ishod je nastanak saharoze

koja se transportuje u biljci do tkiva potroSaca gdje se razlaze na glukozu i fruktozu.

Stroma hloroplasta
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Slika 6. Sematski prikaz transporta elektrona u svijetloj fazi fotosinteze: PS I- fotosistem I, PS I1- fotosistem
I, ATP-adenozin trifosfat; ADP- adenozin difosfat; NADP-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat; Pi-
neorganski fosfat. Preuzeto sa wikimedia commons, kategorija CC-BY-SA:
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?search=electron+tranfer+light+photosynthesys&title=Speci
al%3ASearch&go=Go&ns0=1&ns6=1&ns12=1&ns14=1&ns100=1&ns106=1#/media/File: Thylakoid_m

embrane.png

U slucaju pretjeranog opterecenja aktivnosti elektron transportnog lanca zbog smanjene
dostupnosti NADP* kao posljedice stresnih uslova, dolazi do ,,isticanja“ elektrona sa ferodoksina
prema kiseoniku $to rezultira nastankom superoksid anjon radikala (Elstner i Osswald, 1994). Ovaj

proces je poznat pod nazivom Melerova reakcija:

20,42Fd eq = 205 + 2Fd,y
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Alan Mehler je 1951. godine otkrio da hloroplasti mogu da koriste kiseonik kao primaoca elektrona
a ova reakcija ima konkurenciju od strane cikli¢nog transporta elektrona kod fotosistema I (Heber
I Walker, 1992; Bendall i Manasse 1995). U ovom procesu umjesto izdvajanja Oz, dolazi do
njegovog usvajanja, pri cemu nastaje ATP ali ne i NADPH. lako je nastala koli¢ina ATP-a manja
nego u uobicajenom transportu elektrona, ona je znacajna kao izvor energije u stresnim uslovima.
Medutim, negativna posljedica Melerove reakcije je $to usljed redukcije O2 dolazi do produkcije
visoke koncentracije superoksid anjon radikala, a kasnije i vodonik peroksida sto dovodi do
intoksikacije u elektron transportnom lancu (Heber i Walker, 1992). Zbog toga se u stresnim
uslovima intenzivira fenomen ,,fotohemijskog utiSavanja“ koje se manifestuje prenosom energije
sa hlorofila na karotene ili ksantofile koji preuzimaju elektrone na sebe i prelaze u pobudeni oblik
a na taj nacin Stite fotosistem od tripletnog hlorofila ili singlet kiseonika. Ksantofili ispoljavaju
vaznu ulogu i u ,,nefotohemijskom utiSavanju* koje podrazumijeva , filtriranje* energije koja ulazi
u fotosistem. Ksantofilski ciklus se aktivira usljed stvaranja gradijenta protona na tilakoidnoj
membrani, odnosno snizenja pH u lumenu tilakoida a temelji se na deepoksidaciji violaksantina
u anteraksantin i zeaksantin prilikom intenzivne osvijetljenosti. Zeaksantin primljenu energiju
emituje u obliku toplotne energije i tako Sprjecava oSteCenja fotosistema (Demmig-Adams i
Adams, 1996). Zbog toga se u stresnim uslovima protok energije kroz fotosinteticki aparat mijenja
i oCituje se upravo poveéanjem indeksa apsorpcije (Appenroth i sar., 2001, Lin i sar., 2009). lako
se ciklus ksantiofila uglavnhom povezuje sa odgovorom na stres izazvan visokim intenzitetom
svjetlosti dokazana je njegova uloga u adaptaciji biljaka na uslove suse izazvane visokim
temperaturama (Peguero-Pina i sar., 2008) ili smrzavanjem (Sui i sar., 2007). Jo$ neki literaturni
podaci ukazuju da u uslovima vodnog deficita kod biljaka, dolazi do smanjenja kvantnog prinosa
u fotosistemu Il (PS II) te da ono moze biti posljedica inaktivacije odredenog broja rakcionih
centara PS II §to se vidi po njihovoj smanjenoj gustini (Bertamini i sar., 2007). U uslovima koji
ogranicavaju fiksaciju CO», a to je prvenstveno susa, favorizuje se oksigenazna aktivnost enzima
Rubisco ¢ime se povecava fotorespiratorni tok, a formirani H.O> u peroksizomima se uklanja
dejstvom katalaze. S obzirom na relativno visoke koncentracije prelaznih metala u fotosinteticki
aktivnim tkivima (prvenstveno Fe) povecana je proizvodnja OHe u tilakoidima kroz Fe-
katalizovanu redukciju vodonik peroksida S§to predstavlja najveéi opasnost za hloroplaste u
uslovima sus$nog stresa. Hidroksil radikal ima izuzetno jak oksidacioni potencijal jer je hemijski

najreaktivniji oblik ROS, a osim toga ne postoji enzimska reakcija koja moze direktno da ga
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eliminiSe pa njegovo generisanje neminovno dovodi do reakcija koje oste¢uju membrane tilakoida
i fotosinteticki aparat (Yokota i sar., 2002). Dokazano je da kod biljaka izlozenih uticaju stresa
dolazi do poveéanog generisanja superoksid anjon radiala u tilakoidnim membranama hloroplasta,
Sto dalje dovodi do oksidativnih oSte¢enja koja se manifestuju smanjenjem fluorescencije hlorofila
a te do smanjenja kvantnog prinosa u fotosistemu Il (Hideg i Schreiber., 2007). Oksidativni stres
u ¢elijama fotosintetickih tkiva nastaje zbog pojacanog generisanja singlet kiseonika 1 superoksid
anjon radikala u hloroplastima (Hideg i sar., 2002), a u takvim uslovima dolazi do fotoinhibicije
u fotosistemu 1l te smanjenja koncentracije proteina D1 u reakcionom centru (Hideg i sar., 2007).

Posljedica navedenih procesa je smanjena fotosinteti¢cka efikasnost kao i smanjen prinos.
2.4.3. Fotorespiracija u uslovima suse

Kod veéine biljaka paralelno s fotosintezom, odvija se i proces fotorespiracije koji je Cesto
intenzivniji u odnosu na disanje u mraku. Fotorespiracija je usko povezana s fotosintezom, jer se
odvija u uslovima intenzivne osvijetljenosti i visoke koncentracije kKiseonika u odnosu na COa.
Zbog toga §to enzim Rubisco moze da ima i karboksilaznu i oksigenaznu aktivnost, CO2 i O su
konkurentni supstrati za jedno aktivno mjesto na supstratu, a Rubisco u oksigenaznoj reakciji
koristi O2 kao supstrat (Leegood, 1993). U fotorespiraciji uéestvuju sukcesivno tri Celijske
organele, hloroplasti, peroksizomi i mitohondrije, a podrazumijeva se i citoplazma, koja ih

okruzuje. Biohemijski proces se sastoji od vise segmenata, ¢iji su glavni slede¢i koraci:

e oksigenacija ribulozo-1,5-bisfosfata i nastanak 3-fosfoglicerata i fosfoglikolata u
hloroplastima u reakciji koju katalizuje Rubisco (fosfataza hidrolizuje 2-fosfoglikolat,

u glikolat)
e oksidacija glikolata do glioksalata u peroksizomima (oslobada se vodonik peroksid
koga katalaza razgraduje do vode i kiseonika),

e transaminacija glioksalata u glicin

e konverzija glicina u serin u mitondrijama

e regenacija 3-fosfoglicerinske kiseline u saradnji sve tri organele

Temperatura znacajno utice na fotorespiraciju buduci da je tad povecana koncentracija kiseonika
u vazduhu i favorizovana je oksigenazna aktivnost Rubisco-a sto ujedno umanjuje fotosinteticku

aktivnost (Dai i sar., 1993). Osim visokih temperatura u susnim uslovima visok intenzitet svjetlosti
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I smanjena vlaznost takode povecavaju fotorespiraciju uz istovremeno ograni¢enje asimilacije
CO, fotosintezom (Pevalek Kozlina, 2003). Kao §to je ve¢ pomenuto tokom susSe tok elektrona
moze biti preusmjeren na Oz u Melerovoj reakciji nakon ¢ega se redukuje kiseonik do superoksid
anjon radikala donacijom elektrona sa fotosistema 1. U Melerovoj reakciji kao Sto se moze
zakljuciti dolazi do formiranja potencijalno toksicnih vrsta kiseonika za razliku od cikli¢nog
elektronskog transporta (Asada i Takahashi, 1987). Zato se fotorespiracija moze okarakterisati i
kao manje Stetan izbor u uslovima suse, jer s jedne strane ona smanjuje fotosintezu i neto

asimilaciju COz ali se na taj nacin izbjegava produkcija superoksid anjon radikala u hloroplastima.
2.4.4. Uticaj suse na aktivnost Rubisco-a

Kao $to je ve¢ pomenuto, prvi enzim tamne faze fotosinteze je ribulozo-1,5-bisfosfat
karboksilaza/oksigenaza (EC 4.1.1.39, Rubisco), a moze da ima karboksilaznu ili oksigenaznu
aktivnost. Rubisco se smatra jednim od najznacajnijih enzima u bioloskom smislu, jer katalizuje
hemijsku reakciju putem koje se neorganski ugljenik ugraduje u organske komponente. Osim toga
predstavlja jedan od najzastupljenijih proteina u listovima biljaka, pa tako spada u najdominantije
proteine na Zemlji (Dhingra i sar., 2004). Ovaj enzim fiksira tri do deset molekula CO. u sekundi
(Ellis, 2010). Zbog niskog Km za CO> (10-25 uM) afinitet za njegovo vezivanje je veoma izrazen
tako da je enzim aktivan i pri niskim koncentracijama ovog gasa (Eichelmann i Laisk, 1999;
Kubien i sar., 2008). Rubisco je jedan od najobilnijih proteina u zivom svijetu uopste jer ¢ini 50
% ili vise od ukupne proteinske mase u fotosintetic¢ki aktivnim tkivima biljaka (Malkin i Niyogi,
2000) a odgovoran je za fiksiranje oko 200 milijardi tona CO2 godisnje (Pevalek-Kozlina, 2003).
Ovaj enzim ima molekulsku masu 560 kDa i sastoji se od osam velikih subjedinica (L) molekulske
mase 55 kDa, te osam malih subjedinica (S) molekulske mase 15 kDa (Slika 7.). Velika subjedinica
ima glavnu katalicku funkciju enzima (Andersson 1 Backlund 2008). Funkcija malih subjedinica
nije potpuno jasna, iako se pretpostavlja da 1 one, na jo§ nepoznat nacin, doprinose kinetickim

mogucnostima i specificnostima (Spreitzer 2003, Genkov i Spreitzer 2009).
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Slika 7: Model strukture enzima Rubisco u hloroplastima visih biljaka. Male subjedinice su prikazane
narandZastom i plavom bojom, a velike svijetlo sivom i tamno sivom bojom (preuzeto sa wikimedia
commons, kategorija CC-BY-SA: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Rubisco.png)

Aktivno mjesto Rubisco-a se nalazi na mjestu dodira C-terminusa u domenu jedne velike
subjedinice sa N-terminusom u domenu druge. Kao kod vecine dosad istrazenih enzima sa o/
strukturnim motivom i kod Rubisco-a je aktivni centar na C-terminusu [-nabrane ploce.
Aminokiselinski ostaci u B-plo€i 1 a-heliksu sadrZe evolutivno oc¢uvane dijelove lanaca koji su
esencijalni za vezivanje supstrata i kataliticku funkciju. Petlja 1 koja je determinisana kao
sekvenca Lys175-Prol76-Lys177 i ima cis-konfiguraciju oCuvana je u svim tipovima Rubisco
molekula. Reakcija katalizovana ovim enzimom kao karboksilacija ili oksigenacija ostvaruje se
kroz seriju povezanih koraka uz nastanak nestabilnih intermedijernih jedinjenja. Reakcija se odvija
u tri kljuéne faze: aktivacija kondenzacijom CO3, enolizacija supstrata i karboksilacija. Aktivacija
ukljucuje kondenzaciju CO2 na deprotonovanom ostatku Lys201 i formiranje karbamata.
Enolizacija ribulozo-1,5-bisfosfata u primarnoj fazi podrazumijeva abstrahovanje protona na C3
atomu, a donor protona je Lys175 (Hartman i sar., 1987). Jon Mg?* pozicioniran na aktivnom
mjestu igra krucijalnu ulogu u mehanizmu karboksilacije, jer formira stabilne koordinatne veze sa
hidroksilnim grupama prelaznog intermedijera 2,3 endiola koji je neophodan za CO; fiksaciju
(Knight i sar., 1989). Nakon vezivanja Rubisco-a i RuBP prvi intermedijer, 2,3-endiol je nestabilno
jedinjenje a njegovo dalje vezivanje za CO: ili Oz zavisi od koncentracije gasova, temperature ili
stabilnosti enzima i supstrata. Temperatura zna¢ajno utice na fotosintezu buducéi da je tad poveéana

koncentracija kiseonika u vazduhu a kod Rubisco-a je favorizovana oksigenazna aktivnost, $to
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ujedno umanjuje fotosinteti¢ku aktivnost i povecava fotorespiraciju (Perdomo i sar., 2017). Visoke
temperature u uslovima su$e dodatno doprinose intenzivnoj transpiraciju Sto uslovljava i
progresivno zatvaranje stoma koje automatski ogranicava i dostupnost COz, §to je usko povezano
sa smanjenjem aktivnosti enzima Rubisco. Smanjenjem koli¢ine Rubisco-a dolazi do
proporcionalnog smanjenja fiksacije CO2, a samim time i smanjenja neto fotosinteze (Prins i sar.,
2007). Kao posljedica usporene reoksidacije dolazi do nagomilavanja redukovanog NADPH, pri
¢emu nema slobodnih akceptora koji bi primali elektrone (NADP™) te se oni dalje prenose na
alternativne akceptore (Flexas i Medrano 2002). Tako nastala veca koli¢ina NADPH i ATP-a
uslovljavaju povec¢anu redukciju plastohinona i zaustavljanje fotolize vode $to vodi fotoinhibiciji
(Mubarakshina i sar. 2006). Zbog toga dolazi do disbalansa izmedu apsorbovane i iskoriStene
svjetlosne energije pa se onarasipa u vidu toplotne energije, a sa pove¢anjem % termalne disipacije
smanjuje se fotosinteticka efikasnost. Dokazano je da je protein D1 primarno mjesto fotoinhibicije
pa je kapacitet njegove izmjene (eng. turnover) od vitalnog znacaja u procesu oporavka biljaka od
ovog fenomena (Godde i Hefer, 1999). Da bi doslo do vra¢anja PS Il u normalu neophodna je de
novo sinteza proteina D1, a ona se pocinje odvijati kada stopa razgradnje prevazilazi stopu
biosinteze u vrijeme fotoinhibicije. Najprije dolazi do degradacije proteina D1, a potom do sinteze
novog prekursora koji se potom ugraduje u tilakoidnu membranu, nakon ¢ega se sklapa sa ostalim
proteinima u PS IlI. Obradom C-terminusa dolazi do finalnog ugradivanja D1 proteina Sto
uslovljava smanjenje fotoinhibicije, a potpuni oporavak se deSava kada se biljka nade u povoljnim
uslovima. Ogranicenje fiksacije CO2 u uslovima suse uslovljava i poja¢anu razgradnju RuBP i
povecanje koncentracije intermedijernih Secernih fosfata kao §to je ksiluloza-1,5-bisfosfat, $to
progresivno smanjuje kapacitet izmjene Rubisco-a. Inhibicija Rubisco-a Secernim fosfatima je
uslovljena njegovom interakcijom sa Rubisco aktivazom, ¢ija aktivnost zavisi od redoks statusa u
hloroplastima te od odnosa ADP/ATP (Carmo-Silva i sar., 2015). Smatra se da je smanjenje
hloroplastne koncentracije CO2 u uslovima suSe glavni razlog koji onemogucava inicijalnu
aktivnost Rubisco-a i njegovu aktivaciju (Galmez i sar., 2011). U Konacnici, kao posljedica
smanjene aktivnosti Kalvinovog ciklusa dolazi do proteinske degradacije Rubisco-a koje najprije
zapocinje u podrucju velikih subjedinica (Parry i sar., 2002).
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2.5. METABOLICKE ADAPTACIJE BILJAKA NA SUSU
2.5.1. Anatomsko-morfoloska prilagodavanja

Biljke imaju veliku interspecijsku varijaciju u odnosu na stepen tolerancije na susu,
predominantno zasnovan na njihovim ekofizioloskim adaptacijama koje su razvile tokom
evolucije (Bijlsma and Loeschcke 2005; Blum 2017). Generalno, u procesima prilagodavanja
biljaka na susu dolazi do aktiviranja i promjena u ekspresiji mnogih gena, $to rezultuje brojnim
biohemijskim, fizioloskim i najzad morfo-anatomskim promjenama (Kautz i sar., 2015).
Najefikasniji nacin za Cuvanje vode je smanjenje transpiracione povrsine kroz djelimi¢nu ili
potpunu redukciju broja i povrsine listova. To se postize uvrtanjem liske koji se pri odredenoj
dehidrataciji cjevasto uvijaju, ¢ime se $titi gornja povrSina na kojoj se nalaze stome, ograni¢ava
transpiracija, a ne sprjecava apsorpcija CO2. Takode, kod biljaka su$nih stanista tokom evolucije
doslo je do pojacanog razvijanja kutikule, lignifikovanja ¢elijskih zidova epidermisa i stvaranja
omotaca bijelih dlaCica koje pojacavaju efekat ,,albeda” i odbijaju intenzivnu suncevu svjetlost.
Korijen je obi¢no ekstenzivnog tipa i1 prilagoden je intenzivnom upijanju vode te je viSe razvijen
od izdanka. Palisadno tkivo je mnogo bolje razvijeno od sunderastog a nervatura listova je jako
razgranata. Kod vecine biljnih vrsta suSnih stanista stome su sitnije ali dosta brojne, ¢ak i do 500
stoma po mm?. Cesto je prisutna zbunasta forma izdanka bez listova gdje funkciju fotosinteze
preuzima stablo. Ipak najzastupljenije Zivotne forme pustinjskih kserofita su sukuletne Zivotne
forme sa so¢nim mesnatim vegetativnim organima prilagodenim za skladiStenje vode. U odnosu
na to gdje skladiste vodu biljke mogu da budu u formi stablovih sukulenti, gdje su listovi
metamorfozirani u dlake i bodlje (biljke iz porodica Cactaceae, Euphorbiaceae) ili lisnatih
sukulenti kao npr. kod vrsta roda Aloe ili Agave. Sve ove karakteristike su determisane na
molekularnom nivou a uskladene su sa evolutivno promijenjenim metabolickim putevima koji
omogucavaju bolje prezivljavanje (Mundim 1 Pringle, 2018).

2.5.2. Evolutivne adaptacije fotosintetickih puteva

Sposobnost aklimatizacije biljaka na razli¢ite uslove sredine je direktno ili indirektno
povezana sa njihovom sposobno$c¢u da prilagode proces fotosinteze novonastalim uslovima, sto
zauzvrat utiCe na biohemijske i fizioloske procese i posljedi¢no na rastenje i razmnozavanje biljaka

(Chandra i sar., 2008). Dostupnost vode biljkama je najvazniji faktor koji utice na fotosinteticke

procese jer od obezbjedenosti biljke vodom prije svega zavisi turgidnot ¢elija, odnosno otvorenost
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stominog aparata za ulaz CO». Na su$nim stani$tima nedostatak vode obi¢no je posljedica visokih
temperatura koje naroCito uti¢u na fotosintezu, pogotovo na tamnu fazu. Za veéinu biljaka
umjerene zone optimalni temperaturni opseg za odvijanje procesa fotosinteze nalazi se izmedu 25
i 30 °C, a porast za oko 4 °C smanjuje karboksilaznu aktivnost Rubisco-a. Kod pustinjskih biljaka
optimalna temperatura za odvijanje procesa fotosinteze je 47 °C, dok je za biljke Arktika optimalna
temperatura 15 °C (Skvorc, 2013). Tokom evolucije biljke koje Zive na stani$tima sa ograni¢enom
koli¢inom vode i povisenom temperaturom razvile su neke druge nacine fiksacije CO2 u odnosu
na C3 metabolizam. U godinama poslije otkri¢a Kalvinovog ciklusa pokazalo se da u tamnoj fazi
fotosinteze postoje i drugi biohemijski procesi koji dopunjuju ovaj ciklus, ili se nadovezuju na
neke njegove reakcije. Za razliku od C3 biljaka izvjesne vrste fiksiraju CO2 na drugaciji nacin,
tako da je prvi proizvod fotosinteze jedinjenje sa 4 atoma ugljenika (malat, aspartat, oksalacetat),
pa se taj proces zove C4 tip asimilacije CO. (Hatch i Slack, 1969; Ludwig, 2012). Listovi biljaka
sa C4 metabolizmom imaju drugaciju anatomiju od biljaka sa C3 metabolizmom, buduéi da ih
odlikuje prisustvo specificnih tzv. ,Kranz“ ¢elija Stapi¢astog oblika smjestenin oko zone
provodnih snopica (Slika 8., sekcija A). One su ustvari krupne Celije zone parenhimske sare i
sadrze hloroplasti agranalnog tipa. Ostale mezofilne ¢elije posjeduju granalne hloroplasti a njihov
sadrzaj je drugaciji i po enzimima koje posjeduju. Naime, u mezofilnim ¢elijama dominantan je
enzim fosfoenolpiruvat karboksilaza (PEPC, EC 4.1.1.31), dok se Rubisco i ostali enzimi
Kalvinovog ciklusa nalaze u stapic¢astim ¢elijama parenhimske sare koje okruzuju provodni snopic¢
(Lara i Andreo, 2011). Fiksacija CO2 se odvija u ¢elijama mezofila a Kalvinov ciklus u ¢elijama
sare. Karboksilacija fosfoenolpiruvata (PEP) se desava uz pomo¢ bikarbonatnoj jona (HCOz) u
reakciji koju katalizuje PEPC u citoplazmi mezofilnih ¢elija pri ¢emu nastaje oksaloacetat (Slika
8, sekcija B). U daljem procesu oksaloacetat se redukuje do malata ili se aminacijom prevodi do
aspartata. Malat ili aspartat se transportuju u ¢elije sare gdje se vrsi dekarboksilacija pri ¢emu
nastaju CO2, piruvat i NADPH. Oslobodeni COz se uklju¢uje u Kalvinov ciklus a piruvat se vraca
u mezofil i sluzi za ponovnu sintezu PEP-a. Proizvodi fotosinteze se transportuju u floemske
cjevcice i 8alju u druge dijelove biljaka. Postoje tri razli¢ita podtipa ovog oblika fotosinteze u
zavisnosti od nacina dekarboksilacije u ¢elijama sare: NADP- malatni tip sa malatom, NAD-
malatni tip sa aspartatom i PEPC tip sa aspartatom. Najces¢i je prvi navedeni nacin, pri kojem
nastaju CO2, NADPH i piruvat a prisutan je kod kukuruza (Zea mays), secerne trske (Sacharum

officinarum) ili sirka (Sorghum vulgare) te kod vrsta trava ostrica iz roda Cyperus (Stankovic,
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2010). Prednost C4 biljaka u odnosu na C3 je u boljem fotosinteticCkom kapacitetu koji moze da
bude i etverostruko veéi (40 do 80 mg CO, dm2 h'l). Osim toga PEPC ima mnogo nizu Km za
CO2nego §to to ima Rubisco (i do sedam puta) pa je njen afinitet za ugljendioksid visok ¢ak i pri
malim koncentracijama ovog gasa Sto je velika evolutivna prednost u uslovima intenzivne
osvijetljenosti i visoke temperature kada je u atmosferi veca koncentracija kiseonika. Pored toga
nema kompeticije izmedu CO; i Oz za aktivno mjesto za PEPC. Takode specifi¢na antomija listova
C4 biljaka omogucava dobru izolovanost Rubisco-a u Stapicastim ¢elijama sare od sredine bogate
kiseonikom tako da rjede dolazi do fotorespiracije. Zbog toga se C4 biljke Cesto karakteriSu kao
visoko produktivne jer su bolje prilagodene uslovima suse, ekonomicnije troSe vodu i daju bolji

prinos (Cousins i sar., 2007).

Osim C4 fotosinteti¢kog puta u evoluciji biljaka razvio se jo$ jedan specifi¢an tip asimilacije COo,
poznat pod nazivom CAM (eng. Crassulacean Acid Metabolism), nazvan po vrstama iz porodicice
Crasulaceae kod kojih je prvo otkriven (Winter i Smith, 1996). Za razliku od C4 biljaka kod kojih
su fiksacija COzi Kalvinov ciklus prostorno razdvojeni (Stapic¢aste-Kranz ¢elije i mezofilne ¢éelije),
CAM biljke su ove dvije faze razdvojile vremenski (dan/no¢). Inicijalna reakcija karboksilacije se
kod njih deSava tokom no¢i kada su stome otvorene, da bi u toku dana nastavile normalno sa
fotosintetickim  aktivnostima. CAM fotosinteza prvenstveno predstavlja strategiju za
prezivljavanje, a ne za visoku produktivnost. CAM biljke imaju 10-40 puta manju dnevnu
produktivnost biljne biomase u odnosu na C3 biljke, odnosno 80-100 puta manju u odnosu na C4
biljke (Black, 1973). S obzirom na ovu prilagodenost, CAM biljke naseljavaju aridna, semiaridna
1 staniSta slabo snabdjevena vodom. Karakteristicna morfologija, fiziologija i konzervacija vode
su osnovne osobine koje omoguéavaju CAM biljkama da izbjegnu stres usljed nedostatka vode.
Osnovna karakteristika CAM fotosintetickog puta je modifikovani rezim CO: fiksacije koja se
odvija u nekoliko koraka (Osmond, 1978). Nocu, kada su stome otvorene, CO2 fiksacija se vrsi u
citoplazmi pomocu fosfoenolpiruvata (PEP) i katalizovana je fosfoenolpiruvat karboksilazom
(PEPC), pri ¢emu nastaje oksaloacetat. Visak CO2 tokom dana uslovljava visok parcijalni pritisak
(pCO2) koji je dovoljan da izazove zatvaranje stoma, a prisustvo visoke koncentracije CO2z u
mezofilnim Celijama ograniCava kompeticiju sa O2 za Rubisco i samim tim ograniava
fotorespiraciju (Griffiths i sar., 2002). Nastali oksaloacetat se redukuje uz pomo¢ malat
dehidrogenaze i daje malat koji se transportuje u vakuolu u kojoj se potom snizava pH.

PoveCavanjem akumulacije organskih kiselina, raste sadrzaj CO2, koji se oslobada
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remobilizacijom organskih kiselina tokom dana, pa 1 ukupna fotosinteticka efikasnost raste. Na
kraju dana, kada je utroSena akumulirana organska kiselina, stome se mogu otvoriti i CO2 se moze
fiksirati direktno pomocu Rubisco-a i ukljuéiti u Kalvinov ciklus (Dodd i sar., 2002). U toku noéi,
CAM biljke glikolitickim putem razgraduju sintetisani skrob ili druge ugljene hidrate do trioza-
fosfata, a od nastalih fosforilisanih Secera se regeneriSe PEP kao primarni akceptor CO2 i time se

ciklus zavrSava.

A) C3 Biljka C4 biljka

stoma mezofilne " prOVOdni mezofilne
provodni ¢elije  celije Stoma s opic Gelije
snopi¢ ~ parenhimske celije
sare parenhimske
sare
/it
co,
C3
put
/cit
HCO;~ + PEP
1
c, C0,——>CO0,
put Oksaloacetat

wzoﬁlna Celija

Slika 8: Razlike u histoloskoj gradi lista (A) i mehanizmu fotosinteti¢ih puteva (B) izmedu C3 i C4
biljaka:cit-citoplazma;hl-hloroplast; PEP- fosfoenolpiruvat; CHO- ugljeni hidrati; 1- fosfoenolpiruvat
karboksilaza; 2- malat dehidrogenaza; 3- malat dekarboksilaza; 4- Rubisco; 5- piruvat ortofosfat dikinaza
(Original).

25



2.5.3. Osmotska prilagodavanja

Smatra se da je kod biljaka koje su izloZene dugotrajnim su$nim periodima osmotsko
prilagodavanje od vitalnog znacaja, a ono se sastoji u ukupnom povecéanju brojnih rastvorenih
komponenti u biljnoj ¢eliji (Ahmed i Hasan, 2011). Na taj nacin ¢elijski rastvor se pasivno
koncentruje putem dehidratacije pa tako osmotski potencijal korijena ostaje nizi od osmotskog
potencijala zemljista. Tako se postiZze kretanje vode iz zemljista u biljku, a u ovom procesu veliku
ulogu imaju osmoliti koji su veoma rastvorljivi i ne uticu na Celijski metabolizam jer je njihovo
naelektrisanje pri fizioloSkim pH vrijednostima neutralno. Kompatibilna jedinjenja ¢ija je odlika
visok nivo akumulacije u citoplazmi u uslovima stresa mogu da budu jedinjenja koja sadrze azot,
kao $to su prolin i druge aminokiseline, ili neki od monosaharida ili disaharida kao $to su glukoza,
fruktoza ili saharoza, te neki oligosaharidi ili polisaharidi (Mohammadkhani i Heidari, 2008a).
Kod vecine biljaka aklimatizacija na suSu ogleda se u sintezi i akumulaciji slobodnih amino
kiselina, prvenstveno prolina, kao klju¢nog osmolita koji doprinosi osmotskom prilagodavanju,
reguliSu¢i osmotski potencijal u citoplazmi i omogucavaju¢i time biljci zadrzavanje vode 1
sprecavanje dehidratacije (Caballero i sar., 2005). Akumulacija prolina se u uslovima vodnog
deficita visestruko povecava u odnosu na normalan nivo u odsustvu stresa, §to ¢ini 80% ukupnog
aminokiselinskog sastava (Oaks, 1996; Zivanovié i sar., 2020). Prolin, pored svog dejstva kao
osmolita, predstavlja i znacajan izvor rastvorljivog azota u stresnim uslovima (Mattioli 1 sar.,
2009). Sadrzaj prolina u tkivu biljaka rezultat je kako njegove sinteze iz glutamata pomocu enzima
pirolin-5-karboksilat sintetaze (P5C), tako i inaktivacije njegove razgradnje, ¢ime se povecava
njegov sadrzaj (Kavi Kishor i sar., 2005). Prednost pove¢ane akumulacije prolina u uslovima stresa
ogleda se izmedu ostalog i u stabilizaciji membranskih sistema (Hayat i sar., 2012). Prolin pomaze
biljci u prevazilazenju stresa tako Sto redukuje singlet kisoenik i time doprinosi smanjenju
ostecenja tilakoidnih membrana (Reddy i sar., 2004). Biljke u aklimatizaciji na susu mogu da
ukljuce akumulaciju i nekih drugih kompatibilnih rastvorljivih jedinjenja u korijenu i listu, u koje
spadaju razli¢iti Seceri, polioli, ili npr. betain karakteristiCan kod biljaka iz porodice
Plumbaginaceae (Samaras i sar., 1995). Seceri, ne samo §to predstavljaju izvor energije i direktno
ucestvuju u sintezi drugih jedinjenja, ve¢ doprinose stabilizaciji ¢elijskih membrana (Hoekstra i
sar., 2001) a takode djeluju kao signalni molekuli i regulatori ekspresije gena koji mogu ukazati
na metaboli¢ke puteve od znacaja za aklimatizaciju biljke na stres (Smeekens, 2000). Veliki broj

biljnih vrsta u odgovoru na susu akumulira saharozu, koja je efikasna i u energetskom smislu,
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budu¢i da se je ona relativno brz energetski izvor za ¢elije. Osim saharoze, u aklimatizaciji biljne
¢elije na vodni deficit znacajni su i neki drugi Seceri, poput trehaloze, koja djeluje kao signalni
molekul (Paul i sar., 2008). Biljke koje podnose ekstremni vodni deficit izazvan niskom
temperaturom, odnosno smrzavanjem vode u podlozi povecavaju aktivnost trehaloza-6-fosfat-
sintetaze jer na taj nacin ostvaruju maksimalno zadrzavanje vode u ¢eliji (Zentella i sar., 1999).
Wu i saradnici (2006) proucavali su ekspresiju gena koji kodira polipeptid zaduZzen za sintezu
trehaloze kod vrste Ginkgo biloba. Autori dovode u vezu otpornost ove vrste na suSu i niske
temperature sa povecanom ekspresijom gena koji kodira trehaloza-6-fosfat-sintetazu, enzim

kljuc¢an u prvoj reakciji sinteze trehaloze.
2.5.4. Uloga LEA proteina

Osim nakupljanja aminokiselina i ugljenih hidrata poznata je uloga proteina malih
molekulskih masa u odbrani od stresa izazvanog susom. U tom smislu, najpoznatiji su tzv. LEA
proteini (skraceno od eng. naziva Late Embryogenesis Proteins), koji su prvi put opisani prilikom
istrazivanja gena koji se ucestalo eksprimiraju tokom zavrs$ne faze isuSivanja u razvoju sjemena,
po ¢emu su i dobili naziv (Dure i sar., 1981). Akumulacija LEA proteina javlja se uglavhom u
kasnim fazama razvoja sjemena, ali neki LEA proteini javljaju se i u drugim biljnim dijelovima u
fizioloskom ili stresnom stanju. Smatra se da su LEA proteini smjeSteni u razli¢itim vrstama Celija
i sa razli¢itim koncentracijama, a u okviru ¢elije preovladujuci su citoplazmatski oblici (Dure,
1993). Ipak, na subcelijskom nivou u razli¢itim kompartmentima (citoplazma, jedro, mitohodrije,
hloroplasti, vakuole, ER, peroksizomi i plazma membrana) pronadeni su razli¢iti LEA proteini
koji ispoljavaju svoju protektivnu funkciju (Schneider i sar., 1993). Opsta strukturna karakteristika
LEA proteina je odsustvo tercijarne strukture, zbog ¢ega se ubrajaju u neuredene strukturne forme,
zatim njihov bazni aminokiselinski sastav i visok sadrzaj glicina §to ih ¢ini izrazito hidrofilnim
molekulama. Pojedini autori LEA proteine klasifikuju u tri ve¢e grupe (I, II i III) od kojih
najdominantnija druga grupa, nazvana dehidrini (Xu i sar., 2008). Dehidrini sadrze ostatke bogate
lizinom serinom koji su obi¢no lokalizovani blizu N-terminusa, a na osnovu njihovih karakteristika
mogu se podijeliti u vise podgrupa. U sustini, smatra se da upravo zbog dominantnog sekundarnog
nivoa organizacije i hidrofilnosti LEA proteini doprinose zastiti i stabilizaciji makromolekula i
¢elijskih struktura tokom stresa, na slican nacin koji to rade Saperoni, omogucavajuéi odrzavanje
strukture globularnih proteina ili membrana nepromijenjenim (Sun i sar., 2013). Na molekularnom

nivou, zastitni efekti LEA proteina ispoljavaju se kroz razlicite mehanizme kao $to su vezivanje
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vode, sekvestracija jona, stabilizacija i renaturacija proteina, kao i bolje vezivanje membranskih
struktura sa Se¢ernim komponentama. Geni koji kodiraju LEA proteine su sli¢ni mnogim genima
koji se eksprimiraju u vegetativnim tkivima biljaka izlozenih uticaju suse, a tretmani isusivanja
mogu Cesto izazvati njihovu prerano razvijenu ekspresiju kod sjemena. Abscisinska kiselina
(ABA) moze takode indukovati ekspresiju LEA gena kod sjemena i vegetativnih tkiva (Skriver i
Mundy, 1990). Tako na primjer, u embrionalnim ¢elijama zrelog sjemena pamuka u vrijeme
sazrijevanja, D7 LEA proteini predstavljaju oko 4% ukupnih citoplazmatskih proteina (oko 0,34
mM) (Roberts i sar., 1993). Glavni problem kod dehidratacije je taj §to gubitak vode dovodi do
kristalizacije celijskih komponenti, $to posljedi¢no oStecuje Celijske strukture, a LEA proteini
sadrze mnogo ostataka glicina i drugih polarnih aminokiselina pa imaju sposobnost da zadrze
znatnu koli¢inu vode te mogu zamijeniti vodeni omota¢ oko c¢elijskih membranskih struktura.
Dokazano je da su LEA proteini iz grupe dehidrina, D11 i D113 ukljuc¢eni u “solvataciju”
citoplazmatskih struktura (Baker i sar., 1988). lako su LEA proteini sa dominantnom sekundarnom
i nerazvijenom tercijarnom strukturom, kod nekih moze do¢i do konformacione promjene tokom
suse (Slika 9.) Tako npr. poznato je da N-terminalni kraj LEA1 proteina i N-terminalni kraj LEA3
proteina, imaju sposobnost da formiraju a-heliks koji moZe imati ulogu u zastiti funkcionalnih

proteina i odrzavanju normalnih fizioloskih procesa u biljnim ¢elijama pri nedostatku vode (Kyte

i Doolittle, 1982).

dehidratacija

LEA protein a-heliks struktura

Slika 9: Sematski prikaz formiranja a-helix strukture LEA proteina pri dehidrataciji (Original)
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2.5.5. Prilagodavanja na nivou membranskih sistema

Tokom suse, povisena koncentracija Se¢era osim osmoregulatorne uloge, ima veliki znacaj
u odrzavanju hidratacije ¢elijske membrane ¢ime se istovremeno sprjecava fuzija prostora izmedu
fosfolipida (Ma i sar., 2009). Ovaj proces je poznat kao ,,Se¢erna vitrifikacija“, odnosno formiranje
amorfne ,,staklaste” povrSine u cilju sprje¢avanja membranske fuzije. Osim pojaCane sinteze
Secera, biljke tolerantne na susu Cesto smanjuju sadrzaj ukupnih lipida u membranama (Gigon i
sar., 2004). Smanjenje lipidnog sadrzaja je generalno Cest odgovor na stres i najcesée predstavlja
uzrok smanjenja ukupne povr$ine membrana oko Celija, jer se tako postize specificna interakcije
izmedu lipida 1 integralnih proteina u membrani koji su esencijalni za odrZzavanje membranskog
integriteta. Upotrebom 3-maleimido proksil radikala koji se inafe koristi za oznacavanje SH
proteinskih grupa ustanovljeno je da dehidratacija udvostrucuje sadrzaj tri dominantne proteinske
grupe u membranama tilakoida hloroplasta. Naime, povecanje sulthidrilnih grupa u cilju njihove
oksidacije i formiranja disulfidnih mostova takode doprinosi smanjenoj fluidnosti membrana §to
omogucava brzo obnavljanje fotosintetickih procesa nakon rehidratacije (Navari-1zzo i sar., 1994).
Membrane mitohondrija takode imaju vaznu ulogu kod izbjegavanja proizvodnje ROS u uslovima
vodnog deficita efikasnim mehanizmima za rasipanje energije (Moller, 2001). Alternativni put
oksidaze (AOX) je alternativa za citohrom-put kod mitohondrija koji skrece protok elektrona na
elektron transportni lanac kako bi se produkovala voda redukcijom kiseonika (Vanlerberghe i
Mclntosh, 1997). Dokazano je da kod biljaka tolerantnih na susSu koegzistiraju tri aktivna sistema
rasipanja energije: ATP-senzitivni kalijumski kanal u mitohondrijama (Pastore i sar., 1999), tzv.
uncoupling protein koji koristi protonski gradijent za termogenezu (Pastore i sar., 2000) i
alternativna oksidaza (Pastore i sar., 2001). Aktiviranje takvog sistema rasipanja energije izaziva
znacajno smanjenje proizvodnje mitohondrijskih ROS. Zapravo, kod biljaka tolerantnih na susu,
u mitohondrijama posredni proizvodi fotorespiratornog puta (glioksalat i hidroksipiruvat)
aktiviraju alternativni put oksidaze (AOX), ¢ime se uspostavlja kooperativni mehanizam rasipanja
energije i izbjegavanje ROS u uslovima susnog stresa kada se inhibira fiksacija CO2 a

fotorespiracija je na svom maksimumu (Pastore i sar., 2001; Pastore i sar., 2007).
2.5.6. Molekularni putevi signalinga u odgovoru na susu

Smatra se da je senzor suse na nivou ¢elije integralni membranski protein, homodimer histidin

kinaza koju aktivira povecanje osmolarnosti ¢elije izazvano opadanjem turgora u ¢eliji (¢elijskom
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dehidratacijom). Histidin kinaza se jo$ naziva i "osmosenzor" i ona pokreé¢e kaskadu reakcija
(transdukcija signala) koje vode ka ekspresiji gena indukovanih dehidratacijom (Urao i sar., 1999).
Razvoj stresa takode utice i na fizicke osobine membrane, odnosno protein-lipid interakcije. To
moze da izazove promjene u propustljivosti membrana i reorganizaciju citoskeleta, $to uti¢e na
kanale za vodu (akvaporine) i jone (Jovanovi¢ i Stiki¢, 2012). Nakon percepcije signala, signalna
transdukcija preko sinteze sekundarnih glasnika (Ca?* joni ili npr. fosfatidna kiselina) dovodi do
ekspresije gena indukovanih susom (Shinozaki i sar., 2003). Proizvodi aktivnosti ovih gena mogu

se podijeliti u dvije grupe:

1) prvu grupu ¢ine funkcionalni molekuli koji su direktno ukljuéeni u tolerantnost na stres
kao §to su antioksidativni enzimi, osmoprotektanti (npr. enzimi uklju¢eni u biosintezu
prolina), proteini koji Stite makromolekule (Saperoni) te LEA proteini.

2) drugu grupu ¢ine regulatori ekspresije gena i signalnih puteva (protein kinaze, fosfataze,

transkripcioni faktori - TF, enzimi metabolizma fosfolipida).

Proucavanja transkripcione regulacije dehidratacije ¢elije do koje dolazi u uslovima suse dovela
su do otkri¢a tzv. ABA-zavisnog i ABA-nezavisnog puta (Yoshida i sar., 2014). Dehidratacija
¢elije u uslovima suSe dovodi do povecanja endogenog sadrzaja ABA u ¢eliji, $to uslovljava
ekspresiju ciljnih gena koji kodiraju transkripcione faktore, signalne komponente i druge enzime.
('Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2006). Geni koji odgovaraju ha ABA, uglavnom su regulisani
transkripcionim faktorima tipa bZIP (ABRE/ABF), koji se vezuju za ABRE cis-elemente u
promotorima (Fujita i sar., 2005). Kod ABA-nezavisnog puta ciljni geni imaju u promotorima cis-
sekvencu DRE/CRT za koju se vezuju transkripcioni faktori ERE/AP2 tipa, kao Sto su familije
DREBI/CBF i DREB2. DREBI tip transkripcionih faktora je uklju¢en u odgovor na niske
temperature, a DREB2 u odgovor na uslove suSe i poviSenu temperaturu u spoljasnjoj sredini
(Sakuma i sar., 2006). Jovanovi¢ i sar. (2013) utvrdili su da ekspresiju gena DREB2 indukuju susa,
povecan salinitet, ali i ABA nakon duzeg perioda djelovanja. Oni, takode, ukazuju na mogucu
interakciju ABA-zavisnog i ABA-nezavisnog puta (eng."cross talk™). Neki od transkripcionih
faktora, koji su ukljuceni u odgovor na stres, regulisani su na posttranslacionom nivou putem
modifikacija 1 obi¢no su ukljueni u brze 1 rane odgovore na stres. Od posttranslacionih
modifikacija najzastupljenije su fosforilacija, ubikvitinacija i sumoilacija. Sumoilacija (SUMO,
Small Ubiquitin-like Modifier) je proces koji podrazumijeva kovalentno vezanje proteina male

molekulske mase (oko 12 kDa) sli¢nog ubikvitinu na ¢elijske proteine, modifikujuéi na taj nacin
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njihovu funkciju. Sumoilacija se Cesto deSava kao odgovor na stres izazvan suSom kod
hloroplastnih proteina (ferodoksin, proteini subjedinica PS1 i PS2), a u samoj reakciji dolazi do
stvaranja izopeptidne veze zmedu C-terminalnog kraja glicina i e-amino grupe lizina (Park i
sar., 2011). Razlic¢iti geni aktivirani pod uticajem stresa mogu se podijeliti u dvije grupe: geni
brzog i geni sporog odgovora. Geni brzog odgovora se aktiviraju vrlo brzo nakon izlaganja stresu
(za nekoliko minuta) i Cesto je to povecanje ekspresije prolaznog karaktera. Njihova indukcija ne
zahtjeva sintezu novih proteina, jer su sve signalne komponente ve¢ prisutne. Tipi¢ni primjer su
geni Cija se ekspresija povecava u uslovima suse (npr. DREB/CBF), povecanog saliniteta, stresa
izazvanog niskim temperaturama i u prisustvu ABA. Mnogi drugi geni se aktiviraju tek nakon
nekoliko sati 1 njihova ekspresija je Cesto kontinuirana, odnosno odrzava se na odredenom nivou
tokom stresa. Ovoj grupi pripadaju geni ukljuéeni u odgovor na stres kao $to su geni osjetljivi na
susu (RD - responsive to dehidration), aktivirani hladno¢om (KIN - cold induced), osjetljivi na
hladno¢u (COR - cold responsive), itd. Navedeni geni kodiraju sintezu LEA proteina,
antioksidanata, osmolita i drugih proteina vaznih u procesu stabilizacije biomembrana i ucestvuju

u regulaciji njihove aktivnosti (Mahajan i Tuteja, 2005).
2.5.7. Uloga abscisinske kiseline (ABA)

Po hemijskoj strukturi ABA je seskviterpenoid (CisH2004) (Xiong, 2007). Orjentacija
karboksilne grupe na drugom ugljeniku odreduje cis i trans izomere abscisinske kiseline, a u
prirodi preovladuje cis oblik. Zahvaljujuéi asimetriénom ugljenikovom atomu na poziciji 1’ unutar
prstena postoje dva enantiomera abscisincke kiseline: S, odnosno + i R, odnosno — enantiomer.
Biosinteza ABA se deSava najvec¢im dijelom u hloroplastima, kao i u drugim plastidima (Cowan i
Railton, 1985). Metabolicki put pocinje sa izopentenil-difosfatom (IPP), izoprenskom jedinicom,
i vodi ka sintezi C40 ksantofila violaksantina, preko zeaksantina. Sinteza violaksantina iz
zeaksantina je katalizovana zeaksantin epoksidazom (ZEP). Violaksantin se prevodi do C40
jedinjenja 9-cis-neoksantina. Ovaj molekul se dijeli i formira C15 jedinjenje- ksantoksal,
prethodno nazvano ksantoksin, koji je neutralni inhibitor rasta sa sli¢nim fizioloskim svojstvima
kao i ABA. Cijepanje C40 jedinjenja je katalizovano 9-cis-epoksi-karotenoid dioksigenazom
(NCED), koja je nazvana tako jer moze da vrsi cijepanje i 9-cis-neoksantina i 9-cis-violaksantina.
Stalno prisustvo ovog biljnog hormona u manjim koncentracijama omogucava rast i diferencijaciju
¢elija a njena povecana koncentracija neophodna je za zatvaranje stoma (Sakata i sar., 2014).

Akumulacija ABA u uslovima suse pomaze U adaptaciji biljaka na susu kao i na druge abioti¢ke
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stresne faktore (Tuteja 2007). ABA se danas u svijetu veoma intenzivno proucava, jer je utvrdeno
da predstavlja univerzalni "stresni hormon" ¢ija akumulacija, posebno u korijenu, pomaze u
adaptaciji biljaka na sve tipove vodnog deficita (susa, visoka i niska temperatura, povecan salinitet)
(Nakashima i Yamaguchi Shinozaki, 2013). Samo S enantiomer je aktivan u izazivanju brzih
odgovora, kao §to je zatvaranje stoma. Koncentracija slobodne ABA u citoplazmi je regulisana
katabolizmom, konjugacijom, i transportom (Aroca i sar., 2003). Na primjer, koncentracija
citoplazmatske ABA se povecava tokom suse, kao rezultat sinteze u listu, redistribucije unutar
¢elija mezofila, transporta iz Korijena i transporta iz drugih listova. U biljnim ¢elijama prisutna je
redistribucija ABA izmedu razli¢itih ¢elijskih kompartmenata i to prema transmembranskom pH
gradijentu, pri ¢emu se akumulacija odvija u smjeru ka baznijoj sredini, odnosno citoplazmi
(Hartung, 1983; Jovanovi¢, 1998). Koncentracija ABA se smanjuje nakon ponovnog zalijevanja
biljaka usljed degradacije i smanjenja brzine sinteze, ali i zbog transporta iz listova u druge organe
(Zdunek 1 Lips, 2001). U prvim fazama suSe kada zemljiste tek pocinje da gubi vodu i kada
potencijal listova jo§ uvijek nije pretrpio znacajnije promjene, pocinje da se akumulira ABA u
korijenu. Potom iz korijena ona prelazi u ksilemske elemente i transportuje se kroz nadzemni dio
stabla do listova i stoma (Davies i Zhang, 2005). Povecana koncentracija ABA u ksilemu dovodi
do povecanja rasta korijenovog sistema, a takode, moze uticati na poveéanje hidrauli¢ne
provodljivosti korijena $to moZe imati veliki uticaj na brzinu usvajanja vode u uslovima suse

(Kang i sar., 2002).

2.5.8. Mehanizam reakcije stoma

Otvoranje 1 zatvaranje stoma u epidermisu biljaka omoguceno je njihovom anatomijom,
prije svega celija zatvaracica koje poseduju zadebljale ¢elijske zidove uz otvor 1 tanke, elasti¢ne
nasuprot otvora stoma. Povecanje turgora isteZe spoljasnje zidove koje potom povlace unutrasnje
i otvor stoma se Siri. Suprotno, kod smanjenja turgora, spoljasnji zidovi se skupljaju pa unutrasnji
zatvaraju stomin otvor i sprecavaju transpiraciju vode. Mehanizam rada stoma, iako neosporno
zasnovan na promjeni turgora, ima vise aktuelnih hipoteza koje pokuSavaju razjasniti fizioloSke
procese odgovorne za mehanizam njihovog rada (Vukadinovi¢, 1999). Sve one su zasnovane na
enzimskom objasnjenju koji se sastoji od niza vezanih reakcija koji se mogu Sematski predstaviti

na sljedeci nacin:

svjetlost = fotosinteza = povecanje pH = hidroliza skroba = malat = povecanje osmotskog

pritiska = povecanje turgora = otvaranje stoma.
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Glikolatna hipoteza zasniva se na analogiji a-hidroksisulfonata i glikolne kiseline. S obzirom da
je glikolna kiselina prekursor u biosintezi ugljenih hidrata u fotosintetickim tkivima, njena
biosinteza ujedno povecava koncentraciju ovih molekula a samim tim dolazi i do povecanja
osmotskog potencijala u ¢elijama zatvaraCicama. Visoko specifi¢ni inhibitor a-hidroksisulfonat
posreduje u metabolizmu glikolne kiseline tako $to inhibira kataliticku aktivnost glikolat oksidaze
i na taj nacin dovodi do akumulacije glikolne kiseline a potom i do zatvaranja stoma (Zelitch,
1967).

Malat-kalijumska hipoteza zasniva se na koncentraciji malata u ¢elijama zatvaracicama $to utice
na sadrzaj katjona, a najviSe na koncentraciju kalijuma. Malat moZe da nastane u Celijama
zatvaracicama ili da biva transportovan u njih iz okolnih mezofilnih ¢elija. Pretpostavlja se da se
skrob koji nastane u hloroplastima celija zatvaracica nakon Kalvinovog ciklusa razgraduje do
glukoze a potom do fosfoenolpiruvata, koji uz kataliti¢ko dejstvo fosfoenolpiruvat karboksilaze
daje oksaloacetat. Daljom redukcijom oksaloacetata nastaje malat u reakciji koju katalizuje malat
dehidrogenaza, a malat potom disosuje na H* i malatni anjon. Visoka koncentracija malatnog
anjona u vakuolama dovodi do izlaska H" jona u susjedne epidermalne ¢elije uz istovremeni ulazak
K™ jona §to dalje dovodi do porasta osmotske vrijednosti i turgora Celija zatvaraCica uz otvaranje

stoma (Schnabl i sar., 1982, Asai i sar., 2000).

Savremeni pogled na mehanizam rada stoma pridaje najveéu paznju membranski vezanoj H*-ATP-
azi, koja kad je aktivna pocinje izbacivati H iz ¢elija zatvaracica Sto stvara negativan membranski
potencijal (priblizno - 100 mV) uz hiperpolarizaciju membrane (Santellia i Lawson, 2016). Ta
razlika potencijala izjednacava se ulaZenjem K* pomoc¢u jonske pumpe (~100 mmol do 400-800
mmol) u zatvaraCice iz okolnih ¢elija uz difuziju Cl iz okolnih parenhimskih celija, pa se na taj
naéin vrs$i neutralizacija viska pozitivnog naelektrisanja. Povecanje koncentracije elektrolita
unutar celija zatvaraCica izaziva porast negativne vrijednosti vodnog potencijala (V) sto je
propra¢eno ulaskom vode u c¢elije, a potom do porasta turgora i otvaranja stoma. Stome se
zatvaraju usljed smanjenja aktivnosti H*-ATP-aze i otvaranja membranskog kanala za izlaz ClI" iz
¢elija zatvaracCica te padom membranskog potencijala na standardnih ~-100 mV. Kanal za ulazak
K* se zatvara, otvara se kanal za izlaz K* te se smanjuje elektrohemijski potencijal ¢elija
zatvaracica i vodni potencijal (Koji postaje manje negativan). Na taj na¢in uz izlazak vode dolazi
do zatvaranja stoma, a to stimuliSu nisko osvjetljenje ili mrak, ABA, vodni deficit, i visoka

koncentracija COx.
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U uslovima vodnog deficita mehanizam dejstva ABA se ostvaruje kao "hemijski signal suse" pri
¢emu se ovaj molekul vezuje za specifi¢ne receptore smjestene na povrsini ¢elijske membrane ili
u unutrasnjosti ¢elija zatvar¢ica stoma (Arve i sar., 2011; Xu i sar., 2012) (Slika 10.). Utvrdeno je
da je tokom su$e akumulacija vodonik peroksida glavni pokreta¢ mehanizma ABA zavisnog puta
zatvaranja stoma, ali da se ovaj proces odvija u kooperaciji ¢elija zatvaracica i ¢elija pomoc¢nica
(Liisar., 2014). Pri tom dolazi do alkalizacije ksilemskog sadrZaja a uspostavljanje pH gradijenta
uti¢e na distribuciju ABA i modifikuje stomatalni odgovor (Proki¢ i sar., 2006). Ekstracelularni
receptori su ukljuceni u proces zatvaranja stoma, a intracelularni u inhibiciju otvaranja stoma
(Schwartz 1 sar., 1994). Postoji i pretpostavka da su ekstracelijski receptori neophodni u brzom, a
intraceljiski u sporom odgovoru na ABA. Vezivanje ABA za receptore dovodi do akumulacije i
brze difuzije sekundarnih glasnika kao $to su inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) i joni Ca®*, koji dalje u
éeliju prenose informaciju (Jovanovié i Stiki¢, 2012). Dolazi do povec¢anja koncentracije Ca?* u
citoplazmi, koja je rezultat aktivacije Ca?* kanala i njegovog oslobadanja iz razliitih éelijskih
vezikula ili organela (vakuola endoplazmati¢nog retikuluma, plastida, mitohondrija) u citoplazmu.
Ca?* joni, vezivanjem za kalmodulin, aktiviraju mnoge enzime, u prvom redu kinaze i fosfataze,
koji kasnije fosforiliSu druge enzime, $to na kraju dovodi do zatvaranja stoma (Mengel i Kirkby
2001). Osim toga, pove¢ana koncentracija Ca?* jona u citoplazmi dovodi i do depolarizacije
¢elijske membrane. Zatvaranjem stoma smanjuje se transpiracija i usvajanje COz2 §to posljedicno

smanjuje i intenzitet fotosinteze (Chaves, 1991; Ashraf i Harris, 2013).

Pasivno zatvaranje stoma AKktivno zatvaranje stoma

Ca2+

Slika 10: Sematski prikaz hidropasivnog i aktivnog zatvaranja stominog aparata (Original)
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2.5.9. Antioksidativni metabolizam

Da bi kontrolisale proizvodnju ROS i prevaziSle oksidativna oSte¢enja uzrokovana ovim
reaktivnim vrstama, biljke su razvile razli¢ite metabolicke puteve antioksidativnog sistema zastite
koji ukljuc¢uju brojne enzime i niskomolekularna neenzimska jedinjenja (Huseynova, 2012; Laxa
i sar., 2019). Antioksidativni sistem ima vitalan zna¢aj u svim celija, a posebno u onima iz
fotosinteticki aktivnih tkiva, gdje enzimi kao $to su superoksid dismutaza, askorbat peroksidaza,
katalaza i1 peroksidaze Klase Il neutralisu s$tetno dejstvo ROS molekula zajedno sa
niskomolekularnim antioksidantima poput askorbata, glutationa, fenola i karotenoida (Abedi i
Pakniyat 2010; Das i Roychoudhury 2014).

Superoksid dismutaza (SOD, EC 1.15.1.1) je metaloenzim koji predstavlja ,,prvu liniju
¢elijske odbrane” u procesu neutralizacije ROS (Miller i sar., 2012). Otkriven je 1969. godine od
strane naucnika Fridovicha i McCorda a njen mehanizam dejstva se ispoljava kroz katalitiCku
aktivnost u reakciji u kojoj se dvije molekule superoksid anjon radikala (O2™) istovremeno
disproporcioniraju do jednog molekula vodonik peroksida (H20>) i do jednog molekula kiseonika
02 (Boguszewska i Zagdanska, 2012).

SOD
05y + 05 +2H* — 2H,0, + 0,

U zavisnosti od metalnog jona kojeg sadrze u aktivnom mjestu, SOD u ¢elijama biljaka se mogu

klasifikovati u tri razlicite grupe:

1) Superoksid dismutaza koja sadrzi Zeljezo (Fe SOD)

2) Superoksid dismutaza koja sadrzi mangan (Mn SOD) i

3) Superoksid dismutaza koja sadrzi bakar i cink (Cu-Zn SOD) (Slika 11)

Navedene izoforme su lokalizovane u razli¢itim ¢elijskim organelama pa je tako Fe SOD u
hloroplastima, Mn SOD u mitohondrijama i peroksizomima, dok se Cu-Zn SOD nalaze u
hloroplastima, citoplazmi i ekstracelularnom prostoru (Grene, 2002; Miller, 2004; Abreu i Cabelli,
2010). Poredenjem aminokiselinskih sekvenci ove tri izoforme zakljuceno je da su Mn i Fe SOD
stariji tipovi te da su najvjerovatnije nastali iz istog enzimskog “pretka” dok Cu-Zn SOD ima
manje sekvencijalnih sli¢nosti sa njima i najvjerovatnije je nastala odvojeno u eukariotima
(Kanematsu i Asada, 1990). Evolutivni razlog za odvajanje SOD sa razliCitim metalima je

vjerovatno povezan sa razli¢itom raspolozivosc¢u rastvorljivih metalnih jona u biosferi u odnosu
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na sadrZaj kiseonika u atmosferi u razli¢itim geoloskim erama (Bannister i sar., 1991). Smatra se
da je zeljezo vjerovatno prvo koristeno kao kofaktor zbog dovoljne raspoloZivosti u rastvorljivom
Fe?* obliku u to vrijeme. Posto se nivo kiseonika u okolini poveéavao, doslo je do smanjenja
raspolozivog zeljeza u okolini zbog njegove oksidacije, $to je izazvalo pomjeranje za koriStenje
raspolozivog Mn®". Prisustvo Fe SOD je potvrdeno u biljkama iz porodica Gingkoaceae,
Nymphaceae i Brassicaceae dok su Mn SOD otkrivene u kukuruzu (Zea mays), duvanu (Nicotiana
tabacum), pasulju (Phaseolus vulgaris), lubenici (Citrullus vulgaris), vise vrsta karanfila
(Dianthus sp.), grasku (Pisum sativum), $pinatu (Spinacea oleracea) i drugim (Woith i sar., 2017).
Cu-Zn SOD su otkrivene u mnogobrojnim vrstama biljaka a postoje dvije razli¢ite grupe: prva
grupa se sastoji od citoplazmati¢nih oblika koji su homodimeri a druga grupa obuhvata

hloroplastne i ekstracelularne forme koje su homotetrameri (Alcher i sar., 2002).

A)

= me

Slika 11. Prikaz vezivanja razli¢itih metala sa aminokiselinama u aktivnom mjestu razli¢itih izoformi
superoskid dismutaze: A) Fe SOD, B) Mn SOD, C) Cu-Zn SOD (preuzeto sa wikimedia commons,
kategorija CC-BY-SA:

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:SODsite.gif,
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Superoxide_dismutase_Cu_Zn_site.jpg,

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Iron_Superoxide_Dismutase_Active_Site.png)

Peroksidaze su enzimi koji se Kklasifikuju kao oksidoreduktaze a katalizuju oksidaciju

razli¢itih supstrata sa vodonik peroksidom ili organskim peroksidom prema reakciji:

ROOR' + donor elektrona (2 ") + 2H* — ROH + R'OH
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Clanovi superfamilije peroksidaza su evolutivno povezani i razvrstani u tri klase:

1) Klasa I obuhvata peroksidaze unutarcelijskog prostora biljaka u koje spadaju citohrom C
peroksidaza (CcP, E.1.11.1.5) i askorbat peroksidaza (APX, EC 1.11.1.11)

2) Klasa Il obuhvata peroksidaze koje se nalaze u vancelijskom prostoru gljiva i bakterija u
koje spadaju lignin peroksidaze (LiP, EC 1.11.1.14) i mangan peroksidaze (MnP, EC
1.11.1.13)

3) Klasa Il peroksidaza (POD, EC 1.11.1.7), obuhvata enzime biljaka smjestene u
vakuolama, celijskom zidu i apoplastu, a tu spada i najpoznatija peroksidaza prvi put

izolovana iz korijena rena po kojoj je i dobila naziv (eng. HRP—Horseradish Peroxidase)

U antioksidativnom metabolizmu biljaka vazne su i ne-hem peroksidaze iz familije glutation
peroksidaza (GPX), koje sadrze cistein u svom aktivhom mjestu, a prisutne su u vise razlicitih
izoformi u citoplazmi, mitohondrijama i hloroplastima (Chen i sar., 2017). Svaka od pomenutih
peroksidaza se moze naci u veéem broju izoenzimskih formi, koje se razlikuju u zavisnosti od
stepena diferencijacije tkiva kao i biljnog organa iz kog poti¢u (Yazdi i sar., 2002). Askorbat
peroksidaza katalizuje redukciju H20> pri ¢emu kao redukciono sredstvo koristi askorbat (Sharma
i sar., 2012). APX predstavlja jedan od najrasprostranjenijih antioksidativnih enzima u biljnoj ¢eliji
i krucijalna je njena uloga kao centralnog molekula askorbat-glutation ciklusa, a njene izoforme
su pronadene u razli¢itim ¢elijskim organelama. Postoji najmanje pet izoformi razli¢itih po svojoj
kvarternarnoj strukturi, osjetljivosti na nedostatak askorbata i prisustvo vodonik peroksida, koje
su detektovane u citoplazmi, membrani tilakoida, stromi hloroplasta i membrani peroksizoma
(Asada, 1999; Logan i sar., 2006). Pokazano je da APX ima manji Km za vodonik peroksid od
katalaze i peroksidaza Klase 111, odnosno da prema ovom molekulu pokazuje izrazen afinitet (Gill
i Tuteja, 2010).

Klasa Il biljnih peroksidaza (EC 1.11.1.1.7. POD) su enzimi koji vrse kataliticke funkcije u
oksidoredukcijskim reakcijama u kojima za supstrate mogu da koriste razlicita fenolna jedinjenja
kao $to su gvajakol, pirogalol, kafei¢na, ferulicna i hlorogei¢na kiselina. Jedna od uloga im je ta
Sto su ukljucene i1 u procese strukturnih promjena celijskog zida kao Sto su lignifikacija 1
suberinizacija. Lignini su amorfni heteropolimeri koji nastaju oksidativnim vezivanjem 3-p-
hidoksicinamil alkohola (monolignola): p-kumaril, koniferil i sinapil alkohola u reakciji zavisnoj

0d H202 u kojoj posreduju peroksidaze. Ovi enzimi generisu odgovarajuce radikale iz monolignola
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pri ¢emu nastaje hidrofobni heteropolimer kojeg grade hidroksivenil, gvajacil i siringil veze (Ros
Barcelo i sar. 2007). Pored lignifikacije, peroksidaze su uklju¢ene i u procese unakrsnog vezivanja
polisaharida ¢elijskog zida. U taj proces je ukljucena i ferulicna kiselina koja je kod dikotiledonih
biljaka esterski vezana za terminalne arabinozne ostatke i galaktozu pektinskih polisaharida.
Feruloil ostaci se mogu medusobno spajati oksidativnim vezivanjem a taj proces se deSava samo
u prisustvu H202 uz posredstvo peroksidaza (Ralph i sar., 2004). Kao jedan od najvaznijih enzima
antioksidativne odbrane protiv raznih abiotickih i biotickih agenasa, peroksidaze ucestvuju u
sintezi fitoaleksina (Passardi 1 sar., 2007) Osim opisane kataliticke uloge u celijskom zidu
peroksidaze Klase Il se takode transportuju u vakuolu u kojoj su uklju¢ene u oksidoredukcione
procese, pri ¢emu kao donore elektrona koriste fenolna jedinjenja (Welinder i Gajhede, 1993).
Najcesce se oksiduju flavonoli i hidroksicinamicne kiseline pri ¢emu nastaju fenoksi radikali u
¢ijoj ponovnoj redukciji vaznu ulogu ima askorbat, kao sekundarni donor elektrona (Takahama,
2004). Ovaj mehanizam oksidoredukcionih procesa u vakuoli predstavljen je kao
askorbat/fenoli/peroksidaze system, a nazvan je kao Takahama ciklus i ¢ini vazan put uklanjanja
vodonik peroksida u biljnim ¢elijama, narocito u uslovima oksidativnog stresa (Takahama i Oniki
2006; Ferreres i sar., 2011; Veljovi¢-Jovanovic i sar., 2018). Ovaj sistem moze da uklanja vodonik
peroksid koji nastaje u samoj vakuoli ili tonoplastu, ali takode 1 onaj koji nastane van vakuole pa

naknadno u nju difunduje.

Katalaza (CAT, EC 1.11.1.6) je jedan od najrasprostranjenijih enzima u zivom svijetu a
osnovna uloga joj je razgradnja H20. do H20, ¢ime se sprjecava njegova difuzija u druge celijske
kompartmente. Zbog svoje Siroke distribucije, evolutivne adaptivnosti i velike kataliticke
efikasnosti, CAT ima vaznu ulogu u antioksidativnim sistemima u aerobnoj sredini. Katalaza je
homotetramer, molekulske mase 240 kDa, koji ima u aktivnom mjestu Fe* vezano za hem

odnosno porfirinski dio enzima (Scandalios, 2005).

Pri niskim koncentracijama H2O> (<1 umol) CAT ispoljava peroksidaznu reakciju i redukuje H20>

koristeci razlic¢ite donore vodonika (alkoholi, askorbinska kiselina):
RH, + H,0, - R+ H,0

Pri visokim koncentracijama H2O> (>1umol), CAT ga brzo uklanja kroz katalaznu reakciju, gdje

je vodonik peroksid i donor i akceptor vodonika:
2H,0, - 2H,0 + 0,
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Ovaj proces je energetski efikasan, jer se u katalaznoj reakciji ne koriste redukujuci ekvivalenti.
To je znacajno kad su povecane energetske potrebe celije, odnosno kada je povecan intenzitet
katabolickih procesa i respiracije, a formirana veca koli¢ina H>O> (Scandalios, 2005). Katalaza ne
moze biti zasi¢ena vodonik peroksidom bez obzira na njegovu koncentraciju, tako da enzimska
aktivnost raste linearno sa porastom koncentracije supstrata pri ¢emu jedna molekula katalaze
konvertuje million molekula vodonik peroksida u vodu i kKiseonik svake sekunde (Kruindenier i

Verspaget, 2002). Ova reakcija se odvija u dva osnovna koraka:
H,0, + Fe(lll) —E — H,0 + 0 = Fe(IV) — E(. +)
H,0, + 0 = Fe(IV) — E(.+) » H,0 + Fe(lll) — E + 0,

Fe(ll1)-E u ovom slucaju predstavlja aktivno mjesto sa atomom Zeljeza na grupi hema koja je
vezana za enzim. Metal Zeljeza nije u potpunosti oksidovan do +V te dobija jos jedan elektron iz
liganda hema a Fe(IV)-E (. +) ustvari predstavlja mezomerni oblik Fe(V)-E. Na taj nac¢in hem se
oznacava kao radikalski oblik katjona (. +). U aktivnom centru enzimske molekule H20. reaguje
sa asparaginom na poziciji 147 i histidinom na poziciji 74, pri ¢emu se H* prebacuje izmedu atoma
kiseonika. Nakon toga oslobada se nastali molekul vode i Fe(IV)=0, a ono reaguje s novim

molekulom vodonik peroksida pri ¢emu nastaju Fe(ll1)-E, H20 i O»..

Askorbinska kiselina ili vitamin C je jedan od najvaznijih hidrosolubilnih antioksidanasa,
a kod vecine biljaka u visokim koncentracijama prisutan je najviSe u fotosinteti¢ki aktivnim
tkivima 1 to u u hloroplastima, citoplazmi, vakuolama i apoplastnom prostoru. Zahvaljujuci
reaktivnoj endiol grupi askorbinska kiselina ima redukujucu ulogu (Smirnoff, 1996). Redoks
sistem askorbata u ¢celiji ¢ine njegov redukovan oblik, djelimi¢no redukovan
(monodehiroaskorbat) i oksidovan oblik (dehidroaskorbat). Oksidacijom redukovanog oblika
nastaje monodehidroaskorbat radikal koji najcesce brzo prelazi u dehidroaskorbat (DHA) tako da
su potpuno redukovani i oksidovani oblik najcesca stanja ovog molekula (Slika 12.). Najveci dio
askorbinske kiseline se sintetiSe iz glukoze u mitohondrijama (Barnes i sar., 2002). Prednost
askorbata kao antioksidansa se ogleda i u tome S§to u slucaju povecane potrebe celije za njegovim
antioksidativnim djelovanjem ne mora da se vrSi njegova sinteza de novo. Reredukcija
oksidovanog askorbata najvise zavise od aktivnosti enzima monodehidroksiaskorbat reduktaze i
dehidroaskorbat reduktaze koje katalizuju redukciju oksidovanih formi ponovo do askorbata i time

obnavljaju njegove rezerve (Sauvage i sar., 2014).
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Slika 12: Sematski prikaz oksidacije askorbata u dehidroaskorbat (Original)

Askorbat moze da direktno reaguje sa slobodnim radikalima (*O2, 02", OH") i na taj nacin
neutralize njihovo Stetno dejstvo. Osim direktnog nacina moZze da ispoljava antioksidativno dejstvo
i na indirektan nacin, tako $to sluzi kao supstrat za askorbat peroksidazu pri uklanjanju vodonik
peroksida, $to je jedan od koraka u askorbat-glutation ciklusu (AA-GSH), poznatijem i kao
Halliwell-Asada ciklus (Slika 13.) (Foyer i Halliwell, 1976). U ovom ciklusu regeneraciju
askorbata iz oksidovanih formi vrSe monodehidroaskorbat reduktaza (MDHAR) i
dehidroaskorbatreduktaza (DHAR) u prisustvu redukovanog glutationa (GSH) (Jiménez i
sar.,1997). Centralnu ulogu u ciklusu ima askorbat peroksidaza koja koristi dvije molekule
askorbata za redukciju vodonik peroksida pri ¢emu nastaju dvije molekule vode i dvije molekule
monodehidroksiaskorbata. U hloroplastima askorbat deluje kao kofaktor za enzim violaksantin-
deepoksidazu i tako posredno ucestvuje u ksantofil ciklusu kao jednom od mehanizama zaStite
¢elije od fotooksidacije (Smirnoff, 2018). Askorbat ucestvuje u zastiti drugih antioksidativnih
molekula kao §to je tokoferol, pri ¢emu ga odrzava u njegovom redukovanom obliku, a oksidovani

oblik, tokoferol radikal regeneri$e nazad u vitamin E.

H,0, AA GSSG NADP+
!APX MDHA} DHAR GB( )
2H,0 MDHA GSH NADPH
DHA

Slika 13. Sematski prikaz Askorbat-Glutation ciklusa: AA-askorbat, APX-askorbat peroksidaza, MDHA-
monodehidroaskorbat, MDHAR- monodehidroaskorbat reduktaza, DHA-dehidroaskorbat, DHAR-
dehidroaskorbat reduktaza, GR- glutation reduktaza, GSSG-oksidovani glutation, GSH-redukovani
glutation (Original).
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Glutation je niskomolekularni tripeptid izgraden od cisteina, glutaminske kiseline i glicina
(y-L-glutamil-L-cisteinil-glicin). Ovaj molekul je najzastupljenije tiolno jedinjenje kod vecine
vrsta biljaka i prisutan je u skoro svim ¢elijskim organelama (Queval i sar., 2011; Vidovic¢ i sar.,
2015). U ¢elijama se pretezno nalazi u redukovanom obliku (GSH), koji u kombinaciji sa
oksidovanom formom GSSG, odrzava redoks ravnotezu u celiji (Foyer i Noctor, 2005).
Zahvaljujuci centralnom nukleofilnom ostatku cisteina on ima visok redukcioni potencijal koji
omogucava uklanjanje H2O> i uestvuje u neenzimskim reakcijama sa ostalim ROS, kao $to su
singlet kiseonik, superoksid i hidroksil radikal (Blokhina i sar., 2003). Ipak, njegovom najvaznijom
ulogom u biljnim ¢elijama se smatra njegova antioksidativna sposobnost u kojoj regenerise
askorbinsku kiselinu preko ASH-GSH ciklusa. GSH u ovom ciklusu sluzi kao donor elektrona pri
¢emu se askorbat regenerise iz njegove oksidovane forme dehidroaskorbata, a GSH prelazi u
oksidovanu formu glutation-disulfid (GSSG) (Noctor i Foyer, 1998).

Fenoli su veoma rasprostranjeni proizvodi sekundarnog metabolizma biljaka a
antioksidativno dejstvo biljnih ekstrakata uglavhom se vezuje za njihovo prisustvo. Ova grupa
jedinjenja obuhvata veliku grupu razli¢itih strukturnih molekula (preko 8000), od najprostijih
fenolnih kiselina, do kondenzovanih tanina. Manju antioksidativnu aktivnost ova jedinjenja
pokazuju u konjugovanom obliku, sa jednim ili viSe molekula Secera (Leucuta i sar., 2005; Rice-
Evans i sar., 2006). Zajednicka karakteristika fenolnih jedinjenja je da sadrze aromati¢an prsten sa
jednom ili viSe hidroksilnih grupa. Fenolna jedinjenja se mogu klasifikovati na viSe nacina, a
najcesca podjela se zasniva na osnovu broja ugljenikovih atoma vezanih za njihov osnovni skelet
(Robards i sar., 1999). Tako na primjer, ukoliko je osnovni skelet C6, takva jedinjenja se
karakteri$u kao prosti fenoli, a takvi su katehol, rezorcinol ili hidrohinon. Derivati cimetne kiseline
(kafei¢na i feruli¢na kiselna) osnovni skelet imaju organizovan kao C3-C6, dok C6-C3-C6 skelet
imaju flavanoli (dihidrokvercetin), flavanoni (hesperidin, narigenin) ili antocijanini. U derivate
antrahinona se mogu klasifikovati flavonoidi, flavoni (luteolin, apigenin, tangeretin), flavonoli
(kvercetin, kaempferol) i flavonol glikozidi (rutin). Smatra se da je antioksidativna aktivnost
fenola prvenstveno rezultat njihove sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma i kao takvi
uklanjaju radikale uz formiranje manje reaktivnih fenoksi radikala. Povecana stabilnost fenoksi

radikala pripisuje se prvenstveno delokalizaciji elektrona i postojanju vise rezonantnih formi.
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2.5.9.1. Antioksidativni metabolizam kod biljaka u uslovima suse

Reaktivne vrste kiseonika nastale fotorespiracijom i Melerovom reakcijom u toku suse
aktiviraju antioksidativne mehanizme zastite, u prvom redu superoskid dismutazu (SOD), askorbat
i glutation peroksidazu (APX i GPX), ali i neenzimske antioksidante askorbat i glutation koji su
2021). Jedan od glavnih posrednika u nastanku ROS u biljnim ¢elijama tokom stresa jeste
membranska NADPH oksidaza, ¢ijom se aktivno$¢u ove molekule narocito akumuliraju u
apoplastu, sto dovodi do aktiviranja puteva antioksidativnog sistema zastite (Wang i sar., 2016).
Antioksidativni odbrambeni sistem u biljnim ¢elijama djeluje integrisano u nekoliko ¢elijskih
organela kroz razli¢ite enzimske i neenzimske mehanizme koji omoguéavaju najadekvatniju
adaptaciju Celije na cjelokupno promijenjen redoks sistem (Slika 14.). Mehanizam dismutacije
superoksid anjon radikala katalizovan superoksid dismutazom ukljucuje promjene oksidacionog
stanja metala (Cu, Fe, Mn, Zn) koji je vezan za enzim, a dokazano je da kod suse uklanjanje O2™
smanjuje rizik od nastanka OH® kroz Haber-Weiss-ovu reakciju, $to je narocito izrazeno kod
biljaka tolerantnih na susu (Yang i sar., 2008, Turkan i sar. 2005). Adaptacije na susu se mogu
ispoljavati i1 kroz lignifikaciju ¢elijskih zidova u kojima posreduju peroksidaze Klase Ill, vrseci
transfer elektrona na fenolna jedinjenja. Flavonol-peroksidazna reakcija u vakuolama mezofilnih
¢elija moZe da se odvija kao ,,Cista¢” H2O2 kako u in vitro, tako i u in vivo uslovima (Takahama,
1989). Interakcija fenola i peroksidaza Klase Il tokom suse moze biti uklju¢ena u eliminaciju
ROS u okviru sistema peroksidaze-fenoli-askorbat, pri ¢emu peroksidaze mogu da koriste fenole
kao supstrate za transfer elektrona, a fenoli se obnavljaju preko askorbata zavisnog od

redukovanog glutationa (Takahama i Oniki, 1997).

U uslovima suSe veoma vazna uloga pripada i1 drugim niskomolekularnim neenzimskim
jedinjenjima, kakvi su karotenoidi, sa kojima ostale komponente antioksidativne odbrane ostvaruju
kooperativni efekat. Uloga karotenoida u zastiti biljaka od suSe se u prvom redu reflektuje u
sprjecavanju fotooksidativnih oSte¢enja hloroplasta. Karotenoidi "hvataju" singlet kiseonik
fizickim mehanizmima, pri ¢emu se viSak energije prenosi na strukturu karotenoida bogatu
elektronima. Karotenoid se na taj naCin ekscituje u "tripletno" stanje (3Care), a zatim vraca u
prvobitno stanje (1Car) gubeci energiju toplotom. Posto je ovo fizicki mehanizam, struktura
karotenoida ostaje nepromijenjena i karotenoid nastavlja zastitno djelovanje protiv novih molekula

singlet kiseonika. Relativna sposobnost hvatanja singlet kiseonika kod nekog karotenoida zavisi
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od broja konjugovanih dvostrukih veza, a terminalni jononov prsten B-karotena (i srodnih
karotenoida) nema uticaja (Young i Lowe, 2001). Antioksidativna aktivnost karotenoida zavisi od
koncentracije kiseonika u sistemu. Pri niskim parcijalnim pritiscima kiseonika, p-karoten inhibira
oksidaciju. Suprotno, inicijalna antioksidativna aktivnost f-karotena pracena je prooksidativnim
reakcijama pri viSim koncentracijama kiseonika (Stahl i Sies, 2003). lako u uslovima nedostatka
vode kompletan fotosinteticki aparat trpi oSteCenja, 1 sadrzaj ukupnih karotenoida se smanjuje
(Nazarli 1 sar. 2010.), koncentracija pojedinih vrsta se povecava kao rezultat antioksidativnog
djelovanja protiv ROS nastalih u ovakvom stresu. Tako npr. sadrzaj -karotena se moze povecati
1 do Sest puta u ¢elijama lista pSenice podvrgnute susi §to se moze dovesti u vezu sa kontrolom

oksidacionih procesa na membranskom nivou, ogranicavajuci na taj nacin porast nivoa peroksida

i lipidnih radikala (Bartoli i sar. 1999).

Razumijevanje metaboli¢kih mehanizma iz podrucja antioksidativnog metabolizma omoguéavaju
poboljSano uzgajanje biljaka koje tako u uslovima suSe postaju konkurentne i ekspanzivne u

zauzimanju prostora te efikasnije i ekonomicnije koriste uslove i resurse spoljasnje sredine.
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Slika 14: Sematski prikaz antioksidativnog metabolizma i generisanja ROS u mitohondrijama,
peroksizomima i hloroplastima ¢éelija fotosinteti¢ki aktivnih tkiva biljaka tokom suse. PSI-(fotosistem 1),
PSlI-(fotosistem 1), Fd-(ferodoksin), AsA-(redukovani askorbat), DHA (dehidroaskorbat), MDA--
(monodehidroaskorbil-radikal), GSH- (redukovani glutation), GSSG-( glutation disulfid, oksidovani
glutation), tAPX-(tilakoidna askorbat peroksidaza), sAPX- (stromalna askorbat peroksidaza), mAPX-
(askorbat peroksidaza iz mitohondrija), CcAPX- (citozolna askorbat peroksidaza)), MDAR-
(monodehidroaskorbat reduktaza), DHAR-(dehidroaskorbat reduktaza), GR- (glutation reduktaza), SOD
(superoksid dismutaza), Nox (NADPH oksidaza), POD (peroksidaza Klase Ill), CAT (katalaza), ETC
(electron transportni lanac), (Original).

2.6 ISTRAZIVANJA O UTICAJU SUSE NA VRSTU SOLANUM LYCOPERSICUM

Najvise diskusije oko sistematskog poloZzaja u okviru roda Solanum vodilo se kod
paradajza, Cija se pripadnost rodovima Solanum ili Lycopersicon mijenjala kroz istoriju. lako ga
mnogi taksonomi svrstavaju u rod Solanum, naziv Solanum lycopersicum L. nije jo$ u potpunosti
prihvacen od strane oplemenjivaca. Molekularni taksonomi, Knapp 1 sar. (2004) su u Casopisu

Prirodnjackog muzeja Londona, predstavili i predlozili novu sistematiku u porodici Solanaceae,
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pri ¢emu vrste L. esculentum, L. juglandifolium, L. ochranthum, L. sities, L. lycopersicoides, L.
pennelli, L. hirsutum, L. peruvianum, L parviflorum, L. chmeilewskii i L. cheesmaniae vracaju
unutar roda Solanum. (https://solgenomics.net/about/solanum_nomenclature.pl). Danas su u
nauc¢noj literaturi u upotrebi naziv Lycopersicon esculentum Mill. (Kochieva i sar., 2002), ali i
naziv Solanum lycopersicum L. (Daniel i sar., 2006). Nakon nau¢nog potvrdivanja Mendelovih
radova iz 1866. od strane Huga de Vriesa i Karla Korensa, neke divlje i kultivisane vrste paradajza,
duvana i petunije su ve¢ u 20. vijeku postale vode¢e model biljke u geneti¢kim istrazivanjima.
Danas je paradajz jedna od najznacajnih biljnih kultura koja se uzgaja i konzumira u ¢itavom
svijetu, a kvalitativne karakteristike ploda imaju ogroman uticaj na ekonomski aspekt proizvodnje.
U Republici Srbiji, kao i u zemljama regiona, dominantan je plastenicki tip proizvodnje bez
dodatnog zagrijavanja, ali se paradajz mnogo uzgaja i na otvorenom polju. U posljednjih desetak
godina prosjeéni prinosi paradajza u Srbiji su iznosili od oko 9,5 t h'* (za period 2009-2011. ) do
13,5 t h! (za period od 2012-2016) ili ¢ak 16 t h' (za period (2018) (Statisticki godi$njak Srbije,
2012; Popovi¢ i sar., 2015; IvaniSevi¢ i sar., 2018). Poredenjem sa drugim zemljama prinosi
paradajza u Srbiji su niski, pogotovo kada se uzme u obzir procjena da se u datim agroekoloskim
uslovima moze ostvariti 50-80 t h™:. Smatra se da je genetski potencijal domac¢ih sorti i hibrida
paradajza zastupljenih u proizvodnji dobar te da je uzrok ovako niskim prinosima neadekvatna
tehnologija gajenja, §to se u prvom redu odnosi na neadekvatno navodnjavanje (Takac i sar., 2007).
Za optimalan rast i razvoj ovoj biljnoj vrsti neophodna je odgovarajuca koli¢ina vode tokom
uticaju suse na biljke paradajza tokom vegetativnih fenofaza su naro¢ito znacajne ukoliko se uzme
u obzir da asimilacija CO; i produkcija sekundarnih metabolita tokom ovog perioda determini$u
reproduktivni period, tj. veli¢inu i kvalitativne karakteristike plodova (Chen i sar., 2015). Takode
jo$ neki autori smatraju da je paradajz vrsta koja je osjetljiva na susu u svim fenofazama zivotnog
ciklusa, iako se smatra da postoje odredene razlike u stepenu tolerancije na susu u odnosu na hibrid,
odnosno komercijalni kultivar (Wahb-Allah i sar., 2011; Séanchez-Rodriguez i sar., 2010).
Negativni efekti suSe na fotosinteticku aktivnost u listovima biljaka paradajza povecavaju stepen
fotooksidativnih reakcija koje uti¢u na metabolizam a samim tim i na njihov rast i razvoj (Mufios
i sar., 2018). Tome najvise doprinose oksidativna oste¢enja molekula hlorofila, narocito nakon
izlaganja mladih sadnica umjerenoj ali dugotrajnoj susi (Al Hassan i sar., 2015). Ipak, mehanizmi

tolerancije na dugotrajnu susu u ¢elijama listova paradajza i modifikacije fotosinteti¢kih puteva u
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njima jo$ uvijek nisu u potpunosti razjaSnjeni. Razlog za to je mozda Sto je vec¢ina autora koji su
se bavili proucavanjem uticaja suSe na razvoj i fizioloS8ke karakteristike paradajza ispitivala
odgovor vrste u kra¢im vremenskim periodima (do jedne ili dvije nedjelje), iako postoje dokazi da
izlozenost biljaka produzenom vodnom stresu moze dati bolji, jasniji i mnogo realniji prikaz
metaboli¢kog odgovora (Pennypacker i sar., 1990; Yuan i sar., 2015). Osim toga, i strategije u
metaboliCkim putevima antioksidativhog odgovora znacajno variraju u zavisnosti od duzine
vremenskog perioda tokom kojeg su biljke izlozene susi (Tausz i sar., 2001; Osman, 2015; Junker
i sar., 2017). Pojedini istrazivaci su ispitivali puteve antioksidativnog metabolizma kod paradajza
u uslovima dugotrajne suse, ali se ipak u literaturi ne moze izdvojiti odreden mehanizam koji je
opste prihvaéen (Unyayar i sar., 2005; Sanchez-Rodriguez i sar., 2010; Tapia et al., 2016). U tom
smislu, neki autori narocito isticu znacaj odredenih metabolita ili biohemijskih puteva u
detoksifikaciji ROS, gdje je poseban akcenat stavljen na kooperativni efekat izmedu SOD i CAT
(Sun i sar., 2007), iako nije zanemaren ni znac¢aj uloge fenola (Kusvuran i Dasgan, 2017) kao ni
redoks-stanja askorbata (Garchery i sar., 2013). Uzimajuéi u obzir da je uzgajanje paradajza
najvise prisutno u semiaridnim regionima u kojima je susa posljedica progresivnih klimatskih

promjena, istrazivacki interesi u ovoj oblasti su jos$ uvijek aktuelni (Rivielli et al., 2013).

2.7. ISTRAZIVANJA O UTICAJU SUSE NA VRSTU ZEA MAYS

Kukuruz (Zea mays L.) je monokotiledona jednogodisnja biljna vrsta iz porodice trava
(Poaceae), a od svojih srodnika, tj. drugih predstavnika iz ove porodice, najvise se razlikuje po
krupnijoj i vi$oj stabljici te Sirim listovima (Kovacevi¢ i Rastija, 2009.). Literaturni podaci ukazuju
da je centar porijekla kukuruza podru¢je Srednje Amerike, ta¢nije danasnje podrucje Meksika, a
postoje dokazi da se tu uzgajao ¢ak i 7000 do 8000 godina prije nove ere (Hastorf, 2009). Tu mu
je bio centar diverziteta odakle se §irio po ostalim podru¢jima Srednje Amerike, a nekoliko hiljada
godina kasnije i prema Sjevernoj Americi. Nakon Kolumbovog otkrica Amerike kukuruz je
prenesen i na tlo Evrope, pa se uskoro poslije toga, tokom 16. vijeka poceo uzgajati i kod nas.
Kukuruz predstavlja jednu od tri ekonomski najznacajnije vrste zitarica u svijetu pri cemu se oko
80% proizvedenog sjemena koristi za animalnu ishranu, a ostatak za ljudsku upotrebu (Ali i sar.,
2010). Prema izvjestajima Organizacije za ishranu i poljoprivredu (FAQO) kukuruz je u ukupnoj
svjetskoj proizvodnji u prosjeku na drugom mjestu u odnosu na ostale Zitarice, a intenzivno se
uzgaja na teritoriji Republike Srbije, priblizno na milion hektara. Prema podacima Republickog
zavoda za statistiku Srbije za 2018. godinu, ostvaren je prosje¢ni prinos od 7,7 t ha. Danas je
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najveca svjetska prozivodnja kukuruza zastupljena u SAD, a smatra se da ¢e do 2025. godine ova
vrsta imati najve¢u ukupnu proizvodnju u odnosu na sve ostale, najvise zbog povecane potrebe i
potrosnje na podru¢ju zemalja u razvoju (Bekri¢ i Radosavljevic, 2008). S obzirom da sa pSenicom
i rizom spada U vodeée poljoprivredne biljne vrste u svijetu koje ishranjuju Citavu planetu,
opravdana su i ogromna interesovanja za prou¢avanje njegovog metabolizma i na¢ina uzgajanja u
domenu raznih naucnih disciplina. Kad je u pitanju vodni rezim, vec¢ina hibrida kukruza vrlo
ekonomicno trosi vodu te ima relativno mali trasporacioni koeficijent, u prosjeku oko 250-400
mm, a u prilog tome ide i dobro ravijen korijenov sistem koji omoguéava bolje usvajanje iz
dubokih zemlji$nih slojeva (Hayat i sar., 2020). Ipak osjetljivost kukuruza na susu je narocito
izraZzena tokom reproduktivnih fenofaza pri cemu dugotrajna susa moze znacajno da smanji prinos
sjemena (Kovacevi¢ i Rastija, 2009). Poznato je da se listovi kukuruza odlikuju specifiénom
anatomijom te da prisustvo specijalizovanih Kranz ¢elija omogu¢ava NADP-malatni tip C4
fotosinteze, a karboksilacija se odvija u citoplazmi mezofilnih ¢éelija (Vukadinovi¢, 1999). Bez
obzira na ove evolutivne prilagodenosti susa znacajno uti¢e na smanjenje fotosinticke aktivnosti u
listovima kukuruza (Anjum i sar., 2011) a takode je zabiljezeno i smanjenje lisne povrSine i
sadrzaja hlorofila (Khan i sar., 2001, Yao i sar., 2012). Smatra se da je osjetljivost kukuruza na
susu izrazena zbog posebno naglasenog zahtjeva za vodom tokom izduzivanje i rasta celija jer
biljke nemaju alternativu da odgode rast vegetativnih organa (Andelkovi¢ i sar., 2012). Kod
mnogih hibrida kukuruza stres izazvan suSom dovodi do unutarcelijskog povecanja koncentracije
superoksid anjon radikala i vodonik peroksida i do 45%, $to posljedi¢no dovodi i do povecanja
sadrzaja MDA usljed oksidativnih oste¢enja membranskih struktura (Anjum i sar., 2017). SuSa u
toku reproduktivnih faza razvoja kukuruza dovodi do akumulacije ROS koje mogu izazovu
membranska oStecenja Celija u anterama prasnika Sto dovodi do steriliteta muSkih cvjetova
(Kelliher i Walbot, 2012). Novija istrazivanja na biljkama kukuruza ukazuju da stres izazvan
suSom dovodi do povecanja koncentracije vodonik peroksida u apoplastu celija vrSne zone
korijena, odnosno u apikalnom meristemu, §to onemogucava izduzivanje ¢elija i zaustavlja rast
korijena (Voothuluru i sar., 2020). Autori u ovom sluc¢aju smatraju da je poveéanje koncentracije
apoplastnog vodonik peroksida u nefotosintetickom tkivu, kao §to je meristem Korijena najvise
uzrokovano povecanom aktivnoS¢u oksalat oksidaze, iako nisu iskljucili ni moguénost njegovog
generisanja posredstvom SOD i APX. Zbog zatvaranja stoma u listovima su$a uti¢e na smanjenje

fotosintetickog intenziteta te mijenja metabolizam ugljenih hidrata 1 aminokiselina
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(Mohammadkhani i Heidari., 2008 a). Mehanizmi tolerancije biljaka kukuruza na vodni deficit
podrazumijevaju osmotska prilagodavanja i ukljuc¢ivanje antioksidativnih sistema odbrane.
Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu otpornosti na susu i ekspresije Cu/ZnSOD kod kukuruza,
dok je kod vecine hibrida potvrdena negativna korelacija POD i CAT aktivnosti (Malan i sar.,
1990; Anjum i sar., 2011; Anjum i sar., 2017). Redoks stanje askorbata i mehanizam regeneracije
ovog molekula imaju esencijalnu ulogu u detoksifikaciji nastalog vodonik peroksida kod vecine
genotipova kukuruza izloZenih uticaju suSe, pri ¢emu se doniranje elektrona za redukciju ROS
najéesSce vrsi u kooperaciji sa askorbat peroksidazom (Chung i sar., 2011). Precizne analize
mehanizama tolerantnosti na susu u uslovima kontrolisanog stresa kod kukuruza pruza dragocjene

podatke koji doprinose uspje$nom oplemenjivanju genotipova koji imaju bolja adaptivna svojstva.
2.8. PRIMJENA ZEOLITA KOD GAJENJA BILJAKA

Tokom prosle decenije naglo se povecao interes za koristenje prirodnih aluminosilikata
radi poboljSanja metoda u uzgajanju biljaka. U tom smislu, najpoznatiji je zeolit, mineral za kojeg
se vjeruje da posjeduje osobine vezivanja i uravnotezenog otpustanja vode i mineralnih elemenata
$to moze da doprinese boljem vodosnabdijevanju i mineralnoj ishrani biljaka. Termin zeolit prvi
je upotrijebio §vedski nau¢nik Kronsted kada je ispitujuci strukturu razli¢itih minerala otkrio da
neki od njih imaju osobinu reverzibilnog otpustanja vode prilikom zagrijavanja, a nazvao ih je
zeolitima (kamenje koje kljuca). Zeoliti su hidratizovani aluminosilikati alkalnih i zemnoalkalnih
minerala sa otvorenom trodimenzionalnom strukturom, koja je sposobna reverzibilno vezati ili
otpustiti vodu (Chibani i sar., 2016). Minerali sa ovakvom strukturom se sastoje od aluminijuma i
silikotetraedra koji formiraju stabilne komplekse (Malopa i sar., 1999). Ovakva struktura zeolita,
poput pcelinjeg saca, sadrzi mnogobrojne kanale i Supljine koje se pune katjonima i molekulima

vode (Karapinar, 2009). U hemijskom smislu zeolit se moze predstaviti formulom:
Mx/n [(AlO2) x (SiOz) x zH20

Gdje je

Mx/n - vanmreZni katjon Cije je naelektrisanje *n

[(AlIO2) x (SiO2)- tetraedri silicijuma i aluminijuma koji zajedno grade mreznu strukturu

ZH20- z vezanih molekula vode po jedini¢noj ¢eliji

48



Tetraedri silicijuma su elektroneutralni dok su tetraedri u kojima se nalazi jon aluminijuma
elektronegativni pa je neophodan jon koji ¢e izbalansirati taj nedostatak naelektrisanja. Taj katjon
se naziva vanmrezni katjon. Mrezu kanala i Supljina ¢ine Al i Si joni u tetraedru koji su
iskoordinisani sa jonima kiseonika koje dijele s drugim zajednickim Al i Si tetraedrima. Primarni
tetraedri se mogu povezivati u sekundarne poliedarske gradivne jedinice. Ovakva struktura je
prisutna kod Cesto zastupljenog oblika prirodnog zeolita, tzv klinoptilolit, a Sematski prikaz ovakve

grade predstavljen je na Slici 15.
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Slika 15: Tetraedalna struktura zeolita vrste klinoptilolit (preuzeto sa wikimedia commons, kategorija CC-

BY-SA: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Zeolite.jpg)

Vecina istraZivanja o zeolitima su uglavnom bazirana na proucavanjima njihovih fizicko-
hemijskih osobina, a dobijena saznanja ih Cine atraktivnim za upotrebu u brojnim granama
poljoprivrede. U tom smislu, osim visokog retencionog kapacieta za vodu, mogu da sprjecavaju
promjenu pH te da utic¢u na biodostupnost hemijskih elemenata u zemljistu (Ming i Allen 2001;
Coppola i sar., 2003; Pisarovi¢ i sar., 2003). Negativno povrsinsko naelektrisanje alumosilikatne
strukture i izrazen kapacitet za razmjenu katjona sa elementima iz zemljisSnog rastvora uti¢u na
koncentraciju metala koji su vazni za nutritivni status biljaka (Mumpton, 1999). S obzirom na

ekonomsku isplativnost i dostupnost u prirodi u posljednjih nekoliko godina intenzivno se
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eksploatiSe i koristi od strane poljoprivrednih prozivodaca (Malekian i sar., 2011; Aghaalikhani i
sar., 2012; Hazrati i sar., 2017; Jakkula i Wani, 2018). U tom smislu potvrden je pozitivan uticaj
na prinos kod mnogih biljnih vrsta (Colombani i sar., 2014, Chen i sar., 2017). Postoje istrazivanja
u kojima je dokazano da zeolit moze umanjiti Stetne efekte suse na rast biljaka zahvaljujuci osobini
apsorpcije i postepenog otpustanja vode pa tako dovodi do povecanja dostupnosti vode biljkama
u uslovima suSe (Abdi i sar., 2006; Gholizadeh i sar., 2010). S druge strane, pokazano je da stepen
sprecavanja suSe moze da zavisi i od koncentracije ovog alumosilikata u supstratu (Ghanbari i
Ariafar 2013). Osim toga neki autori su dokazali da primjena zeolita u cilju sprecavanja suse
umjereno umanjuje odredene markere vodnog stresa kod biljaka, iako ne ublazava u potpunosti
njihov efekat (Kojic¢ i sar., 2012; Nozari i sar., 2013; Porkashefi i sar, 2016). Takode, neki autori
smatraju da zeolit moze da dovede i do promijenjenog rezima mineralne ishrane jer moze da utice
na biodostupnost kalcijuma, kalijuma, fosfora ili azota ukoliko se ne doda odgovarajuéa prihrana
(He i sar., 1999; Karami i sar., 2011). S obzirom da smanjena dostupnost vode zna¢ajno moze da
uti¢e na mineralnu ishranu biljaka, proucavanje vodnog stresa u dodatku zeolita moze biti
zanimljivo s aspekta mineralne ishrane u uslovima suse. Osim toga vecina istrazivanja vezanih za
primjenu zeolita u cilju spreavanja suse su fokusirana na fizioloSke pokazatelje i karakteristike
prinosa, dok su biohemijski mehanizmi adaptacije biljaka u ovim uslovima vrlo malo ispitani. To
se naroCito odnosi na komponente antioksidativnog metabolizma, od kojih znacajno zavisi

energetski status u €eliji, Sto se odraZzava na kraju 1 na kompletan metabolizam 1 fizioloski status.
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3. CILJEVI | ZADACI

Polazna hipoteza u ovom istrazivanju je bila da primjena zeolita u sprecavanju ili
ublazavanju posljedica stresa izazvanog susom nece biti jednako efikasna kod dvije razlicite
vrste biljaka. Sa dodatnom pretpostavkom da i koli¢ina zeolita u supstratu moze da bude
znacajan faktor koji uti¢e na njegovu efikasnost, cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita u¢inak
njegove primjene u spreavanju nastanka oksidativnog stresa kod paradajza i kukuruza u
uslovima suse te koliko je on bio zavisan od primjenjene koncentracije. S obzirom da odgovor
biljaka na uslove suse moze da bude specijes specifi¢an, dodatni cilj u ovom istrazivanju je bio
da se ispitaju mehanizmi metabolickog odgovora koji se aktiviraju kod ispitivanih vrsta biljaka

na ovaj tip stresa. Planirano je da se realizacija ciljeva ostvari kroz sljedece zadatke:

e Pracenje morfoloskih parametara biljaka (rast i razvoj izdanka) i analiza anatomskih
karakteristika listova

e Ispitivanje biohemijsko-fizioloskih karakteristika povezanih sa procesom fotosinteze:
intenzitet fiksacije CO. 1 transpiracije, dimenzije i gustina stoma, relativni sadrzaj vode
u listovima, koncentracija fotosintetickih pigmenata, sadrzaj enzima Rubisco).

e Analiza proteinskih profila metodom elektroforeze u cilju detekcije proteina
specifi¢nih u odgovoru na susu

e Kvantitativna analiza sadrZaja hemijskih elemenata

e Analiza parametara antioksidativnog metabolizma kao indirektnog pokazatelja
intenziteta oskidativnog stresa (aktivnosti superoksid dismutaze, askorbat peroksidaze,
katalaze, peroksidaza Klase III, koncentracija askorbata, sadrzaj fenola)

e Uporedna analiza dobijenih rezultata izmedu ispitivanih biljnih vrsta i izmedu

primjenjenih koncentracija zeolita
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4. MATERIJAL | METODE
4.1. ANALIZA FIZICKO-HEMIJSKIH OSOBINA ZEOLITA

Za eksperiment je koristen zeolit pod nazivom pro Herba®, proizveden u kompaniji
“Ekofarm zeol” Banja Luka (Slika 16.). Ovo je vrsta prirodnog zeolita- klinoptilolit, koji je je
eksploatisan u obliku kamenog tufa sa njegovog prirodnog nalazista na lokalitetu ,,Novakovic¢i* u
mjestu Celinac, u okolini Banja Luke. Komercijalno dostupan zeolit koji je nabavljen od ove

kompanije je preciséen i usitnjen do granulacije 0,1-2 mm.

Slika 16. Zeolit Pro Herba®, komercijalno dostupan u kompaniji Ekofarm zeol, d.o.0. Banja Luka, koristen

u eksperimentu (A); MjeSavina zeolita i supstrata koriStenog za uzgoj biljaka u eksperimentu (B)
4.1.1. Odredivanje sadrZaja oksida silicijuma i aluminijuma

U cilju hemijske karakterizacije zeolita izvr$ena je kvantifikacija silicijum dioksida (SiOz2)
i aluminijum oksida (Al2O3) u akreditovanoj laboratoriji Instituta za ispitivanje materijala i
konstrukcija Republike Srpske (IMK RS) u Banjoj Luci. Nakon suSenja uzorka na 105 °C, uzorak
zeolita je analiziran standardizovanom metodom BAS EN 196-2, koja koristi tehniku rendgenske
fluorescentne spektrometrije (XRF). Dobijeni rezultati sadrZaja ispitivanih oksida izraZzeni su kao

% u odnosu na masu uzorka.
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4.1.2. Odredivanje sadrzaja metala u zeolitu

Kvalitativna karakterizacija i kvantifikacija sadrzaja metala u zeolitu odredena je metodom
plamene atomske apsorpcione spektrofotometrije na aparatu Shimadzu 7000 AA, a prema
uputstvima sadrzanim u metodi ISO 11047. Prethodna ekstrakcija metala iz zeolita uradena je uz
koriStenje zlatotopke po metodi ISO 11466. U normalne sudove zapremine 250 mL odmijerena je
masa od 3 g vazdusno suvog zeolita, te je pazljivo pipetom dodat 21 mL HCIli 7 mL HNO3 (28
mL zlatotopke). Pripremljen rastvor ostavljen je 16 sati na sobnoj temperaturi, a zatim se
zagrijavao 2 sata na reSou uz koristenje povratnog hladila. Nakon hladenja rastvor je filtriran kroz
filter papir (plava traka) u normalni sud od 100 mL i dopunjen sa bidestilovanom vodom do
oznake. Radni rastvori standarda (serije standarda) za ispitivane elemente pripremljeni su iz
komercijalno dostupnih sertifikovanih radnih rastvora (MERCK) koncentracije 1000 ppm.
Razblazenja su pripremljena sa bidestilovanom vodom, a odabir koncentracija u seriji standarda
za pojedini element su radena u skladu sa ocekivanim prosje¢nim vrijednostima sadrzaja
ispitivanog elementa u zeolitu. Koncentracije metala u pripremljenim rastvorima uzoraka zeolita
su potom ocitane na atomskom apsorpcionom spektrofotometru uz koriStenje softverskog
programa koji direktno ocitava rezultate na osnovu jednacine kalibracione krive dobijene za svaki

ispitivani element.
4.1.3. Odredivanje specifi¢ne povrsine zeolita

Specifi¢na povrsina uzorka zeolita odredena je Brunauer-Emmett-Teller (BET) metodom,
koja omogucava odredivanje specifi¢ne povrsine praskastih uzoraka te ukupnu zapreminu pora
Cestica. Ova metoda je zasnovana na viSeslojnoj adsorpciji inertnog azota na povrsinu cestica te se
mjeri zapremina gasa koja zavisi od parcijalnog pritiska pri konstantnoj temperaturi. Analiza je

izvriena na aparatu ,,FLOWSORB II 2300 a rezultat je izrazen kao m? g™,
4.1.4. Odredivanje kapaciteta izmjene katjona (KKI)

Odredivanje kapaciteta katjonske izmjene zeolita uradeno je metodom titracije metilen
plavim prema standardizovanoj proceduri za glinovite materijale, Americkog udruzenja za
testiranje materijala (The American Society for Testing Material), ASTM C 837 -81. Metoda se
sastoji u direktnom titriranju Kisele suspenzije zeolita rastvorom metilen plavog uz stalno
mijesanje i nanoSenje kapi suspenzije staklenim Stapi¢em na filter papir. Odmjereno je 2 g uzorka

zeolita, a potom dodato 300 mL destilovane vode. Suspenzija je nakon muckana inkubirana na
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sobnoj temperaturi jedan sat. Nakon toga, pH suspenzije je podeSen sumpornom kiselinom (5
mol/dm?®) do vrijednosti izmedu 2,5-3,8. Nakon toga suspenzija je titrirana sa 5 mL rastvora
metilen plavog (0,3 %), mijeSana je 1-2 minute, a potom je kap suspenzije staklenim Stapicem
prenesena na filter papir. Postupak je ponavljan, ali sada sa alikvotima od 1 mL metilen plavog do
zavrsne tacke titracije, kada se pojavio svijetloplavi krug oko mrlje tamno obojenih Cestica zeolita.

Kapacitet izmjene katjona je izraCunat prema formuli:
KKI=E x V/W x100

Gdje je:

KKI- kapacitet izmjene katjona (mmol M*/ 100 g)

E-koli¢ina metilen plavog (mmol)

V-zapremina metilen plavog utrosena za titraciju (mL)

W- masa osuSenog uzorka

4.1.5. Odredivanje pH vrijednosti suspenzije zeolita

Odmjerena masa uzorka zeolita (5 g) suspendovana je u 100 mL destilovane vode uz
mijeSanje na magnetnoj mjeSalici u trajanju od 15 minuta. Nakon taloZenja mjerena je pH
vrijednost supernatanta uz pomo¢ pH-metra Hanna instruments 8521. MijeSanje je nastavljeno a

mjerenje se vrsilo ponovo nakon 30 minuta, a potom nakon 1, 1,5, 2, 6, 24 i 48 h.
4.2. POSTAVKA EKSPERIMENATA
4.2.1. Preliminarni eksperiment- istraZivanje na biljakma paradajza

Za preliminarni eksperiment koriStene su biljke paradajza (Solanum lycopersicum L.),
hibrida indeterminantnog tipa rasta stabla, Berberana F1 (Enza Zaden, Holandija). Nabavljene su
sadnice starosti 60 dana sa 4-5 potpuno razvijenih listova (sertifikovani sadni materijal),
proizvedene iz nekalemljenog rasada u kompaniji ,,Adria Histhil d.o.0. company“ u Capljini
(Bosna 1 Hercegovina). Postavka eksperimenta je izvrSena u stakleniku Instituta za hortikulturu,
Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci (Slika 17.). Sadnice su presadene u plasti¢ne
posude promjera 26 cm, napunjene sa 12,5 L zemljista za uzgoj biljaka (TS3 Klasmann-Deilmann

GmBh, Geeste, Njemacka). Jedna polovina biljaka (30 sadnica) je presadena u Cisto zemljiSte, a
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druga polovina u mjeSavinu zemljista i zeolita (u omjeru 80:20) da bi na taj nacin sadrzaj zeolita

u posudama bio 20% u odnosu na ukupnu masu supstrata.

Slika 17. Preliminarni eksperiment postavljen za istrazivanje na biljkama paradajza u stakleniku Instituta
za hortikulturu Poljoprivrednog fakulteta u Banjoj Luci: A) Spoljasnji izgled staklenika; B) Sadnice
paradajza nakon presadivanja, starosti 60 dana; C) Unutrasnjost staklenika; D) Sadnice paradajza prije
izazivanja suse (Original).

Nakon toga biljke su rasporedene u 4 bloka sa po 15 biljaka (Randomised block system) u
kontrolisane uslove: prosjeéna temperatura vazduha 26,5 °C, relativna vlaznost vazduha 70%,
fotoperiod 12/12 h svjetlo/mrak, uz optimalno navodnjavanje cesmenskom vodom sistemom ,,kap
po kap* i potrebne standardne agro-tehnicke mjere, a nakon toga ostavljene da se aklimatizuju na
date uslove 15 dana. Nakon perioda aklimatizacije otpoc¢eo je tretman suSe, odnosno ra¢unanje
pocetka eksperimentalnog perioda u trajanju od 28 dana (od 27.04. do 25.05.2016.), u kojem su

biljke iz podijeljenih blokova tretirane kao Cetiri razlicite grupe (sa 15 sadnica u svakoj grupi):
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1) Grupa K (kontrola)- biljke kod kojih je konstantno primjenjivano optimalno
navodnjavanje, posadene u Cisto zemljiste bez dodatka zeolita

2) Grupa KZ (kontrola + zeolit)- biljke kod kojih je konstantno primjenjivano optimalno
navodnjavanje, posadene u zemljiSte pomijesano sa zeolitom

3) Grupa S (susa)- biljke kojima je potpuno uskraceno navodnjavanje, posadene u Cisto
zemljiste bez dodatka zeolita

4) Grupa SZ (susa + zeolit)- biljke kojima je potpuno uskraceno navodnjavanje, posadene u

zemljiSte pomijesano sa zeolitom.
4.2.2. Istrazivanje na biljkama paradajza u drugoj godini

Postavka eksperimenta u drugoj godini na biljkama paradajza uradena je na isti nacin kao
u preliminarnom eksperimentu, s tim da je u ovom slu¢aju promijenjena koncentracija zeolita u
suspstratu. Koristen je prostor istog staklenika sa istim uslovima, a nabavljene su sadnice istog
hibrida paradajza (Berberana F1) starosti 60 dana. Za ovaj eksperiment zasadeno je 90 sadnica,
koje su rasporedene u 6 blokova (po 15 u svakom bloku). U supstrat biljaka iz dva bloka (tre¢ina
ukupne koli¢ine-30 sadnica) dodat je zeolit u omjeru sa zemljistem 5:95, tako da je njegov udio u
ukupnoj masi supstrata bio 5%. Takode, u supstrat biljaka iz sljede¢a dva bloka (30 sadnica), dodat
je zeolit u omjeru sa zemljisStem 10:90, tako da mu je udio u ukupnoj masi supstrata bio 10%.
Preostala tre¢ina biljaka (30 sadnica) zasadena je u ¢isto zemljiste. Nakon perioda aklimatizacije
od 15 dana otpoceo je tretman suSe, odnosno racunanje pocetka eksperimentalnog perioda u
trajanju od 28 dana (od 05.05. do 02.06. 2017.), u kojem su biljke iz podijeljenih blokova tretirane

kao Sest razli¢itih grupa (sa 15 sadnica u svakoj grupi):

1) Grupa K (kontrola)- biljke kod kojih je konstantno primjenjivano optimalno
navodnjavanje, posadene u Cisto zemljiSte bez dodatka zeolita

2) Krupa KZ5 (kontrola + 5% zeolita)- biljke kod kojih je konstantno primjenjivano
optimalno navodnjavanje, posadene u zemljiste pomijesano sa 5% zeolita

3) Krupa KZ10 (kontrola + 10% zeolita)- biljke kod kojih je konstantno primjenjivano
optimalno navodnjavanje, posadene u zemljiSte pomijeSano sa 10% zeolita

4) Grupa S (suSa)- biljke kojima je potpuno uskra¢eno navodnjavanje, posadene u Cisto

zemljiSte bez dodatka zeolita
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5) Grupa SZ5 (suSa + 5% zeolita)- biljke kojima je potpuno uskrac¢eno navodnjavanje,
posadene u zemljiSte pomijeSano sa 5% zeolita
6) Grupa SZ10 (susa + 10% zeolita)- biljke kojima je potpuno uskraceno navodnjavanje,

posadene u zemljiste pomijesano sa 10% zeolita
4.2.3. Istrazivanje na biljkama kukuruza

Za eksperiment je odabrano sjeme kukuruza (Zea mays L.) nabavljeno iz Instituta za
kukuruz ,,Zemun Polje* u Beogradu, hibrid ZP 606. Sjemena su naklijana tako $to su stavljena u
petrijevke sa filter papirom, prethodno navlazenim destilovanom vodom i inkubirane u termostatu
na 36 °C u trajanju od 6 dana. Nakon isklijavanja, klijanci su posadeni u plastine posude
(dimenzija 45 x 15 cm, zapremine 5 L) napunjene zemljiStem za uzgoj biljaka TS3 Klasmann-
Deilmann GmBh, Geeste, Njemacka. U svaku posudu je zasadeno po 10 biljaka (ukupno 60).
Jedna trecina biljaka (20 klijanaca, po 10 u dvije posude) posadena je u Cisto zemljiste. Druga
tre¢ina je posadena u zemljiSte pomijeSano sa zeolitom u omjeru 5:95, tako da je udio zeolita u
odnosu na ukupnu masu supstrata bio 5%. Preostala tre¢ina je posadena u zemljiSte pomijesano sa
zeolitom u omjeru 10:90, tako da je udio zeolita u odnosu na ukupnu masu supstrata bio 10%.
Eksperiment je postavljen u laboratoriju za botaniku Prirodno-matematickog fakulteta,
Univerziteta u Banjoj Luci, u kontrolisanim uslovima: prosjecna temperatura vazduha 26 °C,
relativna vlaznost vazduha 68%, fotoperiod 12/12 h svjetlo/mrak (ja¢ina 50,6 pmol m= s*) (Slika
18.). Biljke su zalijevane svaki drugi dan sa 25 mL ¢esmene vode (svaka biljka) i ostavljene u
ovakvom rezimu 21 dan. Nakon toga, otpoCeo je tretman suSe, odnosno raunanje pocetka
eksperimentalnog perioda u trajanju od 48 dana, u kojem su biljke tretirane kao Sest razli¢itih grupa

(sa 10 sadnica u svakoj grupi):

1) Grupa K (kontrola)- biljke kod kojih je konstantno primjenjivano optimalno
navodnjavanje, posadene u Cisto zemljiSte bez dodatka zeolita

2) Krupa KZ5 (kontrola + 5% zeolita)- biljke kod kojih je konstantno primjenjivano
optimalno navodnjavanje, posadene u zemljiste pomijesano sa 5% zeolita

3) Krupa KZ10 (kontrola + 10% zeolita)- biljke kod kojih je konstantno primjenjivano
optimalno navodnjavanje, posadene u zemljiSte pomijeSano sa 10% zeolita

4) Grupa S (susa)- biljke kojima je potpuno uskrac¢eno navodnjavanje, posadene u Cisto

zemljiste bez dodatka zeolita
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5) Grupa SZ5 (suSa + 5% zeolita)- biljke kojima je potpuno uskrac¢eno navodnjavanje,
posadene u zemljiSte pomijeSano sa 5% zeolita
6) Grupa SZ10 (susa + 10% zeolita)- biljke kojima je potpuno uskraceno navodnjavanje,

posadene u zemljiste pomijesano sa 10% zeolita

Slika 18. Eksperiment sa biljkama kukuruza postavljen u Laboratoriji za botaniku, Prirodno-matemati¢kog
fakulteta, Univerziteta u Banjoj Luci: A) Klijanci nakon petog dana od sadnje u supstratu; B) Mlade sadnice

nakon dvanaest dana rasta; C) Izgled sadnica neposredno prije pocetka izazivanja suse, (Orignial).
4.3. UZORKOVANJE BILJAKA
Uzorkovanje biljaka paradajza iz preliminarnog eksperimenta obavljeno je cetiri puta

(uvijek u jutarnjem periodu izmedu 9i 11 h):
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1) Prvo uzorkovanje- na pocetku eksperimentalno perioda, oznaceno kao ,,nulti dan*
2) Drugo uzorkovanje- nakon 15. dana
3) Trece uzorkovanje- nakon 21. dana

4) Cetvrto uzorkovanje- nakon 28. dana (kraj eksperimentalnog perioda).

Uzorkovanje biljaka paradajza iz eksperimenta u drugoj godini istraZivanja obavljeno je tri

puta(uvijek u jutarnjem periodu izmedu 91 11 h AM):

1) Prvo uzorkovanje- na pocetku eksperimentalno perioda, oznac¢eno kao ,,nulti dan‘
2) Drugo uzorkovanje- nakon 15. dana

3) Trece uzorkovanje- nakon 28. dana (kraj eksperimentalnog perioda).

Prvo uzorkovanje kod biljaka paradajza nakon nultog dana obavljeno je kada su primjeceni prvi
znaci gubitka turgora listova (dan 15), dok je posljednje uzorkovanje (dan 28) obavljeno u vrijeme
vidljivog uvenuca biljaka. Za analize su uzimani listovi, a sva uzorkovanja zavrSena Su prije
pocetka formiranja plodova. MorfoloSke analize kao i mjerenje intenziteta transpiracije i
fotosinteze uradeno je neinvazivnim metodama u prostorijama Staklenika, a nakon toga je
obavljano uzimanje uzoraka, po 3 ponavljanja iz svake grupe (1 biljka kao jedno ponavljanje)
(Slika 19.). Sa svake biljke uziman je slozeni list iznad trece cvjetne grane, tako da su sakupljene
sve pojedinacne lisne plo¢e bez drski, a potom je od svakog uzorka odvojen dio za razli¢itu vrstu
analize. Uzorci za proteinske ekstrakcije su spakovani u ladice od aliminijumske folije, obiljezeni
i potopljeni u tecni azot. Uzorci za anatomske analize su potopljeni u posude sa pripremljenim
fiksativom. Uzorci za analizu otisaka stoma 1 relativnog sadrzaja vode su pakovani u plasti¢ne
kese, dok su uzorci koji su predvideni za suSenje i1 ekstrakciju fenola pakovani u papirne kese. Svi
uzorci su nakon uzimanja isti dan proslijedeni u laboratoriju na dalje postupke za odgovarajuce

analize.

Uzorkovanje biljaka kukuruza obavljeno je tri puta (uvijek u jutarnjem periodu izmedu 91 11 h
AM):

1) Prvo uzorkovanje- na pocetku eksperimentalnog perioda, oznaceno kao ,,nulti dan*
2) Drugo uzorkovanje- nakon 42. dana
3) Trece uzorkovanje- nakon 48. dana (kraj eksperimentalnog perioda).
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Uzorkovanje biljaka kukuruza nakon nultog dana prvi put je obavljeno tek u 42. danu jer su tada
nastupili prvi znaci uvenuca, a posljednje u 48. danu kada su biljke ve¢ poptuno izgubile turgor.
Uzorkovanje je zavrSeno dok biljke nisu usle u reproduktivnu fazu, odnosno dok su bile u fenofazi
listanja. U svakom uzorkovanju sakupljani su svi listovi sa jedne biljke a iz svake grupe uzimana
su po tri ponavljanja (jedna biljka kao jedno ponavljanje). Svaki uzorak je podijeljen na vise
dijelova rasporedenih za razliCitu vrstu analize. Za proteinske ekstrakcije uzorci su odmah
potopljeni u tecni azot, za odredivanje relativnog sadrzaja vode uzorci su pakovani u plasticne
kese, dok su dijelovi uzoraka predvideni za suSenje i analizu sadrzaja hemijskih elemenata
pakovani u papirne kese. Svi uzorci su proslijedeni odmah nakon uzimanja u laboratoriju na

analize.

Slika 19. Uzorkovanje biljaka paradajza u stakleniku tokom preliminarnog eksperimenta: A) Mjerenje

intenziteta fotosinteze u listovima; B) Priprema uzoraka za transport u laboratoriju, (Original).

4.4. ANALIZE UZORKOVANIH BILJAKA
4.41. MorfoloSke analize

Morfoloske analize biljaka paradajza (u obe godine istrazivanja) obavljene su u prvom

uzorkovanju (nulti dan) te nakon 28. dana, a ukljucile su mjerenje visine izdanka biljaka i broja

60



formiranih slozenih listova po biljci. Za ove analize koristena je BBCH kodiraju¢a skala za

fenofazu biljaka (16 606* za prvo uzorkovanje i 63 603* za drugo uzorkovanje).

Morfoloske analize biljaka kukuruza obavljene su u sve tri tacke uzorkovanja (nulti dan, 42. dan i

48. dan), a izvrSeno je mjerenje visine izdanka biljaka.
4.4.2. Anatomske analize

Za anatomske analize koristeni su listovi biljaka paradajza iz preliminarnog eksperimenta
(nulti dan i 28. dan) te iz eksperimenta iz druge godine istrazivanja (nulti dan, 15. dan i 28. dan).
Uzorci su najprije potopljeni u rastvor za fiksaciju FAA (formaldehid-siréetna kiselina-etanol) a
potom je izvrSena njihova dehidratacija serijom rastvora etanola rastu¢e koncentracije (Sass,
1951). Nakon toga uzorci su ukalupljeni u parafinske blokove, a potom su napravljeni presjeci
tkiva debljine 10 pum na rotacionom mikrotomu. Uzorci su obojeni 1% floroglucinolom a potom
fotografisani i analizirani pod svjetlosnim mikroskopom (Leica DM500 stereomicroscope) koji je
opremljen sa digitalnom kamerom Leica EC3 i softverom za histoloSke analize (Leica Acquire
software). Odredivani su sljede¢i parametri: debljina abaksijalnog 1 adaksijalnog epidermisa,
debljina palisadnog i sunderastog mezofila, dijametar provodnog snopiéa te dijametri zona ksilema

i floema. Svaki uzorak je analiziran u 10 vidnih polja a rezultati su izrazeni u pm.
4.4.3. Analiza stoma

Za ovu analizu koriSteni su listovi biljaka paradajza iz oba eksperimenta a uzorci su uzeti
u svim tackama uzorkovanja. Otisci stoma uzimani su sa nalicja listova (abaksijalni epidermis)
prethodno premazanih bezbojnim lakom za nokte i osusenim na vazduhu 15 minuta (Petrovié i
Strbac, 1996). Nakon toga otisci su uzimani trakicama bezbojnog selotejpa a potom su preneseni
na mikroskopska stakla. Analize su obavljene koristec¢i iste mikroskopske tehnike i softver koji su
koristeni i za anatomske analize listova a odredivani su sljedeéi parametri: broj stoma/mm?, duzina
i §irina stominog aparata, duZina i irina stominog otvora. Sirina stominog aparata je mjerena kao
udaljenost izmedu boc¢nih spoljasnjih zidova ¢elija zatvaracica, dok je duZina stominog aparata
mjerena kao udaljenost izmedu gornjih zidova celija zatvaracica. Sirina stominog otvora je
mjerena kao udaljenost izmedu unutrasnjih zidova ¢elija zatvaracica a duzina kao udaljenost
izmedu gornje 1 donje ivice na mjestu spajanja c¢elija zatvaracica koje formiraju poru stominog

otvora. Svaki parametar po uzorku analiziran je u 10 vidnih polja, a rezultati su izrazeni u um.
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4.44. Odredivanje relativnog sadrzaja vode i svjezZe i suve mase listova

U listovima biljaka paradajza (iz oba eksperimenta) i kukuruza prilikom svakom
uzorkovanja odreden je relativni sadrzaj vode modifikovanom metodom koju su opisali
Barrs i Weatherley (1962). Prvo je mjerena svjeza masa (na analitickoj vagi KERN ASL 220- 4
N). Potom su listovi stavljeni na vatu natopljenu destilovanom vodom i tako drzani u frizideru na
4° C u trajanju od 24 h da bi se mogla izmjeriti turgidna masa. Suva masa je izmjerena nakon
suSenja listova na 95 °C u trajanju od 24 h. Dijeljenjem svjeZze i suve mase se dobio njihov odnos

a za izraCunavanje relativnog sadrzaja vode je koriStena formula:

Relativni sadrzaj vode = 100 X [(Svjeza masa — Suva masa) / (turgidna masa — suva masa)]
Rezultati relativnog sadrZaja vode su izraZeni u %, a odnos svjeZe prema suvoj masi kao g g,
4.4.5. Odredivanje fotosinteticke aktivnosti i intenziteta transpiracije

Aparat za mjerenje protoka gasova (portable photosynthesis system, LCi-SD, Leaf
Chamber Analysis System, ADC Bio Scientific Ltd., Hoddsdon, UK) koji posjeduje mjernu
komoru povrsine 6,25 cm?, povezanu sa izvorom svijetla (fotosinteticki aktivna radijacija-PAR=
1016 + 6 mol m? s) koristen je za odredivanje fotosinteticke aktivnosti listova (A) i intenziteta
transpiracije (E). Analize su radene u listovima paradajza (oba eksperimenta, tokom svakog
uzorkovanja). Fotosinteti¢ka aktivnost je odredena na osnovu sadrzaja asimiliovanog ugljenika
odnosno CO>i izrazena je kao pmol CO, m? s, dok je intenzitet transpiracije odreden na osnovu

protoka izmjerene koli¢ine vode kroz stomine otvore i izrazen kao mmol H,O m2 s,
4.4.6. Odredivanje koncentracije fotosintetickih pigmenata

Odredivanje koncentracije hlorofila i karotenoida radeno je u listovima paradajza (oba
eksperimenta, u svakom uzorkovanju). Uzimano je po 0,5 g biljnog tkiva, koje je potom
homogenizovano u avanu sa 5 mL 100% acetona a homogenat je potom profiltriran kroz filter
papir u normalni sud od 25 mL. Nakon razblazenja do 25 mL u normalnom sudu, mjerene su
apsorbance na 662, 644 i 440 nm uz aceton kao slijepu probu na spektrofotometru UV-1800 UV-
Vis SHIMADZU. Za proracun su koristene formule Holma (1954) i Von Wetstteina (1957) da bi
se dobile vrijednosti koncentracija u mg/mL:

hlorofil a = 9,784 x Ass2— 0,990 X Asas

hlorofil b = 21,426 X Agas— 4,650 X Ass2
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karotenoidi = 4,695 x A4 — 0,268 (a+ b)

Za preracunavanje koncentracije u mg/g svjeze mase koristena je formula:

¢ (mg/g) = (c (mg/mL) x V x R/ m) x 1000
pri ¢emu je:
V- (zapremina ekstrakta),
R- razblazenje
m-masa uzorka
1000-faktor za prevodenje u mg
4.4.7. Ekstrakcija proteina za analizu aktivnosti antioksidativnih enzima i elektroforezu

Proteinske ekstrakcije izvrSene su iz listova biljaka paradajza (oba eksperimenta) i
kukuruza nakon svakog uzorkovanja. Uzorci biljnog tkiva (0,5 g) su spraseni u te¢nom azotu do
praha uz pomoc¢ tucka i avana, a zatim homogenizovani sa 4 mL ekstrakcionog pufera. Koristen je
0,1 M Na-fosfatni pufer pH 6,4 koji je sadrzavao 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid, 0,2% deterdZent
TWEEN 20 i 5% polivinilpirolidon. Homogenat je centrifugiran 10 minuta na 10000 rpm na
temperaturi od 4 °C. Odvojen je supernatant koji je koristen za analizu aktivnosti peroksidaza
Klase 111 i katalaze te za nativnu i SDS elektroforezu. Za ekstrakciju askorbat peroksidaze koristen
je 1 g biljnog tkiva koje je homogenizovano sa 5 mL 90 mM Na-fosfatnog pufera pH 7,8 koji je
sadrzavao 8% glicerol, | mM EDTA (etilen diamin tetrasir¢etna kiselina), 5 mM askorbat i 5%
polivinilpirolidon. Homogenat je centrifugiran 15 minuta na 13000 rpm na 4 °C, a za analizu je
potom odvojen supernatant.

4.4.8. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Koncentracija ukupnih proteina odredena je prema metodi koju su opisali Lowry i saradnici
(1951), koriste¢i govedi serum albumin (BSA) kao standard. U reakciji peptidnih veza i bakarnih
jona u alkalnoj sredini nastaje kompleks koji uz oksido-redukcionu reakciju fosfomolibdensko-
fosfovolframovog reagensa sa tirozinom daju postojanu boju ¢ija se apsorbaca mjeri na 550 nm.
U reakciji za analizu sadrZaja ukupnih proteina koriSteno je 200 uL uzorka i 3 mL rastvora
pripremljenog mijesanjem: 1) 2% Na>COz u 0,1 M NaOH; 2) 1% CuSOg; 3) 2 % K-Na tartarata,
u omjeru 98:1:1. Nakon inkubacije u trajanju od 15 minuta dodato je 0,6 mL Folin-Ciocalteu
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reagensa (razblazenog destilovanom vodom u omjeru 1:3) i uzorci su inkubirani narednih 30
minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Za mjerenje je koristen spektrofotometar UV-1800 UV-vis
SHIMADZU. Na osnovu dobijenih apsorbanci preracunata je koncentracija proteina (mg/mL) iz
jednagine kalibracione krive za BSA (y =0.617 X + 0.046, R?=0.9922).

4.4.9. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti peroksidaza Klase 111

Peroksidazna aktivnost je odredena modifikovanom metodom koju su opisali Teisseire i
Guy, (2000). Peroksidaze katalizuju oksidaciju pirogalola do purpurogalina u prisustvu vodonik
peroksida (H203), pri ¢emu se prati prosjecno povecanje apsorbance na 430 nm u toku jednog
minuta (talasna duzina koja odgovara nastanku proizvoda oksidacije pirogalol-purpurogalin, €430
= 12 mM? cm?). Reakciona smjesa u staklenoj kiveti (3 mL) je sadrzavala 50 pL uzorka
(proteinskog ekstrakta), 10 mM pirogalol i 3 mM H202 u 0,1 M Na-fosfathom puferu pH 6,4

zagrijanom na 37 °C. Aktivnost peroksidaza je izrazena kao pmol mg™ proteina min™,
4.4.10. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti katalaze

Katalazna aktivnost odredena je metodom koju je opisao Aebi (1984). Reakciona smjesa u
kvarnoj kiveti (3 mL) je sadrzavala 100 pL uzorka (proteinskog ekstrakta) i 0,03% H2O2u 0,1 M
Na-fosfatnom puferu pH 6,8 zagrijanom na 37 °C, pri ¢emu je prateno prosje¢no smanjenje
apsorbance u toku jednog minuta na 240 nm. Katalazna aktivnost je preracunata na osnovu
koncentracije proteina, promjene apsorbance i molarnog ekstinkcionog koeficijenta za H202 na

240 nm (e240 = 43.1 mM™ cm™) i izrazena kao umol mg™ proteina min™.
4.4.11. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze

Aktivnost askorbat peroksidaze je odredena modifikovanom metodom koju su opisali
Nakano i Asada (1981). Reakciona smjesa u kvarcnoj kiveti (3 mL) je sadrzavala 50 puL uzorka
(proteinskog ekstrakta) te 0,5 mM askorbat i 0,1 mM H>O2 u 50 mM Na-fosfathom puferu pH 7,
zagrijanom na 37 °C. Pri tom je praceno prosje¢no smanjenje apsorbance na 290 nm u toku jednog
minuta. Na osnovu promjene apsorbance, koncentracije proteina i molarnog ekstinkcionog
koeficijenta (g200 = 2.8 mM™ cm™) preracunata je APX aktivnosti i izrazena kao pumol mg™

proteina min.
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4.4.12. Nativna elektroforeza

Tehnika nativne poliakrilamidne gel elektroforeze (PAGE) koriStena je za razdvajanje i
analizu enzimskih izoformi peroksidaza Klase 111 i superoksid dismutaza iz proteinskih frakcija
uzoraka paradajza (iz oba eksperimenta). Iz proteinskih frakcija dobijenih iz listova kukuruza ova
tehnika je koriStena za iste analize, kao 1 za razdvajanje katalaznih izoformi. Za odredivanje
enzimske aktivnosti elektroforetskim metodama potrebno je ocuvati proteine u nativnoj
konformaciji, odnosno ne izazivati njihovu denaturaciju u uzorcima. Zbog toga se takva metoda
naziva nativna elektroforeza. Diskontinuirana PAGE je uradena koriStenjem 10% gela za
razdvajanje izoformi SOD i POD Klase 111 i 8% gela za razdvajanje CAT izoformi te 5% gela za

koncentrovanje. Gelovi su pripremljeni na sljedeéi nacin:
Gel za koncentrovanje 5% (5 mL)

0,5M Tris pH 6,8 - 0,63 mL
Akrilamid/metilenbisakrilamid 30% - 0,83 mL
Destilovana voda - 3,4 mL

Amonijum persulfat (APS) 10% -50 puL

Tetra metilen diamin (TEMED)- 5 uL

Gel za razdvajanje 10% (10 mL)

1,5 M Tris pH 8,8- 0,63 mL
Akrilamid/metilenbisakrilamid 30%- 3,3 mL
Destilovana voda- 4 mL

APS- 100 pL

TEMED- 5 puL

Gel za razdvajanje 8% (10 mL)

1,5M Tris pH 8,8- 2,5 mL
Akrilamid/metilenbisakrilamid 30%- 2,7 mL

Destilovana voda- 4,6 mL
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APS- 100 pL

TEMED- 6 uL

Pufer za elektroforezu je sadrzavao 0,025M Tris i 0,192 M glicin pH 8,3.
Priprema uzoraka:

Pomijesano je 100 uL uzorka (proteinska frakcija) sa 50 puL pufera za uzorke (10% glicerol, 50
mM Tris pH 6,8, 0,1% bromfenol plavo.) Na osnovu koncentracije proteina u uzorcima izrazene
kao mg/mL preracunate su zapremine svih uzoraka koje treba nanijeti da bi u bunar¢i¢ima bilo po

15 pg proteina.

Nakon nanoSenja uzoraka na gelove, na aparatu za elektroforezu (BIO-RAD Mini-PROTEAN®
TGX™ Tetra Vertical Electrophoresis Cell ) podesena je jacina elekti¢ne struje od 18 mA i napon
od 100 V, a kad su uzorci presli u gel za razdvajanje, napon je povecan do 160 V do kraja trajanja

elektroforeze.
Specificno bojenje peroksidaze Klase 11l

Nakon elektroforeze gelovi su inkubirani u rastvoru koji je sadrzavao: 0,01% 4-hloro-a-naftol
(rastvoren u metanolu-5 mL) i 0,03% H»O: rastvorene u 0,1 M Na-fosfatnom puferu pH 6,4 (45
mL). Nakon 10 minuta peroksidazne izoforme su detektovane kao ljubicaste trake na providnom

gelu.
Specificno bojenje superoksid dismutaze

Gelovi su 30 minuta inkubirani u mraku, u rastvoru koji je sadrzavao 0,02% NBT (nitroblue
tetrasolium), 0,004% riboflavin, 0,004% TEMED i 2 mM EDTA u 0,1 M Tris puferu pH 7,8.
Nakon toga, gelovi su isprani destilovanom vodom i osvjetljeni od UV svjetlom a SOD izoforme

su detektovane kao bijele trake na ljubi¢astom gelu.
Specificno bojenje katalaze

Gelovi su prvo inkubirani 5 minuta u 0,003% H20-, potom su isprani u destilovanoj vodi, a nakon
toga su potopljeni u rastvor koji je sadrzavao 1% kalijum heksacijanoferat K3[Fe(CN)e] 1 1% feri

hlorid (FeClz). Katalazne izoforme su detektovane kao Zute trake na zelenom gelu.

Nakon zavrSenog bojenja, svi gelovi su skenirani, a potom je izvrSena kvalitativna analiza

enzimskih izoformi POD, SOD i CAT odredivanjem Rf vrijednosti svih detektovanih traka na
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gelu. Za SOD izoforme izvrSena je 1 kvantitativna analiza njihovog sadrzaja metodom
denzitometrije uz pomo¢ softverskog programa TotalLab (ImageMaster TotalLab TL 120
software, Nonlinear Dynamics Ltd., Durham, USA). Sadrzaj SOD po uzorku je dobijen zbirom

iznosa svih izoformi u jednom uzorku a predstavljen je kao relativna jedinica-U.

4.4.13. Odredivanje molekulske mase peroksidaznih izoformi modifikovanom SDS

elektroforezom

Za peroksidazne izoforme uradena je dodatna karakterizacija modifikovanom SDS-PAGE
radi odredivanja njihovih molekulskih masa u nativnoj konformaciji, prema metodi koju su opisali
Meisrimler i saradnici (2014). Koristen je 12% gel za razdvajanje i 5% gel za koncentrovanje.
Udio SDS-aiznosio je 0,1% (w/v) u svim rastvorima i gelovima. Uzorci su pripremani na isti na¢in
kao i za nativnu PAGE, s tim da je jedina razlika bila dodatak SDS-a (0,1%) u pufer za uzorke.
Nakon zavrSetka elektroforeze, gelovi su inkubirani u rastvoru koji je sadrzavao: 1 mM 3,3-
diaminobenzidin (DAB) i 0,03% H202 u 0,1M Na-fosfatnom puferu pH 6,4. Nakon 15 minuta
POD izoforme su detektovane kao plavo-zelene trake na providnom gelu. Molekulske mase
razdvojenih POD izoformi su odredene poredenjem sa proteinima poznatih molekulskih masa iz
koriStenog standarda (Dual Colour, Bio-Rad, Njemacka, opsega molekulskih masa 10-240 kDa).
Standardna kriva je napravljena kao zavisnost logaritma molekulskih masa standarda od Rf

vrijednosti, a iz dobijene jednacine odredivane su molekulske mase POD izoformi u uzorcima.
4.4.14. SDS elektroforeza

SDS-PAGE je kori$tena za razdvajanje proteina na osnovu molekulskih masa, a uradena
je po metodi koju je opisao Laemmli (1970). KoriSteni su 5% gel za koncentrovanje i 12% gel za

razdvajanje pripremljeni prema sljedecoj proceduri:
Gel za koncentrovanje 5% (5 mL)

0,5M Tris pH 6,8 - 0,63 mL
Akrilamid/metilenbisakrilamid 30% - 0,83 mL
Destilovana voda - 3,4 mL

SDS (10%)- 50 uL

Amonijum persulfat (APS) 10% -50 uL
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Tetra metilen diamin (TEMED)- 5 uL

Gel za razdvajanje 10% (10 mL)

2,5 M Tris pH 8,8- 0,63 mL
Akrilamid/metilenbisakrilamid 30%- 4 mL
Destilovana voda- 3,3 mL

SDS (10%)- 100 pL

APS- 100 uL

TEMED- 4 uL

Pufer za elektroforezu je sadrzavao 0,025M Tris i 0,192 M glicin pH 8,3. Uzorci su pomijeSani u
omjeru 1:2 sa puferom za uzorke (0,05 M Tris pH 6,8, 2% SDS, 0,1 M ditiotreitol-DTT, 10%
glicerol, 0,001% bromfenol plavo) i kuvani 15 minuta na 100 °C. Naneseno je po 15 pg proteina
iz svakog uzorka a pomocu elektroda gelovi su povezani sa elektri¢nim napajanjem, pri ¢emu je
napon podesen na 100 V do prelaska uzoraka u gel za razdvajanje, a potom na 150 V. Nakon
zavrSetka, gelovi su inkubirani 24 h u rastvoru za bojenje (0,1% CBB-coomassie brilliant blue,
50% metanol 1 10% sircetna kiselina), a potom obezbojavani u rastvoru koji je sadrzavao 50%
metanol 1 7% sir¢etnu kiselinu. Razdvojeni proteini su detektovani kao plave trake na providnom
gelu. Molekulske mase proteina odredene su na osnovu standardne krive dobijene za proteinski
marker (Fischer BioReagents, opsega 20-118 kDa), ¢ija je jednacina pravca predstavljena kao
zavisnost log Mr od Rf vrijednosti. Nakon odredivanja molekulskih masa, dodatno je metodom
denzitometrije uz pomoc¢ softverskog programa TotalLab izvrSena kvantifikacija sadrZaja proteina
sa molekulskom masom od 55 kDa, koja je predstavljena kao sadrzaj enzima Rubisco. Analiza
elektroforegrama dobijenih iz proteinskih frakcija izolovanih iz biljaka kukuruza su pored sadrzaja

Rubisco-a ukljucili i kvantifikaciju sadrzaja proteina sa malim molekulskim masama (22, 18, 16 i
14 kDa).

4.4.15. Odredivanje koncentracije redukovanog i oksidovanog askorbata

Sadrzaj redukovanog askorbata (AA) i dehidroaskorbata (DHA) odredeni su u listovima
biljaka paradajza iz preliminarnog eksperimenta, modifikovanom spektrofotometrijskom

metodom koju su opisali Kukavica i Veljovi¢-Jovanovi¢ (2004). Biljno tkivo (2 g) je spraSeno u
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teCnom azotu pomocu tucka i avana, a zatim homogenizovano sa 2 mL 5% perhlorne kiseline.
Homogenat je centrifugiran 15 minuta na 13000 rpm na 4 °C i za analize je odvojen supernatant.
Za odredivanje koncentracije redukovanog askorbata, 100 uL. dobijenog supernatanta je dodavano
u reakcionu smjesu u kvarcnoj kiveti (3 mL) koja je sadrzavala 0,3 M Na-fosfatni pufer pH 7,6 i
jednu jedinicu (1 U) askorbat oksidaze (pre¢is¢eno standardno jedinjenje). Pri tom je pra¢eno
smanjenje apsorbance na 262 nm tokom jednog minuta (s262 = 14.3 mM* cm™). Mjerenje
koncentracije ukupnog askorbata odredeno je praéenjem porasta apsorbance u 1 minuti na 262 nm
u reakcionoj smjesi kvarcne kivete (3 mL), koja je sadrzavala 0,007 mM DTT u 0,15 M Na-
fosfatnom puferu pH 7,6 i 100 pL ekstrakta uzorka. Dehidroaskorbat je izraCunat iz razlike

ukupnog i redukovanog askorbata, a oba oblika su izrazena kao umol g svjeZe mase.
4.4.16. Odredivanje koncentracije fenola

Uzorkovani listovi paradajza (iz oba eksperimenta) i kukuruza osuSeni su na sobnoj
temperaturi i samljeveni u prah pomoc¢u elektricnog mlina za mljevenje. Za ekstrakciju je
odmjeravano 0,1 g uzorka i homogenizovano tuckom u avanu sa 3 mL metanola koji je zakiSeljen
sa 0,1% HCI (krajnja koncentracija). Smjesa je inkubirana 50 minuta na ledu u tamnom, a potom
centrifugirana 15 minuta na 10000 rpm na 4 °C. Odvojen je supernatant (600 puL) i pomije$an sa
400 pL destilovane vode i 600 pL hloroforma te inkubiran 45 minuta na ledu u tamnom, uz
povremeno mijeSanje (svakih 5 minuta). Nakon toga uzorci su ponovo centrifugirani 15 minuta na
10000 rpm na 4 °C i pokupljen je supernatant za analize. Koncentracija ukupnih fenola odredena
je spektrofotometrijskom metodom koju su opisali Singleton i Rosi (1965). U reakcionu smjesu u
epruvete pomijesano je 100 pL uzorka, 450 pL Folin-Ciocalteu reagensa (razblazenog sa
destilovanom vodom u omjeru 1:3) te 450 pl 1 M rastvora NaoCOz. Ovako pripremljen uzorak za
analizu se nakon mijesanja inkubirao u mraku 30 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije
izvrSeno je spektrofotometrijsko ocitanje absorbance razvijenog plavog obojenja na 765 nm, uz
metanol kao slijepu probu. Ukupni fenoli su kvantifikovani na osnovu jednaine pravca
kalibracione krive za galnu kiselinu (y = 0,003 X —0,0226; R? = 0,9975) i izraZeni kao ekvivalent

galne kiseline po gramu suve mase (mg GAE g suve mase).
4.4.17. LC-MS/MS odredivanje odabranih fenolnih jedinjenja

Kvantifikacija fenolnih jedinjenja u ekstraktima listova paradajza (preliminarni

eksperiment) uradena je primjenom LC-MS-MS tehnike. Koristen je Agilent Technologies 1200
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Series Rapid Resolution te¢ni hromatograf, kuplovan sa G6410A QqQ MS-MS detektorom sa
elektrosprej jonskim izvorom (ESI), kontrolisan od strane MassHunter ver. B.03.01. softvera
(Agilent Technologies). Za hromatografsko razdvajanje koristena je Zorbax Eclipse XDB-C18 RR
4,6 mm x 50 mm x 1,8 um (Agilent Technologies) reverzo-fazna kolona pri temperaturi od 45 °C.
Binarna mobilna faza sastojala se od 0,05% mravlje kiseline (A) i metanola (B), a protok je iznosio
1 mL/min. Primjenjen je gradijentni mod, koji je podrazumjevao sljedeé¢i odnos faza: 0 minuta
30% B, 6 minuta 70% B, 9 minuta 100% B, 12 minuta 100% B, sa vremenom reekvilibracije od 3
minuta. Injektovana zapremina svih uzoraka bila je 5 uL. ESI parametri bili su: gas za susenje
(N2) temperatura 350 °C, protok 9 L/min, pritisak gasa nebulajzera 40 psi, napon na kapilari 4 kV,
negativan polaritet. Jedinjenja su pra¢ena u dinami¢kom MRM (multiple reactions monitoring)
modu. Ostali optimizovani parametri dati su u Tabeli 1. Kalibracioni standardi koncentracija
0,0015 pg/mL do 25,0 pg/mL pripremljeni su sekvencijalnim razblazivanjem (1:1) osnovnog
miksa koncentracije 100 pg/mL smjesom metanol-voda (3:7).

Tabelal. LC-MS/MS parametri za kvantifikaciju standardnih fenolnih jedinjenja
Jedinjenje Retenciono Napon Jon Jon Koliziona
vrijeme (min) fragmentora prekurzor | proizvod energija
V) m/z m/z V)
Galna kiselina 0,58 90 169 125 10
p-hidroksibenzoeva Kiselina 1,08 80 137 93 10
Kafi¢na Kiselina 1,18 100 179 135 10
p-kumariéna Kiselina 1,69 90 163 119 9
Feruli¢na Kiselina 1,90 90 193 134 11
Rutin 2,33 135 609 300 42
Kvercetin 3,74 130 301 151 15
Naringenin 3,87 130 271 151 16
Kaemferol 4,55 130 285 285 0
Apigenin 4,71 130 269 117 25

4.4.18. Odredivanje sadrZaja metala u listovima biljaka

Kwvalititivna analiza i kvantifikacija odabranih hemijskih elemenata izvrSena je u uzorcima
listova kukuruza metodom plamene atomske apsorpcione spektrofotometrije na aparatu Shimadzu
7000 AA, a prema uputama sadrzanim u metodi ISO 11047. Prethodna ekstrakcija teskih metala
iz biljnog materijala uradena je uz koriStenje azotne 1 sumporne kiseline kiseline prema metodi
koju su opisali Lisjak i saradnic (2009). U normalne sudove zapremine 100 mL odvagano je 0,5 g
suvog sprasenog biljnog tkiva, a potom je pazljivo dodato 5 mL HNO3z i 2 mL H2SOas. Pripremljen
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rastvor ostavljen je 6 sati na sobnoj temperaturi, a zatim je zagrijavan na reSou do momenta dok
se biljni materijal u potpunosti nije razgradio (otprilike pola sata). Nakon hladenja rastvor je
filtriran kroz filter papir (plava traka) u normalni sud od 50 mL i nadopunjen sa bidestilovanom
vodom do oznake. Koncentracije metala u pripremljenim rastvorima uzoraka biljnog materijala su
potom ocitane na atomskom apsorpcionom spektrofotometru Shimadzu 7000 AA koji posjeduje
softverski program koji direktno ocitava rezultate na osnovu jednacine kalibracione krive dobijene

za svaki ispitivani element.
4.4.19. Statisticka obrada podataka

Rezultati svih analiza predstavljeni su kao rezultat tri ponavljanja + standardna devijacija
(SD). Statisticka obrada dobijenih rezultata uradena je u programu OriginPro 8, a razlike izmedu
prosjecnih vrijednosti rezultata utvrdene su analizom varijanse (One-Way ANOVA), a za procjenu

statistiCke znacajnosti koriSten je Tukey test na nivou znacajnosti 5 % (p< 0.05).
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5. REZULTATI
5.1. FIZICKO-HEMIJSKE OSOBINE ZEOLITA

U pripremljenom rastvoru nakon hemijske digestije zeolita, izvrSena je kvantifikacija i
karakterizacija njegovog hemijskog sastava na atomskom apsorpcionom spektrofotometru a
dobijeni rezultati su predstavljeni u Tabeli 2. Hemijski sastav analiziranog zeolita ukazuje da on
ne odstupa mnogo od uobicajene strukture zeolita u kojoj su dominantni SiO2 i Al,O3 te da su
potencijalni supstituenti za izmjenu katjona K, Ca i Mg. Utvrdene su i primjese teskih metala, pri
¢emu je detektovano najvise Fe, a potom Mn, Zn, Cu i Ni, dok su Pb, Co i Cd utvrdeni samo u
tragovima. Rezultati dobijeni mjerenjem specifiéne povrsine i ukupnog kapaciteta jonske izmjene
predstavljeni su u Tabeli 3. Izmjerene pH vrijednosti suspenzije zeolita predstavljene su takode u
Tabeli 3. S obzirom da je pH destilovane vode prije dodatka zeolita iznosio 5,8 moze se uociti
nagli porast pH vrijednosti nakon dodatka zeolita ve¢ u prvih 15 minuta kad je izmjerena vrijedost
iznosila 8,2. Nakon toga uoceno je postepeno opadanje pH vrijednosti tokom sljedec¢ih sat vremena
do 7,35, da bi se takva vrijednost zadrzala i nakon drugog sata. Prac¢enje pH vrijednosti je
nastavljeno i tokom sljedeca dva dana a nakon 48 h uoceno je da se pH vrijednost suspenzije

zeolita vrlo malo izmijenila jer je izmjerena vrijednost 7,3.

Tabela 2. Hemijski sastav zeolita analiziran atomskom apsorpcionom spektrometrijom (sadrzaj metala) i

rendgenskom fluorescentnom spektrometrijom (sadrzaj metalnih oksida).

SadrzZaj metala (ppm) Sadrzaj
metalnih oksida
(maseni udio %)

K Ca Mg Fe Mn Zn Cu | Ni | Pb | Co | Cd | AlOs SiO2

4957,95 | 3094,87 | 1382,09 | 1236,90 | 178,92 | 33,60 | 6,67 | 2,79 | 0,25 | 0,23 | 0,05 | 10,92 | 69,59
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Tabela 3. Fizicko-hemijske osobine zeolita analizirane BET metodom (specifiéna povr$ina), titracijom metilen

plavim (kapacitet izmjene katjona) i pH vrijednost

Specifi¢na Kapacitet izmjene pH suspenzije
povrsina katjona
(m2g) (mmol M*/100 g) 15' 30' 60' 90' 120' 6h | 24h | 48h

61 347 825 | 783 | 745 | 735 | 7,35 730 | 7,30 | 7,30

5.2. PRELIMINARNI EKSPERIMENT NA BILIKAMA PARADAJZA

Za preliminarni eksperiment biljke paradajza su bile podvrgnute uticaju su$e u trajanju od 28
dana, pri ¢emu je u supstrat dodato 20% zeolita. Sadnice su bile podijeljene u Cetiri grupe: 1) grupa
kontrola (K) koja je tokom eksperimenta navodnjavana optimalnom koli¢inom vode pri ¢emu u
susptrat nije dodat zeolit; 2) grupa kontrola i zeolit (KZ) koja je takode tokom eksperimenta
navodnjavana optimalnom koli¢inom vode, ali je u supstrat dodat zeolit; 3) grupa susa (S) su biljke
koje nisu dobijale vodu tokom eksperimentalnog perioda pri ¢emu u supstrat nije dodat zeolit i 4)
grupa susa i zeolit (SZ) su biljke koje nisu dobijale vodu tokom eksperimentalnog perioda ali je u
supstrat dodat zeolit. Za morfo-anatomske analize uzorkovanje i mjerenje je obavljeno na pocetku
eksperimentalnog perioda (dan 0) i na kraju eksperimentalnog perioda, 28. dana. Uzorkovanje
biljaka za fizioloSke analize i mjerenje parametara antioksidativnog metabolizma obavljeno je

Cetiri puta: Dan 0, kao i nakon 15., 21. i 28. dana.
5.2.1. Morfo-anatomske analize
Morfoloski parametri

Tokom cijelog eksperimenta vrSena je observacija svih biljaka u cilju pracenja simptoma
uvenuca 1 promjena na listovima koje bi ukazale na pojavu vodnog deficita. Kod svih biljaka koje
su imale zadovoljavaju¢i vodni rezim, nezavisno od toga jesu li imale zeolit u supstratu (grupe K
I KZ), nisu uocene nikakve promjene koje bi ukazivale na vodni stres. S druge strane kod biljaka
kojima je uskracena voda (grupe S i SZ) uocCen je gubitak turgora u trecoj sedmici (nakon 21.
dana). Do kraja Cetvrte sedmice eksperimenta simptomi suSe su postali intenzivniji, pa je kod

listova osim gubitka turgora uoceno i uvijanje te umjerena pojava hloroze. Ono §to je interesantno
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je da su, na kraju posljednje sedmice, simptomi vodnog deficita bili uocljiviji kod biljaka koje su
imale zeolit u supstratu (grupa SZ) u odnosu na one koje su tretirane suSom u obi¢nom supstratu
(grupa S). Biljke iz svih eksperimentalnih grupa uzorkovanih nakon 28 dana predstavljene su na
slici 20.

Slika 20. Morfolgija biljaka paradajza (Solanum lycopersicum) na zavrSetku eksperimentalnog perioda

(nakon 28 dana): K- grupa kontrola; KZ- grupa kontrola i zeolit; S- grupa susa; SZ- grupa susa i zeolit.

A) B)
g 0] 7 R
£ 2 /
.
Dan 0 ' I ' Dan 28 Dan 0 I I ‘ Dan 28

Slika 21. Duzina izdanka (A) i broj listova po biljci (B) kod paradajza (Solanum lycopersicum) tokom
eksperimentalnog perioda od 28 dana: K- grupa kontrola; KZ-grupa kontrola i zeolit; S-grupa susa; SZ-
grupa susa i zeolit. Razli¢ita mala slova a, b oznac¢avaju statisticki znac¢ajnu razliku izmedu testiranih grupa
u istom periodu, dok simbol * oznacava statisticki znacajnu razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na

prethodni period uzorkovanja (p < 0,05).

Tokom trajanja eksperimenta u vremenu od 28 dana biljke iz svih tretiranih grupa su znacajno
povecale duzinu izdanka u odnosu na prvi dan. Ipak, porast izdanka tokom eksperimenta je bio

znacajno veci kod biljaka iz kontrolnih grupa (K i KZ) u odnosu na biljke pod uticajem suse (grupe
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S 1 SZ). Tako je tokom eksperimentalnog perioda izdanak povecan u prosjeku za 58% kod
kontrolnih grupa, dok je tokom istog vremena povecéanje izdanka kod biljaka u uslovima suse u
prosjeku iznosilo 40% (Slika 21, sekcija A). Susa je takode usporila formiranje novih listova kod
biljaka, tako da je tokom eksperimentalnog perioda prosjecan broj listova po biljci bio povecan u
prosjeku za 32% kod kontrolnih grupa (K i KZ), dok kod biljaka iz grupa S i SZ nije uo¢eno

znacajno povecanje u odnosu na prvi dan (Slika 21, sekcija B).
Anatomske analize

U Tabeli 4. predstavljeni su rezultati anatomskih analiza u strukturi listova paradajza.
Uoceno je da je tokom eksperimentalnog perioda od 28 dana debljina adaksijalnog epidermisa
povecana kod kontrolnih grupa (K 1 KZ) dok je usljed suSe kod biljaka iz grupa S 1 SZ ovaj ¢elijski
sloj bio zna¢ajno smanjen nakon istog perioda. S druge strane, sloj abaksijalnog epidermisa je kod
biljaka iz sve Cetiri grupe imao manju debljinu u odnosu na vrijednosti izmjerene na pocetku
eksperimenta (dan 0), s tim da je uticaj suse intenzivirao ovo smanjenje kod biljaka iz grupa S i
SZ, pa su kod njih vrijednosti ovog parametra bile zna¢ajno manje u odnosu na kontrolne grupe.
Promjer palisadnog mezofila se tokom eksperimentalnog perioda znac¢ajno povecao kod kontrolnih
grupa biljaka (kod grupe K za 6,5 % i kod grupe KZ za 9,5%), dok kod biljaka koje su bile pod
uticajem suSe (grupe S 1 SZ) nije uoCena znacajna promjena u vrijednostima ovog parametra.
Poredenjem debljine palisadnog mezofila medu svim testiranim grupama biljaka uzorkovanih na
kraju eksperimenta (dan 28) najveca vrijednost ovog parametra uocena je kod grupe KZ, dok su
biljke iz grupa S i SZ imale najmanje vrijednosti istog parametra. Kad je u pitanju debljina
sunderastog mezofila, uoceno je da su tokom eksperimentalnog perioda samo biljke iz grupe KZ
povecale ovaj sloj ¢elija u odnosu na pocetno stanje, dok kontrolne biljke bez zeolita u supstratu
(grupa K) nisu znacajno promijenile debljinu ovog sloja. Pod uticajem suse, kod biljaka iz grupa
S 1 SZ uoceno je znacajno smanjenje debljine sunderastog sloja ¢elija tokom eksperimentalnog
perioda. Poredenjem debljine sunderastog mezofila medu svim testiranim grupama biljaka
uzorkovanih u 28. danu uocen je sli¢an trend razlika kao kod mjerenja palisadnog mezofila:
najveca vrijednost zabiljeZena je kod grupe KZ, a potom kod grupe K, dok su grupe S i SZ imale
najmanji promjer ovog sloja ¢elija. Iako je uo¢eno da na strukture palisadnog i sunderastog sloja
uticu i susa i tretman sa zeolitom, odnos promjera ova dva mezofila ukazuje na to da je uticaj suse
bio dominantniji. Na to ukazuje ¢injenica da je odnos debljine palisadnog prema sunderastom

mezofilu znacajno povecan samo kod grupa na koje je uticala susa (grupe S 1 SZ), dok kod
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kontrolnih grupa (K i KZ) nije uoc¢ena ovakva promjena. U provodnom tkivu uocen je sli¢an trend
promjena pod uticajem suSe i tretmana sa zeolitom kao i u mezofilnim tkivima. Naime, tokom
eksperimentalnog perioda dijametar cijelog provodnog snopica (ukljucujuci ksilem i floem) se nije
znacajno promijenio kod kontrolne grupe biljaka (grupa K) dok je kod onih koje su imale zeolit u
supstratu (grupa KZ) on znacajno povecan. S druge strane, vrijednosti ovog parametra znacajno
su se smanjile pod uticajem suse nevezano za to da li je u supstratu bio prisutan zeolit, tako da je
na kraju eksperimentalnog perioda kod grupa S i SZ zabiljezena najmanji dijametar provodnog
snopi¢a u odnosu na ostale grupe. Kod kontrolnih grupa biljaka (K i KZ) zona ksilemskih
provodnih sudova znacajno se povecala tokom eksperimentalnog perioda dok kod biljaka
uzgajanih u uslovima suse nije uo¢ena zna¢ajna promjena u vrijednostima ovog parametra. Shodno
tome, zbog uticaja suse kod biljaka iz grupa S i SZ uocene su najmanje vrijednosti zone ksilema,
a najvece kod kontrolnih biljaka koje su imale zeolit u supstratu (grupa KZ). Dijametar zone
floemskih provodnih sudova se tokom eksperimentalnog perioda znac¢ajno povecao kod kontrolnih
grupa biljaka (K i KZ) dok je usljed uticaja suse uoceno smanjenje vrijednosti ovog parametra kod
grupa S i SZ. Primjeri poprecnih presjeka listova kod tretiranih biljaka paradajza predstavljeni su
na Slici 22.
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Tabela 4. Anatomska karakterizacija popre¢nog presjeka lista kod biljaka paradajza (K- kontrola, KZ- kontrola uz
zeolit, S- susa, SZ- susa uz zeolit) uzorkovanih na pocetku (dan 0) i na kraju (dan 28) eksperimentalnog perioda:
DAdE-debljina adaksiajalnog epidermisa, DPM-debljina palisadnog mezofila, DSM- debljina sunderastog
mezofila, DADE-debljina abaksijalnog epidermisa, DPM/DSM- odnos palisadnog prema sunderastom mezofilu,
DPS-dijametar provodnog snopi¢a, DZK-dijametar zone ksilema, DZF-dijametar zone floema. Sve veli¢ine su
izraZzene u pm kao srednja vrijednost od 10 mjerenja £ SD. Razli¢ita mala slova a, b, ¢ oznacavaju statisti¢ki
znadajnu razliku izmedu poredenih grupa biljaka u okviru istog vremenskog perioda uzorkovanja, a simbol *
oznalava statisti¢ki zna€ajnu razliku kod iste grupe biljaka u odnosu na prethodni period uzorkovanja (p < 0,05).

Vrijeme Dan0 Dan 28
uzorkovanja
Grupa K Kz S SZ K Kz S SZ
biljaka
DadE 15,20 + 15,37+ 1551+ 15,41 + 16,59 + 1591+ 14,66 + 14,24 +
1,85° 1,38° 1,352 1,65% 1,43" 1,18" 1,56 0,83"
DPM 6547+ 6956+ 63,14+ 66,15+ | 70,07+ 76,78 + 63,68 £ 64,72 +
2,242 13,89° 4,632 4,932 7,11% 3,24 3,22¢ 4,20°
DSM 96,25+ 9438+ 92,73+ 93,73+ | 9853+ 10866+ 80,45 82,12 +
4,29 7,48 9,25° 8,28% 6,03? 8,11 9,46 6,19
DabE 11,78 + 11,89+ 11,97 + 11,90 + 10,10 + 10,29 + 9,02+ 9,45 +
1,742 1,80 1,922 1,622 1,252 1,28%" 1,14 1,46
DPM/DSM 0,69+ 0,74 £ 0,69+ 0,70+ 0,71+ 0,71+ 0,80+ 0,79+
0,15 0,042 0,122 0,09 0,082 0,14° 0,11~ 0,11
DPS 45433+ 442,68+ 432,49+ 431,77+ | 454,16 + 468,67 396,72 392,59
43,972 46,842 48,272 45,292 17,94° #4210 421,16  +17,09%
DzK 162,03+ 170,59+ 160,36+ 165,76+ | 175,08 181,41 160,76 £ 162,77
25,90° 22,60? 13,118 12,212 12,58 17,96 14,29° +15,39°
DZF 46,94+ 49,09+ 4758+ 48,39+ | 5511+ 56,09+ 42,76 + 43,79 £
8,432 6,71° 4,172 6,22° 4,76%" 8,79%" 5,27" 5,19”
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Slika 22. Popre¢ni presjeci listova paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanih na kraju
eksperimentalnog perioda (28. dana) iz grupe K (A), grupe KZ (B), grupe S (C) i grupe SZ (D), uvecani
pod mikroskopskim povecanjem 10 puta: AdE-adaksijalni epidermis, AbE-abaksijalni epidermis, PM-
palisadni mezofil, SM-sunderasti mezofil, PS-provodni snopi¢, K-ksilem, F-floem. Skala bar = 100 pm.

5.2.2. Parametri povezani sa fotosintezom i karakteristike stoma
Relativni sadrzaj vode i odnos svjeze i suve mase

Izmjerene vrijednosti relativnog sadrZaja vode i odnosa svjeze prema suvoj masi kod
biljaka iz grupa S i SZ pocele su da se progresivnho smanjuju ve¢ od petnaestog dana
eksperimentalnog perioda, da bi posljednjeg dana vrijednosti oba parametra bile statisticki
znacajno manje u odnosu na one koje su dobijene u kontrolnim grupama biljaka (K i KZ) (Slika
23, sekcije C 1 D). Ipak nije uocena znacajna razlika u izmjerenim vrijednostima pomenutih
parametara izmedu biljaka iz grupa S i SZ. Tako se od prvog do posljednjeg dana eksperimentalnog
perioda RSV kod biljaka grupe S smanjio za 43% a kod biljaka grupe SZ za 45%. U istom vremenu
se odnos svjeze prema suvoj masi kod biljaka grupe S smanjio za 53% a kod biljaka grupe SZ za
54%.
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Intenzitet transpiracije i fotosinteze

Tokom eksperimentalnog perioda kod svih biljaka sa zadovoljavaju¢im vodnim rezimom
(grupe K 1 KZ) nije bilo znacajnih oscilacija u fotosintetickoj aktivnosti i intenzitetu transpiracije
(Slika 23, sekcije A'i B). S druge strane susa je indukovala progresivno smanjenje fotosinteticke
aktivnosti 1 intenziteta transpiracije ve¢ od petnaestog dana 1 taj se trend nastavio do kraja
eksperimentalnog perioda. Tako su nakon 28 dana fotosinteti¢ka aktivnost i intenzitet transpiracije
bili znac¢ajno manji kod biljaka grupe S u odnosu na kontrolne grupe (K i KZ), a kod biljaka iz
grupe SZ vrijednost ovih parametara je bila najmanja u odnosu na sve grupe. Usljed uticaja suse
kod biljaka iz grupe S, fotosinteti¢ka aktivnost se od prvog do posljednjeg dana eksperimenta
smanjila za 70% a intenzitet transpiracije za 85%. Usljed kombinovanog uticaja suse 1 zeolita kod
biljaka iz grupe SZ, fotosinteticka aktivnost se od prvog do posljednjeg dana eksperimentalnog

perioda smanjila za 77% a intenzitet transpiracije za 91%.
Sadrzaj Rubisco-a

Elektroforegram dobijen nakon SDS-elektroforeze proteinskih ekstrakata listova svih
ispitivanih grupa biljaka uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda predstavljen
je na Slici 24, sekcija A. Analizom razdvojenih proteina i poredenjem sa standardnim proteinskim
markerom poznatih molekulskih masa utvrdeno je da je najdominantniji protein u svim uzorcima
onaj koji ima molekulsku masu 55 kDa. Brojni literaturni podaci dokazuju da se SDS-PAGE
analizom proteinskog ekstrakta kod listova biljaka kao najdominantnija proteinska traka sa
molekulskom masom 55 kDa izdvaja velika subjedinica enzima Rubisco. Zbog toga se
kvantitativna analiza ove proteinske trake mjerena metodom denzitometrije u softverskom
programu Total Lab moze smatrati relevantnom kao relativni sadrzaj (koli¢ina) enzima Rubisco.
Kod kontrolnih grupa biljaka sa optimalnim vodnim rezimom (grupe K i1 KZ) nisu uo¢ene znacajne
oscilacije u koli¢ini Rubisco-a tokom cijelog eksperimentalnog perioda (Slika 24, sekcija B). S
druge strane susa je indukovala progresivno smanjenje sadrzaja ovog enzima u listovima biljaka
iz grupa S 1 SZ pocevsi od 21. dana, da bi na kraju eksperimentalnog perioda on bio najmanji u
listovima biljaka tretiranih zeolitom u uslovima suse (SZ grupa). Kod biljaka iz grupe S sadrzaj
Rubisco-a se od prvog do posljednjeg dana eksperimentalnog perioda smanjio za 40% a kod biljaka

iz grupe SZ za 48% u istom periodu.
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Slika 23. Fotosinteti¢ka aktivnost (A), intenzitet transpiracije (B), relativni sadrzaj vode (C) i odnos svjeze
prema suvoj masi (D) kod listova paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanih u razli¢itim fazama
eksperimenta (dan 0, dan 15, dan 21 i dan 28): K- grupa kontrola; KZ-grupa kontrola i zeolit; S-grupa susa;
SZ-grupa susa i zeolit. Razlic¢ita mala slova a, b, ¢ oznacavaju statisti¢ki znac¢ajnu razliku izmedu testiranih
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Slika 24. Elektroforegram dobijen nakon SDS PAGE analize proteinskog ekstrakta (A) i sadrzaj enzima
Rubisco u listovima paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanim u razli¢itim fazama eksperimentalnog
perioda (dan 0, dan 15, dan 21 i dan 28): M- proteinski marker poznatih molekulskih masa; K- grupa
kontrola; KZ-grupa kontrola i zeolit; S-grupa susa; SZ-grupa susa i zeolit. Razli¢ita mala slova a, b, ¢
oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, dok razli¢iti simboli * ¢
oznacavaju statisticki znacajnu razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period uzorkovanja
(p <0,05).
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Koncentracija fotosintetickih pigmenata

Tabela 5: Koncentracija (mg g™* svjeze mase) i odnos fotosintetickih pigmenata u listovima paradajza tokom
eksperimentalnog perioda. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost od tri mjerenja £ SD. K- kontrola,
KZ- kontrola uz zeolit, S- susa, SZ- su$a uz zeolit.Razli¢ita mala slova abc oznaGavaju statisti¢ki znacajnu
razliku izmedu poredenih grupa biljaka u okviru istog vremenskog perioda uzorkovanja, a razli¢iti simboli *¢e
oznadavaju statisticki znacajnu razliku kod iste grupe biljaka u odnosu na prethodni period uzorkovanja (p <
0,05).
Parametar Grupa Dan 0 Dan 15 Dan 21 Dan 28
biljaka

K 0,92 + 0,082 1,41 £ 0,29 1,49 £ 0,10* 1,56 + 0,21

Hlorofil a KZ 0,91 + 0,042 1,39 £ 0,23 1,48 £ 0,08 1,60 + 0,28*

S 0,91 + 0,062 1,36 £ 0,32% 1,25 + 0,15 0,89 +£0,11°

SZ 0,90 £ 0,09? 1,35+ 0,15" 1,21 + 0,55 0,83+0,13°

K 0,33+ 0,042 0,48 + 0,06%" 0,53 + 0,05*" 0,55 + 0,06%"

Hlorofil b KZ 0,36 + 0,052 0,45 + 0,06%" 0,50 £ 0,10*" 0,54 +0,12%"

S 0,32 + 0,052 0,41 £ 0,09*" 0,33+ 0,02° 0,19 + 0,09

SZ 0,30 £ 0,09° 0,41 £0,07%" 0,26 + 0,04° 0,12 + 0,02°*

K 0,24 + 0,072 0,32 + 0,042 0,37 £0,07*" 0,41 £0,10*"

Karotenoidi KZ 0,25 + 0,052 0,33 + 0,062 0,37 £ 0,05*" 0,42 +£0,08*"

S 0,25 + 0,082 0,33 + 0,062 0,32+ 0,02° 0,27 + 0,05°

SZ 0,26 £ 0,03° 0,330,072 0,31+ 0,04° 0,25 + 0,04°

K 1,25+ 0,052 1,89 +0,21* 2,02 £ 0,09%" 2,11+ 0,062

Ukupni KZ 1,27 £ 0,042 1,84 + 0,15 1,98 + 0,04 2,14 £ 0,98

hlorofil S 1,23 £0,052 1,77 £ 0,29% 1,58 + 0,09 1,08 + 0,10°°

SZ 1,20 + 0,072 1,76 + 0,06 1,47 0,23 0,95 + 0,15°

K 2,79£0,10% 2,930,152 2,81 +0,082 2,83 +0,232

Hlorofil KZ 2,53+0,512 3,08 £ 0,552 2,96 + 0,282 2,96 + 0,782

a/lb S 2,840,112 3,310,472 3,79+ 0,19 4,68 + 0,25

SZ 3,00 £ 0,257 3,29 £ 0,442 4,65+ 0,67 6,92 £ 0,91°

K 5,21+ 0,142 5,90 + 0,352 5,46 + 0,182 5,14 + 0,142

Ukupni KZ 5,08 + 0,562 5,57 + 0,492 5,35+0,122 5,09 + 0,552

hlorofil/ S 4,92 + 0,772 5,36 + 0,272 4,93 +0,10° 4,00 + 0,15

karotenoidi SZ 4,61 £ 0,547 5,30+ 0,112 4,74 + 0,56° 3,80 + 0,34

Kod kontrolnih grupa, to jest kod biljaka sa optimalnim navodnjavanjem, nezavisno od prisustva
zeolita u supstratu (K i KZ) tokom vremena uo¢eno je povecavanje sadrzaja obe vrste hlorofila,
tako da je do kraja eksperimentalnog perioda hlorofil a u odnosu na prvi dan bio poveéan u
prosjeku za 42% a hlorofil b za 40% (Tabela 5). Kod biljaka koje su bile pod uticajem suse,
nezavisno od prisustva zeolita u supstratu (grupe S 1 SZ) do 15. dana povecanje koncentracije obe
vrste hlorofila bilo je slicno kao i kod kontrolnih biljaka te do tog perioda nije uo¢ena znacajna
razlika u sadrzaju pigmenata izmedu svih testiranih grupa. Medutim, pocevsi od 21. dana uticaj
suse je indukovao manji trend porasta sadrZaja pigmenata, tako da je do kraja eksperimentalnog
perioda koncentracija hlorofila a kod grupa S 1 SZ bila priblizna vrijednostima koje su detektovane

prvog dana, te je bila znacajno manja u odnosu na kontrolne grupe. SuSa je jo§ intenzivinije
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smanjila sadrzaj hlorofila b pa je nakon 28 dana koncentracija ovog pigmenta kod grupa S i SZ
bila manja i od pocetnih vrijednosti koje su izmjerene prvog dana eksperimentalnog perioda.
Zanimljivo je da su u listovima biljaka koje su imale zeolit u supstratu u uslovima suse izmjerene
znacajno manje vrijednosti sadrzaja hlorofila b ¢ak i odnosu na vrijednosti izmjerene kod biljaka

iz grupe S, koje nisu tretirane zeolitom.

U tom sluc¢aju, ukoliko posmatramo koncentraciju ukupnog hlorofila, moze se re¢i da je za razliku
od kontrolnih grupa (K i KZ) kod kojih je uoceno njeno povecavanje tokom cijelog
eksperimentalnog perioda, susa indukovala smanjenje sadrzaja pigmenata pocevsi od 21. dana, a
ono je do kraja eksperimentalnog perioda bilo najizraZenije kod biljaka koje su imale zeolit u
supstratu (Tabela 5). Veca osjetljivost hlorofila b na uticaj suse u odnosu na osjetljivost hlorofila
avidljiva je iz njihovog odnosa kod grupa S i SZ, kod kojih je uo¢eno povecanje ovog parametra.
Odnos hlorofila a prema hlorofilu b je bio najizrazeniji kod grupe SZ, narocito na kraju
eksperimentalnog perioda kada je uo¢ena znacajno veca vrijednost u odnosu na ostale grupe

biljaka, ukljucujuci i grupu S.

Kad je u pitanju koncentracija karotenoida, uoc¢eno je da se ona do kraja eksperimentalnog perioda
znacajno povecala u listovima kontrolnih grupa biljaka (K i KZ), dok u listovima biljaka iz grupa
S i SZ nije doslo do povecanja sadrzaja ove grupe pigmenata (Tabela 5). Tako je pocevsi od 21.
dana pa do kraja eksperimentalnog perioda koncentracija karotenoida bila statisticki znacajno
manja u listovima biljaka iz grupa S i SZ u odnosu na one iz grupa K i KZ. Ukoliko uporedimo
odnos ukupnog hlorofila prema karotenoidima, uo€eno znacajno povecanje ove stope kod biljaka
iz grupa S i SZ u odnosu na kontrolne grupe (K i KZ) ali tek nakon 28 dana. To znaci da su
karotenoidi bili najotpornija grupa pigmenata prema uticaju suse te da se njihov odnos prema
koncentraciji hlorofila promijenio tek na kraju eksperimentalnog perioda, nezavisno od prisustva

zeolita u supstratu.
Karakteristike stoma

Karakteristike stoma dobijene mikroskopskim analizama predstavljene su u Tabeli 6. Tokom
eksperimentalnog perioda nije uofeno znacajno variranje u broju stoma ni kod jedne kontrolne
grupe biljaka (K 1 KZ) dok je poc¢evsi od 21. dana doslo do znacajnog povecavanja broja stoma po
mjerenoj povrsini lista kod svih biljaka koje su bile pod uticajem suse (grupe S i SZ). Tako su u

posljednjem danu tretmana, biljke iz grupe S imale znacajno veci broj stoma u poredenju sa onima
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iz grupa K i KZ, dok je tretman sa zeolitom u uslovima vodnog deficita dodatno intenzivirao
povecanje broja stoma, pa je kod biljaka iz grupe SZ izmjeren najveci broj stoma po povrsini lista
u odnosu na sve ostale grupe biljaka. Uporedno sa poveéavanjem broja stoma po mm? suia je
indukovala i smanjenje dimenzija stominog aparata (duzina i Sirina) nezavisno od toga da li su
biljke u supstratu imale zeolit. Tako su na kraju eksperimentalnog perioda biljke iz grupa S i SZ
imale statisticki znacajno manji stomin aparat u odnosu na one iz kontrolnih grupa (K i KZ). Kad
je u pitanju sam stomin otvor primjeceno je da se njegova duzina znacajno smanjila pod uticajem
suse, pa su na kraju eksperimentalog perioda grupe iz biljaka S i SZ imale kra¢i stomin otvor u
su oni koji se odnose na $irinu stominog otvora, koji ujedno upuéuju i na regulaciju njihovog
zatvaranja i vodni rezim biljaka. Interesantno je da je susa indukovala pocetak zatvaranja stominog
otvora ve¢ nakon 15 dana, pa je kod biljaka iz grupa S i SZ stomin otvor bio znacajno uzi u odnosu
na onaj kod biljaka iz grupa K i KZ. Dok kod kontrolnih biljaka (K i KZ) tokom eksperimentalnog
perioda nije dolazilo do znacajnijeg odstupanja u $irini stominog otvora, dotle je kod biljaka iz
grupa S 1 SZ u svakoj sljedeéoj tacki uzorkovanja primjeceno da se Sirina stominog otvora zna¢ajno
smanjuje. Takode je vazno istaci da su na kraju eksperimentalnog perioda biljke iz grupe SZ imale
manji stomin otvor ¢ak i u odnosu na biljke iz grupe S. U tom smislu se moze reci da je uticaj
zeolita intenzivirao efekat suse kod ovih biljaka, s obzirom na to da se od stomin otvor pod
uticajem suSe od pocetka do kraja eksperimentalnog perioda smanjio za 60% a pod kombinovanim
uticajem suse i zeolita za 70%. Primjeri otisaka stoma uzimanih sa abaksijalnog epidermisa biljaka

paradajza tokom Cetiri faze u okviru eksperimentalnog perioda predstavljeni su na slici 25.
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Tabela 6: Karakteristike stoma uzorkovanih sa abaksijalnog epidermisa listova paradajza tokom
eksperimentalnog perioda: BS/mm?- broj stoma po mm? povrsine lista; DSA-duZina stominog aparata; SSA-
Sirina stominog aparata; DSO- duZina stominog otvora; SSO- $irina stominog otvora. Veli¢ine su izraZene u
pum kao srednja vrijednost od 10 mjerenja + SD. K- kontrola, KZ- kontrola uz zeolit, S- susa, SZ- su$a uz zeolit.
Razli¢ita mala slova abc oznaCavaju statisti¢ki znac¢ajnu razliku izmedu poredenih grupa biljaka u okviru istog
vremenskog perioda uzorkovanja, a razli¢iti simboli *#e oznacavaju statisticki znacajnu razliku kod iste grupe

biljaka u odnosu na prethodni period uzorkovanja (p < 0,05).

Parametar Grupa Dan0 Dan 15 Dan 21 Dan 28
biljaka
K 120,85 + 10,932 118,86 + 12,672 124,56 + 5,342 126,05 + 4,312
BS/mm? KZ 119,81 + 9,242 120,87 £ 10,922 122,89 + 4,772 129,61 + 6,782
S 121,90 + 9,892 124,91 + 8,872 136,77 + 4,31 175,39 £ 12,64
SZ 120,24 + 10,942 123,61 + 13,952 141,23 + 5,55 207,14 + 15,23
K 17,95+ 1,082 18,22 + 0,992 19,59 + 1,402 18,21 + 0,487
DSA KZ 18,91 + 0,252 18,93 + 0,562 19,08 + 0,252 19,66 + 0,122
S 18,95 + 0,802 16,92 + 0,232 16,42 + 0,25 14,56 + 0,33
SZ 18,25 £ 0,992 16,33 £ 0,74* 16,69 + 0,44 13,16 £ 1,12"
K 12,83 £ 0,792 12,71 + 0,442 13,34 + 1,132 13,52 + 0,892
SSA KZ 12,39 £ 0,542 12,99 + 0,762 13,05 + 1,452 14,01 + 0,987
S 12,07 £ 0,842 11,86 + 0,362 10,48 + 0,64 10,29 + 0,50
SZ 12,55+ 0,832 11,51 £ 0,762 10,15 + 0,43 9,85 + 0,88
K 10,96 £ 0,202 11,31+ 0,482 12,42 + 0,382 12,30 + 0,16%
DSO KZ 10,60 £ 0,442 11,91 + 0,842 12,65 + 0,542 12,59 + 0,982
S 11,01 £ 0,322 10,56 + 0,562 10,53 £ 0,25° 9,51 +0,39""
SZ 10,91 £ 0,372 10,13 + 0,692 10,17 £0,33° 8,90 + 0,95
K 3,32+0,478 3,11 + 0,552 3,04 + 0,152 3,25 £0,232
SSO KZ 3,22 £ 1,242 3,44 + 0,252 3,15+ 0,442 3,31+0,432
S 3,18 £ 0,56% 2,48 0,47 1,80 £ 0,19 1,28 +£ 0,02
SZ 3,28 £ 0,942 2,21 +0,23" 1,61+0,13" 0,98 + 0,03¢*
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Slika 25. Otisci stoma uzimanih sa abaksijalnog epidermisa listova kod biljaka paradajza (Solanum
lycopersicum) u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15, dan 21 i dan 28): K- kontrola,
KZ- kontrola uz zeolit, S- su$a, SZ- suSa uz zeolit. Strelice oznaCavaju pojedinaéne primjere stoma

analiziranih pod mikroskopskim pove¢anjem (10 puta).

5.2.3. Parametri antioksidatvnog metabolizma

Aktivnost i izoenzimski profil superoksid dismutaze

Specifi¢nim bojenjem gela dobijenog nakon nativne elektroforeze za detekciju aktivnosti
superoksid dismutaze utvrdeno je prisustvo po tri SOD izoforme (Rf SOD1= 0,64; Rf SOD2=
0,68; Rf SOD3=0,75) u svakoj grupi biljaka na pocetku eksperimentalnog perioda (Dan 0). Tokom
trajanja eksperimenta nije doslo do promjene izoenzimskog profila ni kod jedne grupe biljaka iako

je uoceno da je usljed suse aktivnost SOD izoformi nakon 15. dana postajala izrazenija (u smislu
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intenziteta traka na gelu) kod grupa S i SZ u poredenju sa onima kod grupa K i KZ (Slika 27).
Analizom aktivnosti superoksid dismutaze metodom denzitometrije u softveru TotalLab pokazano
je da se tokom eksperimentalnog perioda ukupna aktivnost ovog enzima znacajno povecavala kod
svih grupa biljaka, tako da je nakon svakog uzorkovanja (dan 15, dan 21 i dan 28) uocen porast
njegovog sadrzaja u listovima biljaka iz sve Cetiri testirane grupe (Slika 26, sekcija A). Ipak,
uoceno je da je porast SOD aktivnosti bio znacajno ve¢i kod biljaka pod uticajem suse, i to ve¢ od
petnaestog dana eksperimentalnog perioda, kada je detektovana veca aktivnost ovih enzima kod
biljaka iz grupa S i SZ u odnosu na one iz grupa K i KZ. Ovakav trend razlike u SOD aktivnosti
izmedu biljaka iz grupa S 1 SZ u odnosu na one iz grupa K i KZ tokom trajanja suSe postajao je
intenzivniji, a nakon 28 dana je bio najizrazeniji (u prosjeku 30% veca aktivnost kod biljaka iz
grupa Si SZ).

Aktivnost askorbat peroksidaze

Aktivnost askorbat peroksidaze se kod biljaka iz kontrolnih grupa (K 1 KZ) povec¢ala nakon
15. dana eksperimentalnog perioda, i ostala priblizno iste vrijednosti do kraja tretmana (Slika 26,
sekcija C). Kod biljaka iz grupa S i SZ takode se povecala APX aktivnost nakon 15. dana, ali je
ovo povecanje bilo izraZenije nego kod kontrolnih grupa biljaka. Statisticki znac¢ajno veéa APX
aktivnost pod uticajem suSe uocCena je u svakoj tacki uzorkovanja nakon 15. dana
eksperimentalnog perioda, a nakon 28. dana je bila veca u projesku za 30% kod biljaka iz grupa S
1 SZ u odnosu na one iz grupa K 1 KZ. U tom smislu se moze rec¢i da je suSa dovela do sli¢nog
trenda promjene u aktivnosti superoksid dismutaze i askorbat peroksidaze nezavisno od toga da

ali su biljke imale zeolit u supstratu.
Aktivnost Katalaze

Aktivnost katalaze se kod biljaka iz kontrolnih grupa (K i KZ) povecéavala tokom
eksperimentalnog perioda, pa je kod njih nakon svake tacke uzorkovanja uocena znacajno veca
aktivnost ovog enzima u odnosu na mjerenje u prethodnom periodu (Slika 26, sekcija D). Za
razliku od biljaka iz kontrolnih grupa, biljke koje su bile pod uticajem suse (grupe S i SZ) su imale
nepromijenjenu CAT aktivnost tokom eksperimentalnog perioda. To znaci da je susa u odredenoj
mjeri inhibirala aktivnost ovog enzima buduci da se ona povecavala kod biljaka sa optimalnim

navodnjavanjem. U tom smislu se moze reci da je susa indukovala suprotan trend promjena CAT
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aktivnosti u odnosu na APX, jer je od petnaestog dana pa do kraja eksperimentalnog perioda CAT

aktivnost bila znacajno manja kod biljaka iz grupa S 1 SZ u odnosu na biljke iz grupa K i KZ.
Aktivnost i izoenzimski profil peroksidaza Klase 11l

Kad je u pitanju peroksidazna aktivnost (POD), rezultati dobijeni spektrofotometrijskim
mjerenjem oksidacije pirogalola pokazali su da se kod svih grupa biljaka aktivnost ovog enzima
znacajno povecavala nakon 21. dana pa do kraja eksperimentalnog perioda (Slika 26, sekcija B).
Medutim, nakon 28. dana uoceno je da se POD aktivnost znacajnije povecala kod svih biljaka koje
su bile pod uticajem suSe (grupe S i SZ) u odnosu na one iz kontrolnih grupa koje su optimalno
grupe SZ imale najvecu POD aktivnost u odnosu na onu koja je izmjerena kod svih ostalih grupa
biljaka. Specifiénim bojenjem gela na peroksidaznu aktivnost nakon nativne PAGE pokazano je
da se kod kontrolnih grupa biljaka (K 1 KZ) izoenzimski profil nije promijenio tokom
eksperimentalnog perioda te je kod ovih biljaka detektovano po pet POD izoformi: Rf POD1=
0,42; Rf POD2= 0,54; Rf POD3= 0,55; Rf POD 4= 0,72; Rf POD5= 0,77 (Slika 28). S druge
strane, kod biljaka iz grupa S i SZ nakon 21. potvrdeno je prisustvo nove POD izoforme, oznacene
kao POD3' jer je njena Rf vrijednost iznosila 0,60 i bila je pozicionirana izmedu izoformi 3 i 4
(Slika 27). Takode, primjeceno je da je vidljivost ove izoforme na gelu mnogo izraZenija nakon
dana 28, odnosno da se debljina trake izoforme POD?3' jo§ povecavala sa produzenjem suse. Da bi
se odredile priblizne molekulske mase POD izoformi u nativnoj konformaciji koristena je metoda
modifikovane SDS elektroforeze (Meisrilmler i sar., 2014). Nakon bojenja gela sa TMB-om u
kontrolnim uzorcima (K i KZ) detektovane su dvije izoforme sa ~ molekulskim masama 63 kDa i
43 kDa. U uzorcima S i SZ detektovane su tri izoforme sa ~ molekulskim masama 63 kDa, 49 kDa
i 43 kDa (Slika 28). S obzirom da su izoforme POD3' (sa elektroforegrama iz nativne PAGE) i
POD2 (sa elektroforegrama iz modifikovane SDS PAGE) karakteristicne samo za produzeni
period suse zakljuceno je da se radi o istoj izoformi, a da je ~ molekulska masa ove specifi¢ne
izoforme 49 kDa (Slike 28 i 29).
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Slika 26. Aktivhost enzima antioksidativnog metabolizma u listovima paradajza (Solanum lycopersicum)
uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15, dan 21 i dan 28): A) superoksid
dismutaza; B) peroksidaze; C) askorbat peroksidaza; D) katalaza. K- grupa kontrola; KZ-grupa kontrola i
zeolit; S-grupa suSa; SZ-grupa susa i zeolit. Razli¢ita mala slova a, b, ¢ oznaCavaju statisticki znacajnu
razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, dok razliciti simboli * ¢ e oznaCavaju statisticki znacajnu

razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period uzorkovanja (p < 0,05).
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Slika 27. 1zoenzimski profil superoksid dismutase (SOD) dobijen nakon nativne PAGE proteinskih frakcija
izolovanih iz listova biljaka paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanih u razli¢itim fazama
eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15, dan 21 i dan 28): K- grupa kontrola; KZ-grupa kontrola i zeolit;
S-grupa susa; SZ-grupa susa i zeolit.
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Slika 28. Izoenzimski profil peroksidaza Klase Il (POD) dobijen nakon nativhe PAGE proteinskih
solubilnih frakcija izolovanih iz listova biljaka paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanih u razli¢itim
fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15, dan 21 i dan 28): K- grupa kontrola; KZ-grupa kontrola
i zeolit; S-grupa susa; SZ-grupa susa i zeolit. Specifi¢no bojenje gela uradeno je 0,01% 4-hloro-a-naftolom
u prisustvu 0,03% H-0..
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Slika 29. lzoforme peroksidaza Klase Il (POD) razdvojene modifikovanom SDS elektroforezom u
uzorcima proteinske frakcije dobijenih iz listova biljaka paradajza (Solanum lycopersicum) koje su rasle u
uslovima suse 28 dana (grupa S). Za odredivanje molekulskih masa koristen je proteinski marker (M) Dual

Colour, Bio-Rad poznatih molekulskih masa u opsegu od 10 kDa do 240 kDa.

Koncentracija askorbata

Dobijeni rezultati su pokazali da su se koncentracije oba oblika askorbata (oksidovani i
redukovani) znacajno pocele povecavati pod uticajem suSe nakon 21. dana pa do kraja
eksperimentalnog perioda (Slika 30, sekcije A i B). U tom smislu uocena je znacajno veca
koncentracija redukovanog askorbata u listovima biljaka iz grupa S i SZ u odnosu na one koje su
izmjerene u listovima biljaka iz grupa K i KZ (prosje¢no za 15% veca nakon 21. dana te za 30%
veca nakon 28. dana). Takode, koncentracija dehidroaskorbata je u listovima biljaka iz grupa S 1
SZ bila veca za oko 20% u odnosu na onu koja je izmjerena u listovima biljaka iz grupa K 1 KZ
nakon 21. dana te za 40% nakon 28. dana. Medutim ukoliko se pogleda % udio redukovanog,
odnosno oksidovanog askorbata u odnosu na njegovu ukupnu koncentraciju moze se reci da nije
doslo do znac¢ajne promjene u njegovom redoks statusu, buduc¢i da je kod grupa S i SZ do 28. dana

on bio promijenjen za priblizno 5% (Slika 31).
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Slika 30. Koncentracija redukovane (A) i oksidovane (B) askorbinske kiseline (umol g?) u listovima

paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan

15, dan 21 i dan 28): K- grupa kontrola; KZ-grupa kontrola i zeolit; S-grupa susa; SZ-grupa susa i zeolit.

Razli¢ita mala slova a, b oznacavaju statisti¢ki zna¢ajnu razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu,

dok razli¢iti simboli * ¢ oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na

prethodni period uzorkovanja (p < 0,05).
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Slika 31. Procentualni udio (%) redukovane (AA) i oksidovane (DHA) askorbinske kiseline u odnosu na

njenu ukupnu koncentraciju (umol g*) u listovima paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanih u

razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15, dan 21 i dan 28): K- DHA- dehidroaskorbat

kod grupe kontrola; K-AA- askorbat kod grupe kontrola; KZ- DHA- dehidroaskorbat kod grupe kontrola i
zeolit; KZ-AA- askorbat kod grupe kontrola i zeolit; S-DHA- dehidroaskorbat kod grupe susa; S-AA-
askorbat kod grupe susa; SZ-DHA- dehidroaskorbat kod grupe susa i zeolit; SZ-AA- askorbat kod grupe

susa i zeolit.
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Koncentracija fenola

Kad je u pitanju sadrzaj ukupnih fenola rezultati su pokazali da se njihova koncentracija znacajno
povecala samo kod biljaka koje su bile pod uticajem suse i to tek nakon 28 dana (Slika 32, sekcija
A). Potrebno je naglasiti da je sadrzaj fenola u listovima biljaka iz grupe SZ bio znacajno veci u
poredenju sa onim koji je utvrden kod svih ostalih grupa biljaka, ukljucujuci i grupu S. Analiza
pojedinac¢nih fenolnih jedinjenja HPLC metodom pokazala je da koncentracija svih detektovanih
flavonoida (rutin, kvercetin, kaempferol) nije znacajno oscilovala ni kod jedne grupe biljaka tokom
eksperimentalnog perioda (Slika 32, sekcije B, C i D). S druge strane utvrdeno je da je sadrzaj svih
detektovanih fenolnih kiselina (hidroksibenzojeva, p-kumari¢na, feruli¢na i kafei¢na) razlicito
oscilovao kod svih ispitivanih grupa biljaka. Kod hidroksibenzojeve i p-kumari¢ne kiseline kod
svih grupa utvrden je trend porasta nakon 21. dana do kraja eksperimentalnog perioda dok je kod
ferulicne 1 kafeicne kiseline primjeéen suprotan trend promjene, u vidu znacajnog smanjenja i to
nakon 15. dana (Slika 33, sekcije A, B, C i D). Najvazniji rezultat koji je uoCen jeste statisti¢ki
znacajno veca koncentracija svih detektovanih fenolnih kiselina u listovima biljaka koje su bile
pod uticajem suse u poredenju sa onima iz kontrolnih grupa biljaka i to nakon dana 28. Vazno je
ista¢i da je sadrzaj hidroksibenzojeve 1 p-kumari¢ne kiseline nakon 28 dana bio znacajno veéi u
listovima biljaka iz grupe SZ u odnosu na one koje su izmjerene u svim ostalim biljkama,
ukljuéujuci i one iz grupe S. Kada se kod svih grupa biljaka pogleda koncentracija svih fenolnih
kiselina u danu 28 moze se zakljuciti da je suSa u najvecoj mjeri indukovala poveéanje feruli¢ne
kiseline (u prosjeku za 80 % kod grupa S i SZ u odnosu na prosjecnu vrijednost kod grupa K i
KZ).
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Slika 32. Koncentracija ukupnih fenola (mg GAE g* suve mase) i detektovanih flavonoidnih jedinjenja (ug
gl suve mase) u listovima paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanih u razli¢itim fazama
eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15, dan 21 i dan 28): A) Ukupni fenoli B) Rutin; C) Kaempferol; D)
Kvercetin. K- grupa kontrola; KZ-grupa kontrola i zeolit; S-grupa susa; SZ-grupa susa i zeolit. Razli¢ita
mala slova a, b, ¢ oznacavaju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, dok
simbol *oznaCava statisticki znac¢ajnu razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period
uzorkovanja (p < 0,05).
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Slika 33. Koncentracija detektovanih fenolnih kiselina (ug g suve mase) u listovima paradajza (Solanum
lycopersicum) uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15, dan 21 i dan 28):
A) Hidroksibenzojeva kiselina; B) p-Kumari¢na kiselina; C) Kafei¢na kiselina; D) Feruli¢na kiselina. K-
grupa kontrola; KZ-grupa kontrola i zeolit; S-grupa susa; SZ-grupa susa i zeolit. Razli¢ita mala slova a, b,
C oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, dok razli¢iti simboli * ¢
e oznaCavaju statistiCki znacajnu razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period

uzorkovanja (p < 0,05).
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5.3. ISTRAZIVANJE NA BILJKAMA PARADAJZA U DRUGOJ GODINI
5.3.1. Morfo-anatomske analize

Tokom druge godine istrazivanja, u supstrat biljaka paradajza dodato je 5% i 10% zeolita
u supstrat a biljke su podvrgnute susi u trajanju od 28 dana. Sadnice su podijeljene u Sest
eksperimentalnih grupa: 1) grupa kontrola (K), koja je tokom eksperimentalnog perioda
navodnjavana optimalnom koli¢inom vode pri ¢emu u susptrat nije dodat zeolit; 2) grupa KZ5,
koja je takode optimalno navodnjavana ali je u supstrat dodato 5% zeolita; 3) grupa KZ10, koja je
takode optimalno navodnjavana ali je u supstrat dodato 10% zeolita; 4) grupa susa (S) su biljke
koje nisu dobijale vodu tokom eksperimentalnog perioda pri ¢emu u supstrat nije dodat zeolit; 5)
grupa SZ5, su biljke koje nisu dobijale vodu tokom eksperimentalnog perioda ali je u supstrat
dodato 5% zeolita i 6) grupa SZ510, su biljke koje nisu dobijale vodu tokom eksperimentalnog
perioda ali je u supstrat dodato 10% zeolita. Za morfo-anatomske analize uzorkovanje i mjerenje
je obavljeno na pocetku eksperimentalnog perioda (dan 0) i na kraju eksperimentalnog perioda 28.
dana. Uzorkovanje biljaka za fizioloske analize i mjerenje parametara antioksidativnog

metabolizma obavljeno je tri puta: Dan 0, kao i nakon 15. i 28. dana.
Morfoloski parametri

Tokom druge godine istrazivanja uticaja zeolita na rast i morfoloske karakteristike biljaka
paradajza dobijeni su rezultati koji u odredenoj mjeri potvrduju rezultate iz preliminarnog
istrazivanja. U tom smislu moze se konstatovati da u optimalnom vodnom rezimu dodatna
primjena zeolita u supstratu nije imala negativnih efekata u pogledu rasta i razvoja biljaka te da je
¢ak kod grupe KZ10, nakon 28 dana uocen znacajno veci rast izdanka u odnosu na grupe K i KZ5
(u projesku za 9%). S druge strane, susa je inhibirala rast izdanka pa je kod grupe S uocena
znacajno manja duzina biljaka u odnosu na sve kontrolne grupe (prosje¢no za 30%) (Slika 35,
sekcija A). Kad su u pitanju grupe biljaka kojima je u susptrat dodat zeolit u uslovima suse, moze
se konstatovati da je efekat sprecavanja negativnih posljedica vodnog deficita zavisio od
koncentracije dodatog zeolita. U tom smislu, uoceno je da je pri dodatku nize koncentracije zeolita
(5%) rast biljaka manje inhibiran u odnosu na one biljke koje su gajene u supstratu sa 10% zeolita.
lako je rast biljaka iz grupe SZ5 bio znac¢ajno manji u odnosu na kontrolne biljke (K, KZ5 i KZ10),
njihova duzina bila je vec¢a u odnosu na biljke iz grupa S i SZ10, u prosjeku za 7%. Sli¢na zapazanja

su uocena i kod mjerenja broja listova, jer su u uslovima suse biljke imale prosjecno 35% manje
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listova u odnosu na one iz kontrolne grupe, dok je dodatak zeolita u supstrat donekle ublazio ovaj
negativni efekat (grupe SZ5 i KZ5 su se razlikovale za oko 20% u pogledu ovog parametra) (Slika
35, sekcija B).Vazno je napomenuti da je zeolit u koncentraciji od 10% pozitivno uticao na broj
listova kod biljaka sa optimalnim vodnim rezimom, s obzirom da su izmjerene vrijednosti nakon
28 dana kod biljka iz grupe KZ 10 bile znacajno vece u odnosu na sve ostale grupe biljaka. Takode,
kod prac¢enja simptoma uvenuca, nakon 15 dana eksperimentalnog perioda primjeceni su prvi znaci
opadanja turgora listova kod grupa S i SZ10 dok su u isto vrijeme kod grupe SZ5 ovi simptomi

bili vidljivo manji (Slika 34, sekcija A).
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Slika 34. Morfolgija biljaka paradajza (Solanum lycopersicum): A) nakon 15. dana eksperimentalnog
perioda; B) nakon 28. dana eksperimentalnog perioda: K- grupa kontrola; KZ5- grupa kontrola i zeolit
koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit

koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%.
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Nakon 28 dana uticaja suse kod grupa S 1 SZ10 pored intenzivnijeg smanjenja turgora uoceni su
poceci hloroze listova na donjim dijelovima stabljike te blago uvijanje lisnih plo¢a. Kod biljaka iz
grupe SZ5 su se takode pojavili navedeni simptomi iako je njihov intenzitet bio manje izrazen u

odnosu na one iz grupa S i SZ10 (Slika 34, sekcija B).
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Slika 35. Duzina izdanka (A) i broj listova po biljci (B) kod paradajza (Solanum lycopersicum) tokom
eksperimentalnog perioda od 28 dana: K- grupa kontrola; KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije 5%;
KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije 5%;
SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razli¢ita mala slova a, b, ¢,d oznacavaju statisticki znacajnu
razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, a simbol * oznacava statisticki znacajnu razliku u okviru

iste biljne grupe u odnosu na prethodni period uzorkovanja (p < 0,05).
Anatomske analize

Kad su u pitanju anatomske karakteristike u strukturi lista, uoceno je da se kod svih kontrolnih
grupa biljaka (K, KZ5 1 KZ10) debljina adaksijalnog epidermisa znacajno povecala nakon 28 dana
eksperimentalnog perioda, dok je debljina abaksijalnog epidermisa ostala nepromijenjena (Tabela
7.). S druge strane, susa je indukovala smanjenje debljine oba epidermisa (adaksijalnog nakon 15
dana a abaksijalnog nakon 28 dana), a dodatkom zeolita u supstrat u koncentraciji 10% nije doslo
do sprecavanja ovih smanjenja, s obzirom da su dobijene sli¢ne vrijednosti navedenih parametara
kod grupa S 1 SZ10. Izuzetak je uocen kod biljaka iz grupe SZ5 jer su debljine njihovih epidermisa
bile priblizne onima koje su izmjerene kod kontrolnih grupa tokom cijelog eksperimentalnog
perioda. Debljine ¢elijskih slojeva palisadnog i sunderastog mefozila su se nakon 28 dana znac¢ajno

povecale kod kontrolnih grupa biljaka (K, KZ5 1 KZ10) ali je odnos debljine palisadnog prema
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sunderastom sloju ostao nepromijenjen, $to ukazuje na ravnomjerno povecavanje ovih struktura u
navedenom periodu. S druge strane suSa je dovela do znacajnog redukovanja sunderastog
mezofila, buduéi da se debljina ovog ¢elijskog sloja pocela znacajno smanjivati ve¢ nakon 15 dana,
da bi na kraju eksperimentalnog perioda on bio tanji za 14 % u odnosu na prvi dan. Osim
sunderastog sloja, kod biljaka iz grupe S uoceno je i smanjenje palisadnog mezofila ali je ono bilo
statisti¢ki znacajno tek nakon 28 dana (u prosjeku za 9% u odnosu na prvi dan), Sto Se odrazilo i
na to da se istovremeno poveca odnos palisadnog prema sunderastom mezofilu. Dodatak zeolita u
supstrat u koncentraciji 10% nije sprijecio promjene u strukturama mezofilnog tkiva, s obzirom da
je kod grupe SZ10 uocen sli¢an trend promjene navedenih parametara kao i kod grupe S, dok je
dodatak zeolita u koncentraciji od 5% dao izvjesne rezultate. Naime, iako je debljina palisadnog
mezofila kod grupe SZ5 bila zna¢ajno manja u odnosu na kontrolne grupe biljaka (K, KZ5, KZ10),
ovo tkivo je imalo znac¢ajno vecu debljinu u odnosu na onu koja je izmjerena kod grupa S i SZ10.
Takode, debljina sunderastog mezofila kod grupe SZ5 bila je nepromijenjena nakon 15 dana, a
prva promjena je uo¢ena tek na kraju eksperimentalnog perioda kada je izmjerena manja vrijednost
ovog parametra u odnosu na kontrolne grupe, a ovo smanjenje bilo je manjeg intenziteta nego kod
grupa S i SZ10. Shodno tome, odnos palisadnog prema sunderastom mezofilu kod grupe SZ5 imao
je priblizno istu vrijednost kao i kod kontrolnih grupa biljaka. Kad je u pitanju provodno tkivo,
uoceno je da primjena zeolita u supstratu u koncentraciji od 10% uz optimalno zalijevanje
pozitivno uti¢e na debljinu provodnih snopica, s obzirom da je kod grupe KZ10 nakon 28 dana
ovaj parametar imao najvece izmjerene vrijednosti u odnosu na one koje su dobijene kod svih
ostalih grupa biljaka. S druge strane, suSa je uticala na smanjenje debljine provodnog snopica
nakon 28 dana i to za priblizno 7% u odnosu na vrijednosti izmjerene na pocetku eksperimentalnog
perioda i u odnosu na kontrolnu grupu biljaka u danu 28. Sli¢na promjena u provodnom tkivu
uocena je 1 kod grupe SZ10, dok je kod grupe SZ5 ona bila ne$to manjeg intenziteta (za priblizno

5% u odnosu na pocetno stanje i u odnosu na kontrolnu grupu biljaka u danu 28).
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Tabela 7. Anatomska karakterizacija popre¢nog presjeka lista kod biljaka paradajza (K- kontrola, KZ5- grupa
kontrola i zeolit koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa
susa i zeolit koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%) uzorkovanih na pocetku (dan 0)
te tokom 15. i 28. dana eksperimentalnog perioda: DAdE-debljina adaksijalnog epidermisa, DPM-debljina
palisadnog mezofila, DSM- debljina sunderastog mezofila, DAbE-debljina abaksijalnog epidermisa,
DPM/DSM- odnos palisadnog prema sunderastom mezofilu, DPS-dijametar provodnog snopiéa. Sve veli¢ine
suizrazene u um kao srednja vrijednost od 10 mjerenja + SD. Razli¢ita mala slova @, b, ¢ oznadavaju statisti¢ki
znadajnu razliku izmedu poredenih grupa biljaka u okviru istog vremenskog perioda uzorkovanja, a simbol
* oznacava statisticki zna¢ajnu razliku kod iste grupe biljaka u odnosu na prethodni period uzorkovanja (p <

0,05).
Parametar Grupa biljaka Dan 0 Dan 15 Dan 28
K 16,03 + 2,012 16,39 £ 1,228 16,75 + 1,44%"
KZ5 16,26 + 1,962 16,31 + 0,992 16,98 + 0,98%
DadE KZz10 16,17 £ 1,762 16,24 £ 0,882 16,93 + 1,53*
S 15,99 +2,08? 16,03 + 1,022 15,11 + 1,08
SZ5 15,89 + 1,552 16,33 £ 0,922 16,44 £1,09°
SZ10 16,19 + 1,432 16,10 £ 1,192 15,13 + 1,34""
K 60,54 + 8,852 62,53+ 7,532 65,32 + 7,29%"
KZ5 61,43 £ 6,53° 60,08 + 6,672 65,96 + 4,41
DPM KZz10 61,09 + 6,992 61,72+ 6,132 68,12 + 5,54*"
S 60,33 £ 5,56° 57,80 £ 3,08? 55,19 + 3,00
SZ5 61,54 + 8,67° 60,06 * 3,44% 59,64 + 4,43¢
SZ10 61,32 £ 7,542 57,85 * 3,89? 55,10 + 3,76
K 80,92 + 9,222 82,75 £ 8,83? 88,22 £ 10,53*"
KZ5 79,54 +£7,83% 81,83 £9,717 88,80 + 7,08%"
DSM KZ10 81,22 + 8,88? 82,45 + 8,95% 87,89 + 7,64%"
S 82,05+ 7,75% 75,37 + 8,10 70,25 + 6,09°
SZ5 81,54 + 8,90? 81,03 £ 4,232 78,01 +5,14°¢
SZ10 80,12 + 9,04° 72,14 + 6,64 69,43 + 8,10°
K 9,34 £ 0,68° 9,32+0,73% 9,17+ 0,832
KZ5 9,42 £ 0,672 9,30+0,872 9,24 + 0,512
DabE KZ10 9,56 £ 0,74° 8,96 + 0,64° 9,06 + 0,442
S 9,44 £ 0,94° 8,17 +0,85"" 8,00 + 0,63°
SZ5 9,12 £ 0,54% 8,91+ 0,89° 9,02 + 1,082
SZ10 9,22 £ 0,64° 8,67 + 0,92 8,33 + 0,55°
K 0,76 + 0,012 0,75+ 0,05° 0,74 £ 0,032
KZ5 0,77 £ 0,022 0,74 + 0,09? 0,74 £ 0,028
DPM/DSM KZ10 0,75+ 0,04° 0,75+ 0,08? 0,75+ 0,042
S 0,74 £ 0,042 0,77 £ 0,10? 0,79 £ 0,07
SZ5 0,74 £ 0,05% 0,74 + 0,072 0,76 +£0,05*°
SZ10 0,76 £ 0,06% 0,78 +0,10? 0,79 + 0,11
K 551,99 + 32,012 555,62 + 44,522 556,73 + 37,30°
KZ5 542,55 + 34,342 547,28 + 28,322 557,29 + 48,572
DPS KZ10 549,49 + 28,43° 560,29 + 26,33? 598,48 + 68,43
S 556,76 + 21,89? 539,96 + 45,522 516,76 + 21,89
SZ5 560,65 + 37,89? 552,56 + 31,792 531,16 + 37,892 ¢
SZ10 555,04 + 44,322 548,90 + 44,322 509,04 + 44,32*"
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5.3.2. Parametri povezani sa fotosintezom i karakteristike stoma
Relativni sadrzaj vode, odnos svjeze i suve mase

Relativni sadrzaj vode u listovima biljaka sa optimalnim vodnim rezimom je bio stabilan
tokom cijelog eksperimentalnog perioda (kod grupa K, KZ5 1 KZ10), dok je susa nezavisno od
prisustva zeolita u supstratu uzrokovala opadajuéi trend vrijednosti ovog parametra nakon 15.
dana, a ovo opadanje se progresivno nastavilo i do 28. dana. Ipak, uoCeno je da je opadanje
vrijednosti relativnog sadrzaja vode bilo nesto manjeg intenziteta kod grupe SZ5, ali samo do 15.
dana. U tom periodu sadrzaj vode u listovima je bio manji kod grupe S za 27% u odnosu na onaj
koji je izmjeren kod grupe K, dok je poredenjem vrijednosti ovog parametra izmedu grupa KZ5 1
SZ5 uocena razlika od 15%. U istom periodu razlika u relativnom sadrzaju vode izmedu grupa
KZ101SZ10 je bila 31%. Nakon 28 dana trajanja suse sve biljke su imale priblizno istu vrijednost
sadrzaja vode u listovima bez obzira na prisustvo ili koncentraciju zeolita u supstratu (Slika 36,

sekcija C).

Upravo proporcionalno sa opisanim promjenama relativnog sadrzaja vode u listovima
promijenjen je i odnos Svjeze prema suvoj masi (Slika 36, sekcija D). Vrijednosti stope svjeze
prema suvoj masi su kod svih grupa biljaka koje su bile pod uticajem suSe pocele da opadaju od
15. dana pa do kraja eksperimentalnog perioda. Ipak, u 15. danu suSe opisano smanjenje ovog
parametra je bilo manjeg intenziteta kod grupe SZ5 u odnosu na ono kod grupa S i SZ10. Sa
produZenjem suse do 28. dana smanjenje vrijednosti stope svjeze prema suvoj masi je dobilo

priblizan intenzitet kod svih grupa biljaka (S, SZ5 i SZ10).
Intenzitet fotosinteze i transpiracije

Intenzitet fotosinteze se tokom cijelog eksperimentalnog perioda nije zna€ajno mijenjao ni
kod jedne grupe biljaka sa optimalnim rezimom zalijevanja, bez obzira na prisustvo i koncentraciju
zeolita u supstratu (Slika 36, sekcija A). S druge strane susa je indukovala statisti¢ki znacajno
smanjenje fotosinteticke aktivnosti pocevsi od 15. dana pa do kraja eksperimentalnog perioda.
Dodatak 10% zeolita u supstrat nije sprije¢ilo smanjenje fotosinteticke aktivnosti indukovano
susom jer je vrijednost ovog parametra bila priblizna onoj koja je zabiljeZena kod biljaka iz grupe

S. Dodatak 5% zeolita u supstrat je umjereno ublazio negativan uticaj suSe na fotosinteticku
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aktivnost, s obzirom da je nakon 15. vrijednost ovog parametra bila znacajno veéa kod grupe SZ5
u odnosu na onu koja je zabiljezena kod grupa S i SZ10. Smanjenje fotosinteti¢ke aktivnosti usljed
uticaja suse nakon 28. dana zabiljezeno je kod svih grupa biljaka bez statisti¢ki znacajne razlike u
njihovom intenzitetu. U tom smislu moze se konstatovati da je dodatak 5% zeolita u supstrat

ublazio smanjenje fotosinteticke uzrokovano susom samo do 15. dana.

Kad je u pitanju intenzitet transpiracije uoceno je da se vrijednost ovog parametra nije
znacajno mijenjala tokom cijelog ekperimentalnog perioda kod svih kontrolnih grupa biljaka (K,
KZ5 1 KZ10). S druge strane susa je poc¢ela da umanjuje transpiraciju kod svih grupa biljaka koje
nisu navodnjavane (S, SZ5i SZ10) ve¢ od 15. dana. Ipak opadanje intenziteta transpiracije je bilo
nesto manje kod biljaka iz grupe SZ5 u odnosu na ono koje je izmjereno kod grupa S 1 SZ10. Sa
produzenim periodom suSe opadanje intenziteta transpiracije se nastavilo kod svih grupa biljaka,
a nakon 28. dana vrijednosti ovog parametra su bile priblizno jednako umanjene kod grupa S, SZ5

i SZ10 bez statisticki znacajne razlike izmedu njih (Slika 36, sekcija B).
Sadrzaj Rubisco-a

Elektroforegrami dobijeni nakon SDS-elektroforeze proteinskih ekstrakata listova svih
testiranih grupa biljaka uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda predstavljeni
su na Slici 37, sekcija A. Molekulske mase razdvojenih proteinskih traka izratunate su na osnovu
jednacine pravca standardne krive za proteinske markere, pri ¢emu je najdominantniji protein u
svakom uzorku bio onaj sa MW od 55 kDa (Rubisco). Metodom denzitometrije u softveru
TotalLab odredivana je koli¢ina ovog proteina i izrazena kao sadrzaj enzima Rubisco (Slika 37,
sekcija B). Uoceno je da je dodatak zeolita u uslovima optimalnog zalijevanja biljaka imao uticaj
na sadrzaj Rubisco-a, jer je izmjereno njegovo povecanje u 15. danu eksperimentalnog perioda i
to proporcionalno sa povecanjem koncentracije zeolita u supstratu. Medutim sa daljim rastom
biljaka i produzenjem eksperimentalnog perioda do 28. dana, sadrzaj Rubisco-a se kod svih
kontrolnih grupa ponovo smanjio na vrijednosti koje su bile slicne onima u poc¢etnom mjerenju.
Susa je takode uticala na prolazno povecanje sadrzaja Rubisco-a tokom 15. dana. Ipak, dodatak
zeolita u supstrat (obe koncentracije) doveo je do statisticki zna¢ajnog smanjenja sadrzaja Rubisco-
a pa se moze reci da je ublazio efekat suSe na sadrzaj ovog enzima do 15. dana. Medutim, sa
produzenim trajanjem suse (do 28. dana) doslo je do intenzivnog smanjenja sadrzaja Rubisco-a

kod svih grupa biljaka pod uticajem suse, a ni jedna koncentracija zeolita u supstratu nije sprijecila

103



ovaj efekat. U danu 28 prosjecna koli¢ina Rubisco-a kod biljaka iz grupe S je bila manja za 88%
u odnosu na onu koja je izmjerena kod grupe K, dok je u poredenju ovog parametra izmedu grupa
KZ10 i SZ10 razlika iznosila 80%, a izmedu grupa KZ5 i SZ5 razlika je iznosila 73%. Generalno
se moze reci da je zeolit imao uticaja na sadrzaj Rubisco-a u uslovima optimalnog zalijevanja
biljaka, uzrokujuéi prolazno povecanje njegovog sadrzaja uporedo sa porastom koncentracije u
supstratu, ali je istovremeno i umjereno izbalansirao povecanje sadrzaja Rubisco-a uzrokovano
suSom. Medutim, sa produzetkom suSnog perioda, ni sa jednom koncentracijom zeolita nije

postignuto spreavanje smanjenja sadrzaja Rubisco-a koje bi bilo statisti¢ki znacajno.
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Slika 36. Fotosinteticka aktivnost (A), intenzitet transpiracije (B), relativni sadrzaj vode (C) i odnos svjeze
prema suvoj masi (D) kod listova paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanih u razli¢itim fazama
eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15 i dan 28): K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije
5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije
5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razli¢ita mala slova a, b, ¢ oznac¢avaju statisti¢ki zna¢ajnu
razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, a razliciti simboli * ¢ oznacavaju statisticki znac¢ajnu

razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period uzorkovanja (p < 0,05).
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Slika 37. Elektroforegram dobijen nakon SDS PAGE analize proteinskog ekstrakta (A) i sadrzaj enzima
Rubisco u listovima paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanim u razli¢itim fazama eksperimentalnog
perioda (dan 0, dan 15 i dan 28): M- proteinski marker poznatih molekulskih masa; K- kontrola, KZ5- grupa
kontrola i zeolit koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-
grupa susa i zeolit koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razlicita mala slova a,
b, ¢, d oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, a razli¢iti simboli *
¢ oznacavaju statisticki znacajnu razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period

uzorkovanja (p < 0,05).
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Koncentracija fotosintetickih pigmenata

Tabela 8. Koncentracija (mg g svjeZe mase) i odnos fotosintetickih pigmenata u listovima paradajza tokom
eksperimentalnog perioda. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrijednost od tri mjerenja £ SD. K- kontrola,
KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa
susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%) uzorkovanih na
pocetku (dan 0) te tokom 15. i 28. dana eksperimentalnog perioda. Razli¢ita mala slova a,b,c oznacavaju
statisti¢ki znacajnu razliku izmedu poredenih grupa biljaka u okviru istog vremenskog perioda uzorkovanja,
simboli * ¢ oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku kod iste grupe biljaka u odnosu na prethodni period
uzorkovanja (p < 0,05).
Parametar Grupa biljaka Dan 0 Dan 15 Dan 28
K 0,73+0,112 1,30 £ 0,06 1,48 + 0,66%*
KZ5 0,67 £ 0,112 1,34 + 0,09 1,58 +0,01*°*
Hlorofil a Kz10 0,73 +0,01° 1,39 + 0,25 1,80 + 0,86"*
S 0,77 £ 0,142 0,81 + 0,04 0,71 £ 0,20
SZ5 0,75 + 0,052 0,93 +0,17¢ 0,80 £ 0,14¢*
SZ10 0,68 £ 0.122 0,88 + 0,110 0,75 £ 0,03°*
K 0,34 + 0,022 0,67 £ 0,04*" 0,83 £ 0,28
KZ5 0,38 + 0,082 0,59 £0,11*" 0,92 £ 0,03»%*
Hlorofil b KZz10 0,37 £ 0,082 0,65+ 0,07%" 0,98 + 0,14%*
S 0,35 £ 0,05? 0,39 +0,09° 0,31 £ 3,00°
Sz5 0,33 £0,03? 0,37 + 3,44° 0,35+4,43°
SZ10 0,32 £0,10? 0,33 +£0,02° 0,33 £ 3,76°
K 0,25 £ 0,072 0,36 + 0,05%" 0,55+ 0,172
KZ5 0,22 + 0,042 0,36 + 0,05%" 0,60 £0,182*
Karotenoidi KZ10 0,27 £ 0,012 0,38 + 0,03*" 0,62 £ 0,142¢
S 0,25 £ 0,012 0,33+ 0,01%" 0,27 + 0,05
Sz5 0,23 £0,072 0,32+ 0,01%" 0,26 + 0,04
SZ10 0,25 £ 0,042 0,34 £ 0,02¢" 0,26 + 0,06
K 1,07 £ 0,132 1,97 £0,11* 2,31+£0,33¢
KZ5 1,05 + 0,232 1,93 + 0,09 2,50 £ 0,212 b¢
Ukupni Kz10 1,11 + 0,072 2,04 £0,33*" 2,78 + 0,24
hlorofil S 1,13 + 0,09° 1,21 +£0,07° 1,02 + 0,08%
SZ5 1,08 £ 0,382 1,30 + 0,30 1,14 +0,13%
SZ10 1,01 £ 0,272 1,22 +0,07* 1,07 £ 0,15%
K 2,15+0,312 1,94 + 0,20° 1,79+0,13?
KZ5 1,83 +£0,222 2,21 +0,29% 1,73+ 0,222
Hlorofil Kz10 1,98 + 0,262 2,14+ 0,152 1,81+0,162
a/lb S 2,190,152 2,10+ 0,302 2,36 + 0,09°
SZ5 2,21 £0,242 2,44 £ 0,572 2,38 +0,12°
SZ10 2,12 +0,082 2,51+0,29% 2,37 £0,11°
K 4,28+ 1,232 5,37 £ 1,52¢" 4,20 + 1,30*
KZ5 4,71 + 1,052 5,36 + 1,32%" 4,16 + 1,05*
Ukupni KZ10 4,15+0,78° 5,37 +1,33*" 4,31+1,67*
hlorofil/ S 4,52 +0,89? 3,60 + 0,52 3,70 £ 0,792
karotenoidi SZ5 4,69 1,292 4,06 + 0,790 4,26+1,19?
SZ10 4,11+1,19° 3,59 +0,62° 4,11 + 1,027
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Prac¢enjem koncentracije fotosintetickih pigmenata kod biljaka koje su imale optimalan rezim
navodnjavanja (grupe K, KZ5 1 KZ10), utvrdeno je da su se tokom eksperimentalnog perioda
koncentracije obe vrste hlorofila (a i b) postepeno znacajno povecavale od 15. dana pa do 28. dana
(Tabela 9.) Medutim, kod biljaka uzgajanih u prisustvu zeolita, povecanje sadrzaja hlorofila a i b
je bilo intenzivnije u odnosu na ono koje je uo¢eno kod biljaka iz kontrolne grupe uzgajanih bez
zeolita. Nakon 28. dana, najviSe hlorofila a imale su biljke iz grupe KZ10 (18% viSe od grupe K 1
12% vise od grupe KZ5), a takode kod ove grupe biljaka u istom periodu izmjerena je i najveca
koncentracija hlorofila b (15% vise od grupe K i 6% vise od grupe KZ5). Ovakav trend povecanja
koncentracije hlorofila a i b kod biljaka sa optimalnim reZimom navodnjavanja u prisustvu zeolita
se odrazio istovremeno i na sadrzaj ukupnog hlorofila pa je kod grupe KZ10 utvrdena njegova
najveca koncentracija nakon 28 dana. Treba napomenuti da opisano povecanje koncentracije
hlorofila a i b u dodatku zeolita nije promijenilo stopu koja ukazuje na odnos ove dvije vrste
pigmenata, s obzirom da je odnos hlorofila a prema hlorofilu b bio bez statisticki znacajnih
promjena u poredenju izmedu grupa K, KZ5 i KZ10 tokom cijelog eksperimentalnog perioda. Kad
su u pitanju karotenoidi, njihov sadrZaj se takode postepeno poveéavao nakon 15. dana pa do kraja
eksperimentalnog perioda kod svih grupa biljaka sa optimalnim rezimom navodnjavanja, ali na
ovo povecanje nije uticalo prisustvo zeolita. S tim u vezi, tokom cijelog eksperimentalnog perioda
nije uo¢ena znacajna razlika u stopi koja ukazuje na odnos ukupnog hlorofila prema karotenoidima
u poredenju izmedu grupa K, KZ5 i KZ10 (Tabela 8.).

Susa je usporila povecanje sadrzaja hlorofila a ve¢ od 15. dana, ako se pogleda na povecanje
koncentracije ovog pigmenta koje je uoceno kod svih biljaka sa optimalnim reZimom
navodnjavanja. Kod biljaka iz grupa S, SZ5 1 SZ10 sadrZaj hlorifila a od pocetka eksperimentalnog
perioda pa do 15. dana imao je manji porast u odnosu na onaj kod kontrolnih grupa biljaka, ali je
dodatak 5% zeolita u supstrat dao najbolje rezultate, jer je kod grupe SZ5% izmjerena najveca

koncentracija ovog pigmenta u odnosu na sve grupe koje su bile pod uticajem suse (Tabela 8.).

Povecanje koncentracije hlorofila b je kod svih grupa biljaka koje su bile pod uticajem suse
izostalo ve¢ nakon 15. dana i u takvom stanju se odrzalo do 28. dana, a dodatak zeolita ni u jednoj

koncentraciji nije sprijecio ovaj efekat suse.

Kad je u pitanju uticaj suse na koncentraciju ukupnog hlorofila, uoceno je da je do 15. dana dodatak

zeolita imao izvjesnog efekta u sprecavanju njenih negativnih posljedica, s obzirom na to da je
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vrijednost ovog parametra zna¢ajno povecana kod grupa SZ5 i SZ10 u poredenju sa mjerenjima
od pocetka eksperimentalnog perioda, dok kod biljaka iz grupe S to nije bio slucaj. Sa produzetkom
susnog perioda, do dana 28, sadrzaj ukupnog hlorofila se kod svih grupa biljaka smanjio, ali je kod
grupe S to smanjenje bilo najuocljivije, buduci da su u tom periodu vrijednosti ovog parametra
bile manje nego u nultom danu. Kod biljaka iz grupa SZ5 i SZ10 vrijednost ukupnog hlorofila je

u danu 28 opala do nivoa koji je bio priblizan onom iz pocetnog perioda tj. nultog dana.

Odnos hlorofila a prema hlorofilu b nije se znacajno mijenjao pod uticajem suse sve do 28. dana
kada je uoCeno znacajno povecéanje vrijednosti ove stope kod svih biljnih grupa nezavisno od

prisustva ili koncentracije zeolita u supstratu.

Susa je manje uticala na sadrZaj karotenoida u odnosu na sadrzaj hlorofila, budu¢i da se kod grupa
S, SZ5 i1 SZ10 njihova koncentracija do 15. dana poveéavala priblizno istom mjerom kao i kod
kontrolnih grupa (K, KZ5 i KZ10). Mjerenjem sadrzaja karotenoida nakon 28. dana suse utvrdeno
je smanjenje njihove koncentracije kod svih biljnih grupa koje su bile bez vode, a zeolit u supstratu
nije sprije¢io ovaj efekat. Sadrzaja karotenoida se smanjio priblizno do onog nivoa kojeg su biljke

imale u nultom danu eksperimenta.

Stopa odnosa ukupnog hlorofila prema karotenoidima je najvise promijenjena kod biljaka iz grupe
S, jer je kod njih ve¢ od 15. dana primje¢eno opadanje vrijednosti ovog parametra, koje je takvo
ostalo i do 28. dana. Dodatak zeolita u supstrat (obje koncentracije) ublazio je smanjenje
vrijednosti odnosa ukupnog hlorofila prema karotenoidima, jer je ono bilo znac¢ajno manje nego
kod biljaka koje su uzgajane bez njegovog prisustva. Ipak, u poredenju sa kontrolnim grupama
biljaka koje su navodnjavane (K, KZ5 i KZ10) odnos ukupnog hlorofila prema karotenoidima je

bila zna¢ajno manja.

Karakteristike stoma

Svi izmjereni parametri koji definiSu karakteristike stoma predstavljeni su u Tabeli 9. Dodatak
zeolita (5 ili 10%) u supstrat u uslovima optimalnog navodnjavanja biljaka nije uticao ni na jedan
izmjereni parametar vezan za karakteristike stoma, jer tokom trajanja eksperimentalnog perioda
nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu grupa K, KZ5 1 KZ10. Nakon 15. dana uticaja suse
jedini parametar koji je bio znacajno promijenjen jeste Sirina stominog otvora, jer je ona bila za
27% manja kod grupe S u odnosu na grupu K. Dodatak 10% zeolita u supstrat nije sprijecio

zatvaranje stominog otvora, s obzirom da je nakon 15. dana njegova prosjecna Sirina kod grupe
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SZ10 bila manja za 30% u odnosu na onu koja je izmjerena kod grupe KZ10. Dodatak 5% zeolita
u supstrat je do 15. dana sprijecio uticaj suSe na smanjenje stominog otvora jer do tada nije uocena
statisticki znacajne promjene svih prac¢enih karakteristika stoma, jer je u tom periodu kod grupe S
u odnosu na grupu K uodeno sljedece: povecéanje gustine stoma po mm? za 15%, smanjenje
stominog aparata (duzine za 30% i Sirine za 28%) te smanjenje stominog otvora (duzine za 19% i
Sirine za 49%). Dodatak 10% zeolita u supstrat ni nakon 28 dana nije sprijecio negativan uticaj
suse na prac¢ene karakteristike stoma, buduéi da su promjene koje su uoc¢ene u poredenju izmedu
grupa K i S imale istu dinamiku i intenzitet kod poredenja grupa KZ10 i SZ10. S druge strane
dodatak 5% zeolita u supstrat je donekle sprijecio negativni uticaj suse jer su kod svih prac¢enih
karakteristika stoma uocene znacajne razlike izmedu grupe SZ5 u poredenju sa grupama S i SZ10.
Medutim uocene su i razlike u izmjerenim parametrima izmedu grupe SZ5 sa kontrolnim grupama
(K, KZ5 i KZ10). U tom smislu moze se re¢i da je dodatak 5% zeolita u supstrat sprijecio
zatvaranje stominog otvora usljed uticaja suse do dana 28, nakon Cega je uoceno znacajno
smanjenje njegove Sirine (41% u odnosu na grupu KZ5). U konacnici, moze se konstatovati da je
dodatak 5% zeolita u supstrat donekle ublazilo promjene stominih karakteristika pod uticajem
suse, iako ono nije u potpunosti ostvareno jer su zabiljeZena zna€ajna smanjenja stominog aparata
i otvora kao i poveéanje gustine stoma po mm?. S druge strane dodatak 10% zeolita u supstrat nije
ni malo sprijecilo negativne posljedice suSe jer su sve opisane promjene stominih karakteristika
imale isti trend kao i kod biljaka koje su bile bez zeolita u susnim uslovima. Primjeri otisaka stoma
uzimanih sa abaksijalnog epidermisa listova biljaka paradajza iz svih eksperimentalnih grupa

tokom tri faze u okviru eksperimentalnog perioda (Dan 0, 15 i 28) predstavljeni su na slici 38.
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Tabela 9. Karakteristike stoma uzorkovanih sa abaksijalnog epidermisa listova paradajza tokom
eksperimentalnog perioda: BS/mm?- broj stoma po mm? povrsine lista; DSA-duzina stominog aparata; SSA-
Sirina stominog aparata; DSO- duZina stominog otvora; SSO- $irina stominog otvora. Veli¢ine su izraZene u
pm kao srednja vrijednost od 10 mjerenja £ SD. K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije 5%;
KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije 5%;
SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razli¢ita mala slova abc oznaCavaju statisticki zna¢ajnu razliku
izmedu poredenih grupa biljaka u okviru istog vremenskog perioda uzorkovanja, a razliciti simboli *¢
oznacavaju statisticki znacajnu razliku kod iste grupe biljaka u odnosu na prethodni period uzorkovanja (p <

0,05).
Parametar Grupa biljaka Dan 0 Dan 15 Dan 28
K 131,64 £ 12,87% 133,77 £17,43? 133,21 + 15,328
KZ5 129,61 + 7,332 134,21 £9,932 132,69 + 12,572
BS/mm? KZ10 131,60 £ 15,04% 135,72 £ 5,992 131,09 + 10,522
S 130,66 + 11,872 139,87 £ 16,15° 156,22 + 25,43
SZ5 132,55 + 8,952 136,33 £11,32° 143,77 £ 19,21~
SZ10 133,71 + 6,992 138,67 £ 14,91° 152,79 + 21,34
K 18,88 + 0,782 19,22 + 0,392 20,19 £ 2,40°
KZ5 18,54 + 1,232 19,54 + 1,422 19,08 + 0,252
DSA KZ10 18,95 £ 1,20¢ 18,68 £ 1,972 19,44 + 1,672
S 17,97 £ 0,952 16,43 + 1,482 14,29 + 0,74
SZ5 18,45+ 1,482 17,22 £ 1,902 16,22 + 0,80¢"
SZ10 19,01 + 1,452 16,34 + 2,052 13,98 + 0,67
K 12,45 + 0,902 12,39+ 0,178 12,98+ 1,178
KZ5 12,66 + 0,112 13,29+ 1,122 13,25 + 1,052
SSA KZ10 12,97 £ 0,782 12,99+ 1,162 12,48 + 0,982
S 13,05 + 0,952 11,66 £ 0,982 9,35 + 0,99
SZ5 12,73+ 1,132 12,41 + 0,492 10,64 + 1,22
SZ10 12,69+ 0,772 12,09 £ 0,982 8,95 + 1,95
K 11,56 + 0,652 11,37 £ 0,462 11,33 +0,332
KZ5 11,64 £ 0,952 12,23+ 0,872 12,18 £1,432
DSO KZ10 10,77 £ 1,232 11,34 £ 0,562 11,57 £ 0,952
S 11,09+ 0,572 10,44 + 0,462 9,17 + 0,33
SZ5 11,49 £ 0,872 10,91+ 0,742 10,02 + 0,66¢
SZ10 10,89+ 0,672 10,99 £ 0,342 9,32 + 0,98
SSoO K 4,12+ 0,432 4,18 £ 0,85° 4,04 £ 0,162
KZ5 4,22 £ 0,45° 3,94 £ 0,272 4,16 £ 0,472
KZ10 4,32 £ 0,322 4,48 £ 1,070 4,80 +£0,29?
S 3,98+ 0,98° 3,01 + 0,55 2,06 + 0,23
SZ5 4,05+ 0,56° 3,79+ 0,66° 2,44 + 0,43
SZ10 4,02 £ 0,54° 3,14 + 0,22 2,11 £ 0,33
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Slika 38. Otisci stoma uzimanih sa abaksijalnog epidermisa listova kod biljaka paradajza (Solanum
lycopersicum) u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15 i dan 28): K- kontrola, KZ5-
grupa kontrola i zeolit koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa;
SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Strelice oznacavaju

pojedinacne primjere stoma analiziranih pod mikroskopskim povecanjem (10 puta).
5.3.3. Parametri antioksidativhog metabolizma
Aktivnost i izoenzimski profil superoksid dismutaze

Specificnim bojenjem gela dobijenog nakon nativne elektroforeze za detekciju aktivnosti
superoksid dismutaze kod svake biljne grupe utvrdeno je prisustvo po tri SOD izoforme (Rf
SOD1=0,67; Rf SOD2= 0,72; Rf SOD3= 0,78) i takvav izoenzimski profil je bio konstantan od
nultog do 28. dana (Slika 40.). Iako se broj SOD izoformi nije izmijenio pod uticaj suse, njihova
ukupna aktivnost se povecavala, §to je potvrdeno denzitometrijskom analizom razdvojenih traka
na gelu koje su detektovane u uzorcima iz grupa S, SZ5 i SZ10. U kontrolnim grupama biljaka (K,
KZ5 i KZ10) znacajno povecanje SOD aktivnosti je detektovano tek kod mjerenja u 28. danu, S
tim da je ono bilo najizrazenije kod biljaka kojima nije dodavan zeolit (grupa K). Kod biljaka koje
su bile pod uticajem suse (S, SZ5 i SZ10) SOD ukupna aktivnost znacajno je porasla ve¢ nakon
15. dana, a trend porasta se nastavio i do 28. dana (Slika 39, sekcija A). Poredenjem ukupne SOD

aktivnosti u 28. danu izmedu razli¢itih grupa biljaka uoceno je da je ona kod grupe S bila veca za
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35% u odnosu na onu koja je izmjerena kod grupe K, a aktivnost izmjerena kod grupe SZ10 je bila
veca za 41% u odnosu detektovanu aktivnost kod grupe KZ10. Najmanja razlika u SOD aktivnosti
U 28. danu utvrdena je izmedu grupa KZ5 i SZ5 i iznosila je 25%, §to znaci da je dodatak 5%

zeolita u supstrat najvise ublazilo povecanje SOD aktivnosti izazvano susom.
Aktivnost peroksidaza Klase 111

Peroksidazna aktivnost odredena spektrofotometrijskim mjerenjem oksidacije pirogalola pokazala
je da se kod svih grupa biljaka aktivnost ovog enzima progresivno povecavala od 15. dana pa do
kraja eksperimentalnog perioda. Medutim, rezultati su pokazali da je takvo povecanje bilo
izraZenije kod biljaka koje su bile pod uticajem suse, jer je nakon 28. dana POD aktivnost bila
znacajno veca kod grupa S, SZ5 i SZ10 u odnosu na sve kontrolne grupe (Slika 39, sekcija B).
Takode, dodatak obe koncentracije zeolita nije sprijecio povecanje POD aktivnosti uzrokovano
susom. Specificnim bojenjem gela na peroksidaznu aktivnost nakon nativne PAGE pokazano je
da se kod kontrolnih grupa biljaka (K, KZ5 i KZ10) izoenzimski profil nije promijenio tokom
eksperimentalnog perioda te je kod ovih biljaka detektovano po pet POD izoformi: Rf POD1=
0,42; Rf POD2= 0,54; Rf POD3= 0,55; Rf POD 4= 0,72; Rf POD5= 0,77 (Slika 41.). S druge
strane, kod svih biljaka koje su bile pod uticajem suse nakon 21. potvrdeno je prisustvo nove POD
izoforme, oznacene kao POD3' jer je njena Rf vrijednost iznosila 0,60 i bila je pozicionirana
izmedu izoformi 3 i 4 (Slika 41.).

Aktivnost askorbat peroksidaze

Aktivnost askorbat peroksidaze je kod svih grupa biljaka imala vrlo sli¢an trend promjene kao i
SOD aktivnost. Uoceno je da se kod biljaka sa optimalnim navodnjavanjem (K, KZ5 i KZ10) APX
aktivnost znacajno povecala tek nakon 28. dana, dok je susa indukovala povecanje aktivnosti ovog
enzima nakon 15. dana te se taj trend povecanja nastavio sve do kraja eksperimentalnog perioda
(Slika 39, sekcija C). Dodatak zeolita u supstrat je umanjio povec¢anje APX aktivnosti, tako da je

28. dana ovaj enzim imao znacajno manju aktivnost (12%) kod grupe SZ5 u odnosu na grupu S.

113



1x10° s g K
K c C =
N 9x10° KZ5 g 0-30 B KZ5
g 2 5 | = < Kz10
S & 8x10° EmKZ10 © 025 =8
£ € 7x10°{ =28 o e
S 3 6x10°] 22520 8 020155570
B © 5x10° % 20151
S £ 4x10°] S o
8_% 3x10° BEEn e E U Lo
@ = 2x10°] = 0.05-
5 1 [o]
s L € .00
"~ DanO0 Dan15  Dan 28
C) D)
2.00 mmk EmK 3
o & 175 |EmKS a 0127 @mkzs 24
s 2 1 50| EmKZ10 S 040 mmKZIO
E g— 125:325 g 0-08 gzs
g”m 4 g 5210 T .08
T O
& £ 1.00] 22 506]
S ' 0.751 T -
Kel ¥
s £ = 0.044 @
2 5 050 E ;
< € g25| 223232 % 0.02 | |
0.00- i 0.00- a8 U1
Dan 0 Dan 28 Dan 0 Dan 15 Dan 28

Slika 39. Aktivnost enzima antioksidativnog metabolizma u listovima paradajza (Solanum lycopersicum)
uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15 i dan 28): A) superoksid
dismutaza; B) peroksidaza; C) askorbat peroksidaza; D) katalaza. K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit
koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit
koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razli¢ita mala slova a, b, ¢ oznacavaju
statisticki znacajnu razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, dok razli¢iti simboli * ¢ oznacavaju

statisti¢ki znacajnu razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period uzorkovanja (p < 0,05).

Aktivnost katalaze

Kod svih kontrolnih grupa biljaka (K, KZ5 i KZ10) uoceno je progresivno povecanje aktivnosti
katalaze, jer je u svakoj tacki uzorkovanja izmjereno statisticki znacajno povecanje ovog enzima
(Slika 39, sekcija D). Nasuprot ovome, susa je uzrokovala smanjenje katalazne aktivnosti, jer je
kod biljaka iz grupe S 1 SZ10 izostalo njeno povecanje koje je bilo prisutno kod kontrolnih biljaka
u istom periodu. lzuzetak je bila CAT aktivnost kod grupe SZ5 koja se nije razlikovala u pogledu

statisticke znaCajnosti od one koja je izmjerena kod kontrolnih grupa u danu 15. Do 28. dana suse
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smanjenje CAT aktivnosti je postalo jos izrazenije pa je kod grupe S ovaj enzim imao manju
aktivnost za 83% u odnosu na onu Kkoja je izmjerena kod grupe K. Takode, u istom periodu CAT
aktivnost kod grupe SZ10 je bila za 75% manja u odnosu na onu koja je izmjerena kod grupe
KZ10. Dodatak 5% zeolita u supstrat je u izvjesnoj mjeri ublazio smanjenje CAT aktivnosti jer je
ona kod grupe SZ5 bila za 54% manja u odnosu na vrijednosti izmjerene kod grupe KZ5 te se

statisti¢ki znacajno razlikovala od aktivnosti enzima kod biljaka iz grupe S.

K KZ5 KZ10 S SZIS SZIIO

i, e
o A b B e
# § » i
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Slika 40. 1zoenzimski profil superoksid dismutaze (SOD) dobijen nakon nativne PAGE iz proteinskih
frakcija izolovanih iz listova biljaka paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanih u razli¢itim fazama
eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15 i dan 28): K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije
5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije

5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%.
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Slika 41. 1zoenzimski profil peroksidaza klase 111 (POD) dobijen nakon nativne PAGE iz proteinskih
frakcija izolovanih iz listova biljaka paradajza (Solanum lycopersicum) uzorkovanih u razli¢itim fazama
eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15 i dan 28): K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije
5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije
5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Specifi¢no bojenje gela uradeno je 0,01% 4-hloro-a-
naftolom u prisustvu 0,03% H,05.

Koncentracija fenola

Tabela 10. Koncentracija ukupnih fenola (mg GAE g* svijeze mase) u listovima paradajza (Solanum
lycopersicum) uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 15 i dan 28): K- grupa
kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-
grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razlicita
mala slova a, b, ¢ oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, a razliciti
simboli * 4 oznacavaju statisticki znacajnu razliku u okviru iste biljne grupe izmedu u odnosu na prethodni
period uzorkovanja (p < 0,05).

Grupa biljaka Dan 0 Dan 15 Dan 28
K 6,14 £ 0,322 8,57 +0,61*" 11,03 +0,47%
KZ5 5,47 +0,18° 8,25 + 0,48*" 10,48 + 0,322
KZ10 6,33 £ 0,26° 9,05 + 0,49%" 11,09 + 0,612
S 6,74 £0,47° 13,29 + 0,95”" 16,00 + 1,57
SZ5 5,53 £ 0,222 9,09+ 1,12% 12,85+ 1,92«
SZ10 5,57 £ 0,67° 13,12 +0,21°" 14,25 + 1,65°¢




Mjerenjem sadrzaja ukupnih fenola utvrdeno je da se njihova koncentracija povecavala u listovima
biljaka iz svih kontrolnih grupa (K, KZ5 i KZ10) pa je nakon svakog uzorkovanja uocen
statististiCki znacajan porast bez medusobne razlike po grupama. U tom smislu se moze re¢i da
dodatak zeolita u uslovima optimalnog navodnjavanja nije imao uticaja na sadrzaj fenola (Tabela
10.). Povecanje sadrzaja fenola je bilo intenzivnije tokom suSe u odnosu na povecéanje koje je
uoceno kod optimalnog navodnjavanja, tj. kod kontrolnih grupa. Tako su mjerenjem koncentracije
fenola nakon 15. dana suse kod grupe S 1 SZ10 dobijene vrijednosti koje su bile statisticki znacajno
veée u odnosu na one koje su izmjerene kod kontrolnih grupa biljaka. Moze se re¢i da je dodatak
5% zeolita u supstrat sprijecio uticaj suse na intenzivno povecéanje sadrzaja fenola do 15. dana, jer
je njihova koncentracija u listovima biljaka iz grupe SZ5 bila priblizna onoj koja je izmjerena kod
grupa K, K75 i KZ10. Produzetak suse do 28. dana je dodatno povecao koncentraciju fenola pa je
tako najveca vrijednost izmjerena kod grupe S (31% veéa nego kod grupe K). Istovremeno je
dodatak 5% zeolita imao najbolji efekat u spre¢avanju akumuliranja fenola, s obzirom da je njihov
sadrZaj u listovima biljaka iz grupe SZ5 bio znac¢ajno manji nego kod grupe S (priblizno za 20%),

iako su izmjerene vrijednosti bile vece nego kod kontrolnih grupa (K, KZ5 i KZ10).
5.4. ISTRAZIVANJE NA BILJKAMA KUKURUZA

Istrazivanje na biljkama kukuruza je takode sprovedeno tokom druge godine
eksperimentalnog dijela rada, pri ¢emu u supstrat dodato 5% i 10% zeolita, a biljke su podvrgnute
uticaju suse u trajanju od 48 dana. Sadnice su bile podijeljene u Sest eksperimentalnih grupa, na
sli¢an nacin kao 1 biljke paradajza u drugoj eksperimentalnoj godini: 1) grupa kontrola (K), koja
je tokom eksperimentalnog perioda navodnjavana optimalnom koli¢inom vode pri ¢emu u susptrat
nije dodat zeolit; 2) grupa KZ5, koja je optimalno navodnjavana ali je u supstrat dodato 5% zeolita;
3) grupa KZ10, koja je optimalno navodnjavana ali je u supstrat dodato 10% zeolita; 4) grupa susa
(S) su biljke koje nisu dobijale vodu tokom eksperimentalnog perioda pri ¢emu u supstrat nije
dodat zeolit; 5) grupa SZ5 su biljke koje nisu dobijale vodu tokom eksperimentalnog perioda ali
je u supstrat dodato 5% zeolita i 6) grupa SZ510 su biljke koje nisu dobijale vodu tokom
eksperimentalnog perioda ali je u supstrat dodato 10% zeolita. Uzorkovanje biljaka obavljeno je

na pocetku eksperimentalnog perioda (Dan 0) te nakon 42. 1 48. dana trajanja suSe.
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5.4.1. Morfologija biljaka

Dodatak zeolita u supstrat kod optimalno navodnjavanih biljaka kukuruza imao je drugaciji
efekat u odnosu na onaj koji je uocen kod biljaka paradajza, s obzirom na to da je doslo do
odredenog usporavanja rasta izdanka. Nakon 42. dana eksperimentalnog perioda prosje¢na duzina
izdanka kod biljaka iz grupa KZ5 i KZ10 je bila statisticki zna¢ajno manja u odnosu na izmjerenu
duzinu izdanka kod biljaka iz grupe K (Slika 43.). Do 48. dana uoc¢en je dodatni znacajan rast
biljaka iz svih grupa koje su navodnjavane, ali je on bio manji u prisustvu zeolita. Najmanja duzina
izdanka nakon 48. dana izmjerena je kod biljaka iz grupe KZ10 (15% manje u odnosu na grupu K
i 5% manja u odnosu na grupu KZ5). Zbog uticaja suse, usporen je rast izdanka kod svih biljaka
koje nisu navodnjavane, $to je i potvrdeno mjerenjem u 42. danu (Slika 43.). Nakon toga, do 48.
dana sve biljke iz grupa koje nisu navodnjavane nisu dodatno porasle, a najmanja duzina izdanka
izmjerena je kod grupe SZ10. U tom smislu konstatovano je da pored suse, dodatak zeolita u
supstrat dodatno negativno uti¢e na rast biljaka kukuruza. Primjerci biljaka kukuruza iz svih
ispitivanih grupa koji su uzorkovani nakon 42. i 48. dana eksperimentalnog perioda predstavljeni

su na Slici 42.

KZ5 KZ10 S SZ5 SZ10

Slika 42. Morfologija biljaka kukuruza (Zea mays) uzorkovanih nakon 48. dana eksperimentalnog perioda:
K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije

10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%.
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Slika 43. Prosjecna duzina izdanka biljaka kukuruza (Zea mays) uzorkovanih u razli¢itim fazama
eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 42 i dan 48): K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije
5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije
5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razli¢ita mala slova a, b, ¢, d, e oznacavaju statisticki
znacajnu razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, dok razliiti simboli * ¢ oznacavaju statisticki
znacajnu razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period uzorkovanja (vrijednosti iz nultog
dana za grupe K, KZ5 i KZ10 su takode tretirane kao vrijednosti iz nultog dana i za grupe S, SZ5 1 SZ10,
respektivno) (p < 0,05).

5.4.2. Relativni sadrzaj vode

Rezultati mjerenja relativnog sadrzaja vode u listovima biljaka kukuruza ukazuju da tretman sa
zeolitom u uslovima optimalnog navodnjavanja nije znacajno uticao na ovaj parametar buduci da
su tokom cijelog eksperimentalnog perioda njegove vrijednosti bile bez znacajnih oscilovanja kod
grupa K, KZ5 i KZ10 (Slika 44.). Kod biljaka iz grupe S nakon 42. dana pa do kraja
eksperimentalnog perioda doslo je do progresivnog smanjivanja sadrzaja vode u listovima pa je
nakon 48. dana on bio za 50% manji nego kod grupe K u istom periodu. Tretman sa zeolitom u
uslovima suse je u zavisnosti od koncentracije razli€ito uticao na sadrzaj vode u listovima. Tako

je kod grupe SZ5 nakon 42. dana uo¢en manji sadrzaj vode u listovima u odnosu na onaj koji je
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izmjeren kod grupe S (za 13%), ali je nakon 48. dana doSlo do povecanja vrijednosti ovog
parametra pa je sadrzaj vode u listovima kod ove grupe bio veci za 24% nego kod grupe S. S druge
strane, kod grupe SZ10, od 42. pa do 48. dana izmjeren je najmanji sadrzaj vode u listovima biljaka
u odnosu na sve testirane grupe. U tom smislu dodatak 10% zeolita u supstrat je najnepovoljnije

uticao a relativni sadrzaj vode u listovima biljaka u uslovima suse.
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Slika 44. Relativni sadrzaj vode (%) u listovima biljaka kukuruza (Zea mays) uzorkovanih u razli¢itim
fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 42 i dan 48): K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit
koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit
koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razli¢ita mala slova a, b, ¢, d oznacavaju
statisticki znacajnu razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, dok razli¢iti simboli * ¢ oznacavaju
statisticki znacajnu razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period uzorkovanja (vrijednosti
iz nultog dana za grupe K, KZ5 i KZ10 su takode tretirane kao vrijednosti iz nultog dana i za grupe S, SZ5
i SZ10, respektivno) (p < 0,05)
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5.4.3. Karakterizacija proteina razdvojenih SDS-elektroforezom

Elektroforegrami dobijeni SDS-elektroforezom proteinskih ekstrakata svih testiranih grupa biljaka
kukuruza uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda predstavljeni su na Slici 45.
Molekulske mase razdvojenih proteina izracunate su na osnovu jednacine pravca standardne krive
za proteinske markere, a potom su metodom denzitometrije u softveru TotalLab izracunate
koli¢ine pojedinih proteina koji su imali najuocljiviju dinamiku promjene medu ispitivanim
biljnim grupama.
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Slika 45. Elektroforegram dobijen nakon SDS PAGE analize proteinskog ekstrakta dobijenog iz listova
biljaka kukuruza (Zea mays) uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 42 i
dan 48): M- proteinski marker poznatih molekulskih masa; K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit
koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit
koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. U frakcijama uzoraka obiljeZeni su proteini
sa molekulskim masama od 55 kDa (Rubisco), 22 kDa, 18 kDa, 16 kDa i 14 kDa.

Sadrzaj Rubisco-a

Rezultati su pokazali da se sadrzaj enzima Rubisco (proteina molekulske mase od 55 kDa)
znacajno povecao od pocetka eksperimentalnog perioda do 42. dana kod svih ispitivanih biljnih
grupa (Slika 46.). Medutim, uoceno povecanje sadrzaja Rubisco-a je imalo razli¢it inzenzitet u
zavisnosti od tretmana sa zeolitom, ali i u zavisnosti od rezima navodnjavanja. Tako je do 42. dana
koli¢ina ovog enzima bila znacajno veca kod biljaka iz grupe KZ10 u odnosu na njegovu koli¢inu
kod grupe K (za 15%). Povecanje sadrzaja ovog enzima je detektovano i kod svih biljaka koje su
bile pod uticajem suSe do 42. dana i to u ve¢oj mjeri u odnosu na biljke iz kontrolnih grupa (za
27% kod grupe S u odnosu na grupu K, za 25% kod grupe SZ5 u odnosu na grupu KZ5 te za 15
% kod grupe SZ10 u odnosu na grupu KZ10).
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Nakon 42. dana sadrzaj Rubisco-a se do 48. dana znacajno smanjio kod svih kontrolnih grupa
biljaka, bez znacajne razlike u pogledu prisustva ili koncentracije zeolita. U istom periodu doslo
je do intenzivnijeg smanjenja sadrzaja ovog enzima i kod biljaka izlozenih uticaju suse.
Najznacajnije smanjenje sadrzaja Rubisco-a uoceno je kod biljaka iz grupe SZ10 koje je pri tom
bilo izrazenije u odnosu na detektovano smanjenje kod grupa S i SZ5. Nakon 48. dana, koli¢ina
Rubisco-a u listovima biljaka iz grupe S bila je za 27% manja u odnosu na njegovu koli¢inu u
listovima biljaka iz grupe K, dok je u poredenju izmedu grupa SZ5 i KZ5 uocena manja razlika,
od 17%. Najizrazenije smanjenje sadrzaja Rubisco-a uoceno je kod kombinovanog tretmana suse
1 zeolita, budu¢i da je nakon 48. dana njegova kolicina kod biljaka iz grupe SZ10 bila manja za

64% u odnosu na koli¢inu u listovima biljaka iz grupe KZ10.
Sadrzaj proteina malih molekulskih masa

Analizom SDS elektroforegrama uoCene su znacajne promjene u koli€ini proteina malih
molekulskih masa koji su izolovani iz listova biljaka izlozenih uticaju suse (Slika 47.). U periodu
od 42. do 48. dana eksperimentalnog perioda, kod biljaka iz grupa S, ZS5 1 SZ10 uoceno je
znacajno povecanje koli¢ine proteina sa molekulskim masama od 22, 18, 16 i 14 kDa. Koli¢ine
navedenih proteina kod biljaka iz grupa K, KZ5 i KZ10 su manje oscilovale u istom periodu u
odnosu na one koje su uocene kod biljaka tretiranih suSom, a takode nije promjeceno znacajno
odstupanje u njihovom sadrzaju u odnosu na tretman sa zeolitom (Slika 47.). Koli¢ina svih
navedenih proteina je do 42. dana bila priblizno jednako uvec¢ana kod svih biljaka koje su bile pod
uticajem suse, bez obzira na prisustvo 1 koncentraciju zeolita u susptratu. Nakon toga, do 48. dana
suSe uocene su razlike u sadrZaju navedenih proteina izmedu biljaka uzgajanih bez zeolita i sa
njegovim dodatkom, odnosno statisticki znacajno vec¢a koli¢ina kod grupa SZ5 1 SZ10 u odnosu
na grupu S. Najizrazenija razlika je uocena u sadrzaju proteina molekulske mase od 14 kDa cija
se koli¢ina kod biljaka iz grupe S smanjila u periodu od 42. do 48. dana, dok kod biljaka iz grupa
SZ5 1 SZ10 to nije bio slucaj. Tako je u 48. danu sadrzaj ovog proteina kod grupe S bio znacajno
veéi u odnosu na onaj kod kontrolnih biljaka (grupe K, KZ5 i KZ10), ali istovremeno i manji za
30% u odnosu na koli¢inu kod grupe SZ5 i za 28% kod grupe SZ10 (Slika 47, sekcija D).
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Slika 46. Sadrzaj enzima Rubisco u listovima biljaka kukuruza (Zea mays) uzorkovanih u razli¢itim fazama
eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 42 i dan 48): K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije
5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije
5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razli¢ita mala slova @, b, ¢ oznacavaju statisticki znacajnu
razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, dok razli¢iti simboli * ¢ oznacavaju statisti¢ki znacajnu
razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period uzorkovanja (vrijednosti iz nultog dana za
grupe K, KZ5 i KZ10 su takode tretirane kao vrijednosti iz nultog dana i za grupe S, SZ5 i SZ10,
respektivno) (p < 0,05).
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Slika 47. Sadrzaj proteina malih molekulskih masa u listovima biljaka kukuruza (Zea mays) uzorkovanih u
razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 42 i dan 48): A) Protein molekulske mase 22 kDa,
B) Protein molekulske mase 18 kDa, C) Protein molekulske mase 16 kDa, D) Protein molekulske mase 14
kDa; K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit
koncentracije 10%; S-grupa suSa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije 5%; SZ10-grupa suSa i zeolit
koncentracije 10%. Razli¢ita mala slova a, b, ¢ oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku izmedu testiranih
grupa u istom periodu, dok razli¢iti simboli * ¢ oznacavaju statisticki znacajnu razliku u okviru iste biljne
grupe u odnosu na prethodni period uzorkovanja (vrijednosti iz nultog dana za grupe K, KZ5 i KZ10 su

takode tretirane kao vrijednosti iz nultog dana i za grupe S, SZ5 i SZ10, respektivno) (p < 0,05).
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5.4.4. Koncentracija hemijskih elemenata

Rezultati mjerenja koncentracije hemijskih elemenata (makroelementi i mikroelementi) u
listovima biljaka uzorkovanih na kraju eksperimentalnog perioda (dan 48) predstavljeni su u
Tabeli 11. Tretman sa zeolitom u uslovima optimalnog navodnjavanja znacajno je uticao na
koncentraciju svih mjerenih elemenata u listovima, a ostvareni uticaj je zavisio od dodate koli¢ine
u supstrat biljaka. Upravo proporcionalno sa pove¢anjem sadrzaja zeolita u supstratu doslo je do
statisticki znaCajnog smanjenja koncentracije kalcijuma u listovima pa je sadrzaj ovog elementa
kod grupe KZ5 bio manji u odnosu na onaj kod grupe K (za 13%), a kod grupe KZ10 jo§ manji
(za 20%). Kod grupe KZ5 izmjeren je manji sadrzaj magnezijuma (za 32%), bakra (za 10%),
gvozda (za 24%) 1 cinka (za 12%) u odnosu na vrijednosti izmjerene kod grupe K, a jedino je
sadrzaj kalijuma bio bez statisticki znac¢ajne promjene. Kod grupe KZ10 pored opisanog smanjenja
koncentracije kalcijuma, uoc¢eno je istovremeno povecanje koncentracije kalijuma (za 10%) i cinka
(za 32%) u odnosu na vrijednosti izmjerene kod grupe K, dok je sadrzaj magnezijuma, bakra i

gvozda bio bez znacajnih razlika.

Susa je indukovala smanjenje koncentracije analiziranih elemenata, pa je kod grupe S u odnosu na
grupu K uoceno smanjenje sadrzaja kalijuma za 37%, kalcijuma za 35%, magnezijuma za 52%,
bakra za 36% i gvozda za 59%, dok je nasuprot njima, koncentracija cinka bila povecana za 25%.
Dodatak 5% zeolita u supstrat nije sprije¢io smanjenje koncentracije niti jednog elementa osim
bakra pa je kod grupe SZ5 njegov sadrzaj bio veéi za 22% u odnosu na grupu S, dok su
koncentracije K, Ca, Mg i Fe imale vrijednosti priblizne onima kod grupe S. Osim toga, kod grupe
SZ5 izostalo je povecanje koncentracije cinka koje je uoc¢eno kod grupe S, a izmjerene vrijednosti
su bile priblizne onima iz kontrolnih grupa (K, i KZ5). Dodatak 10% zeolita u supstrat u uslovima
suse je dodatno smanjio koncentraciju svih makroelemenata, pa je kod grupe SZ10 izmjerena
najmanja koncentracija K, Ca i Mg u odnosu na sve sve ispitivane grupe biljaka. Osim toga, sadrzaj
Cu i Fe u listovima biljaka iz grupe SZ10 nije se znacajno razlikovao od koncentracija ovih
elemenata kod grupe S. Sadrzaj cinka u listovima biljaka iz grupe SZ10 bio je znac¢ajno manji nego

kod grupe S i to u pribliznom nivou kao kod grupe SZ5.
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Tabela 11. Koncentracija makroelemenata (kalijum, kalcijum, magnezijum) i mikroelemenata (bakar, gvozde, cink)
u suvoj masti listova kukuruza (Zea mays) uzorkovanih nakon 28. dana eksperimentalnog perioda: K- grupa kontrola,
KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-
grupa susa i zeolit koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razli¢ita mala slova a, b, ¢, d, e

oznadavaju statisti¢ki znadajnu razliku izmedu testiranih grupa biljaka u odnosu na jedan hemijski element (p < 0,05).
Grupa K (g kg™ Ca (gkg?’) | Mg(gkg?) | Cu(mgkg?) Fe (mg kg™) Zn (mg kg™)
biljaka

K 27,72 £1,742 4,69 + 0,662 2,79 £ 0,222 9,59 + 2,212P 129,64 + 21,222 56,59 £ 6,672
KZ5 26,11 £ 2,212 4,09 + 0,54° 1,90 + 0,14° 8,66 + 1,98° 98,04 + 10,81° 49,90 +5,77°
KZ10 30,69 + 4,77° 3,78 £ 0,32°¢ 2,820,172 10,65 + 2,21¢ 127,02 + 9,882 82,47 £ 13,33¢
S 17,42 + 1,36° 3,04 + 0,66 1,34 £0,11° 6,16 +1,21° 53,17 £ 11,22°¢ 75,98 £ 7,78°
SZ5 16,27 £ 2,09° 3,14 + 0,54¢ 1,42 £0,21° 7,96 + 0,98° 54,25 + 7,87° 53,14 + 9,812P
SZ10 13,38 + 1,78¢ 2,78 £ 0,32¢ 1,09 +0,18¢ 6,86 + 2,21°¢ 51,42 £ 8,43° 47,32 + 5,56°

5.4.5. Parametri antioksidativhog metabolizma
Aktivnost i izoenzimski profil superoksid dismutaze

Specificnim bojenjem gela dobijenog nakon nativne elektroforeze za detekciju aktivnosti
superoksid dismutaze utvrdeno je prisustvo po tri SOD izoforme u svim testiranim uzorcima (Rf
SOD1=0,36; Rf SOD2=0,40; Rf SOD3=0,83) (Slika 47.). lako ni kod jedne grupe biljaka tokom
trajanja eksperimenta nije doslo do promjene u izoenzimskom profilu ovog enzima, ipak su uocene
odredene promjene u njegovoj aktivnosti usljed uticaja suse. Nakon 42. dana i 48. dana SOD
aktivnost je bila znaCajno veca kod svih biljaka izloZzenih uticaju suse u odnosu na njihove
kontrolne grupe. Ipak, dodatak zeolita ni u jednoj koncentraciji nije sprije¢io opisano povecanje
aktivnosti SOD budu¢i da tokom cijelog eksperimenta nije uoc¢ena znacajna razlika u njegovoj

aktivnosti izmedu grupa S, SZ5 1 SZ10 (Slika 48, sekcija A).
Aktivnost askorbat peroksidaze

Aktivnost askorbat peroksidaze se tokom cijelog eksperimenta progresivno povecavala
kod svih biljaka sa optimalnim navodnjavanjem (grupe K, KZ5 1 KZ10) ali bez medusobne razlike
u odnosu na dodatak zeolita. S druge strane povecanje APX aktivnosti je izostalo pod uticajem
suse pa je nivo ovog enzima kod grupe S ostao priblizmo isti do 48. dana (Slika 48, sekcija C).
Dodatak obe koncentracije zeolita je dodatno inhibirao APX aktivnost te je od 42. do 48. dana ona

bila znac¢ajno manja kod grupa SZ5 i1 SZ10 u odnosu na sve ostale grupe biljaka.
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Slika 48. Aktivnost enzima antioksidativnog metabolizma u listovima kukuruza (Zea mays) uzorkovanih u
razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan, dan 42 i dan 48): A) superoksid dismutaza; B)
peroksidaze; C) askorbat peroksidaza; D) katalaza; K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije
5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije
5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razli¢ita mala slova a, b, ¢, oznacavaju statisticki
znacajnu razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, dok razli¢iti simboli * 4 oznacavaju statisticki
znacajnu razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period uzorkovanja (vrijednosti iz nultog
dana za grupe K, KZ5 i KZ10 su takode tretirane kao vrijednosti iz nultog dana i za grupe S, SZ5 i SZ10,
respektivno) (p < 0,05).
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Slika 49. 1zoenzimski profil superoksid dismutaze (SOD) dobijen nakon nativne PAGE iz proteinskih
frakcija izolovanih iz listova biljaka kukuruza (Zea mays) uzorkovanih u razli¢itim fazama
eksperimentalnog perioda (dan 0, dan 42 i dan 48): K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije
5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije

5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%.
Aktivnost i izoenzimski profil peroksidaza Klase 11l

Specificnim bojenjem gelova za peroksidaznu aktivnost detektovano je ukupno devet
razli¢itih POD izoformi, a profili su bili neujednaceni u odnosu na biljnu grupu, odnosno tretman
i vrijeme uzorkovanja (Slika 50.). Izmjerene su sljede¢e Rf vrijednosti peroksidaznih izoformi: Rf
POD1=0,12; Rf POD2 = 0,15; Rf POD3 = 0,20; Rf POD 4 = 0,32; Rf POD5 = 0,36; Rf POD6 =
0,42; Rf POD7 = 0,51; Rf POD8 = 0,57; Rf POD9 = 0,81. Kod prvog uzorkovanja (nulti dan) u

svim uzorcima detektovane su po Cetiri POD izoforme bez medusobnih razlika. U uzorcima iz
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kontrolne grupe (K) uzetim 42. dana detektovane su izoforme POD1, POD 2, POD3, POD4, POD5
i POD6, a u uzorcima iz grupa tretiranih zeolitom (KZ5 i KZ10) pored ovih Sest izoformi
detektovane su i POD7 i PODS8. U isto vrijeme (dan 42), u svim uzorcima iz grupa S, SZ5 1 SZ10
detektovano je po 9 POD izoformi (po 8 koje su bile prisutne i u kontrolnim grupama, i po 1 nova-
POD9). U uzorcima kontrolnih biljaka iz grupa K, KZ5 i KZ10 uzetim nakon 48. dana detektovane
su izoforme POD1, POD3, POD4 i POD5, a uz njih i POD6 kod biljaka tretiranih zeolitom (uo¢eno
je odsustvo ove izoforme kod grupe K). U svim uzorcima koji su uzeti nakon 48. dana suse (grupe
S, SZ5 i SZ10) detektiovane su izoforme POD1, POD2, POD3, POD4, PODS5 i POD6, §to znaci

da dodatak zeolita u susi nije uticao na promjenu peroksidaznog profila.

Rezultati dobijeni spektrofotometrijskim mjerenjem peroksidazne aktivnosti ukazali su na trend
povecanja POD aktivnosti kod svih ispitivanih grupa tokom eksperimentalnog perioda, ali je ono
bilo intenzivnije kod biljaka izloZenih uticaju suSe (Slika 48, sekcija B). Nakon 42. dana, POD
aktivnost je bila znacajno veéa kod svih biljaka izloZenih uticaju suse u odnosu na njihove
kontrolne grupe, ali nije uoceno znacajno odstupanje koje bi ukazalo na razliku izmedu grupa
tretiranih zeolitom (priblizno jednake vrijednosti su izmjerene kod grupa S, SZ5 i SZ10). U
periodu od 42. do 48. dana biljke iz grupe S nisu znacajno promijenile peroksidaznu aktivnost, dok

je kod grupa tretiranih zeolitom (SZ5 1 SZ10) uocen dodatni porast aktivnosti POD.
Aktivnost katalaze

Nakon specificnog bojenja gela za detekciju katalaze uocene su razlike u izoenzimskim
profilima izmedu testiranih grupa biljaka na pocetku eksperimentalnog perioda (Slika 51.). U
uzorcima iz grupe K i KZ5 detektovana je po jedna izoforma, oznacena kao CAT3 (Rf =0,36). U
uzorcima iz grupe KZ10 pored CAT3, detektovane su jo§ dvije izoforme (pozicionirane iznad
CAT3), oznacene kao CAT1 (Rf=0,19)1 CAT2 (Rf=0,28). U uzorcima uzetim 42. dana kod svih
ispitivanih biljaka detektovana je po jedna izoforma (CAT3). Nakon analize uzoraka uzetih 48.
dana, u kontrolnim grupama (K, KZ5, KZ10) su detektovane dvije izoforme (CAT1 i CAT3). U
isto vrijeme pod uticajem suSe inhibirana je CAT1, a aktivnost CAT3 je vidno umanjena. Tretman
sa zeolitom dodatno je inhibirao CAT aktivnost s obzirom da kod grupa SZ5 i SZ10 nije

detektovana niti jedna izoforma u danu 48.

Rezultati dobijeni spektrofotometrijskim odredivanjem aktivnosti katalaze ukazuju na trend

progresivnog povecanja sadrzaja ovog enzima kod svih kontrolnih grupa (K, KZ5 i KZ10) tokom
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cijelog eksperimentalnog perioda (od nultog do 48. dana). S druge strane kod svih biljaka izloZzenih
uticaju suSe aktivnost ovog enzima je bila znacajno manja u odnosu na sve kontrolne grupe 1 to
tokom cijelog eksperimentalnog perioda. Katalazna aktivnost je imala sli¢an trend smanjenja kod
biljaka iz grupa S, SZ5 i SZ10 a izmjerene vrijednosti sadrzaja ovog enzima se kod njih nisu

znacajno razlikovale (Slika 48. sekcija D).
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Slika 50. 1zoenzimski profil peroksidaza (POD) dobijen nakon nativne PAGE iz proteinskih frakcija
izolovanih iz listova biljaka kukuruza (Zea mays) uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog
perioda (dan 0, dan 42 i dan 48): K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije 5%; KZ10- grupa
kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije 5%; SZ10-grupa

susa i zeolit koncentracije 10%.
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Slika 51. 1zoenzimski profil katalaze (CAT) dobijen nakon nativne PAGE iz proteinskih frakcija izolovanih
iz listova biljaka kukuruza (Zea mays) uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan 0,
dan 42 i dan 48): K- kontrola, KZ5- grupa kontrola i zeolit koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit
koncentracije 10%; S-grupa susa; SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit

koncentracije 10%.
Koncentracija fenola

Rezultati dobijeni spektrofotometrijskim mjerenjem koncentracije ukupnih fenola predstavljeni su
na Slici 52. U uslovima optimalnog navodnjavanja, tretman biljaka sa zeolitom doveo je do
znacajnog porasta sadrzaja ukupnih fenola do 42. dana. U tom periodu kod grupa biljaka iz KZ5 i
KZ10 sadrzaj fenola je bio u prosjeku veci za 29% u odnosu na njihov sadrzaj kod biljaka iz grupe
K. U periodu izmedu 42. i 48. dana vrijednost koncentracije fenola se ujednacila izmedu svih
kontrolnih grupa. Kod svih biljaka izloZzenih uticaju suSe uoceno je povecanje sadrzaja fenola
tokom rasta u cijelom eksperimentalnom periodu pa su nakon uzorkovanja u 42. i 48. danu u
listovima biljaka iz grupa S, SZ5i SZ10 izmjerene znacajno vece vrijednosti u odnosu na kontrolne

grupe. Dodatak 5% zeolita u supstrat je do 42. dana donekle ublazio nakupljanje fenola
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indukovano suSom, jer je kod grupe SZ5 njihova koncentracija bila zna¢ajno manja u odnosu na
onu koja je izmjerena kod grupa S i SZ10 (u prosjeku za 30%). Medutim, do 48. dana sadrzaj
fenola kod grupe SZ5 je dodatno porastao i dostigao vrijednost koja se nije znacajno razlikovala
od one koja je izmjerena kod grupe S, dok je kod grupe SZ10 izmjerena najveca vrijednost (za

30% veca nego kod grupe S 1 za 25% veca nego kod grupe SZ5).
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Slika 52. Koncentracija ukupnih fenola (mg GAE g svjeZe mase) u listovima biljaka kukuruza (Zea mays)
uzorkovanih u razli¢itim fazama eksperimentalnog perioda (dan O, dan 42 i dan 48): K- kontrola, KZ5-
grupa kontrola i zeolit koncentracije 5%; KZ10- grupa kontrola i zeolit koncentracije 10%; S-grupa susa;
SZ5-grupa susa i zeolit koncentracije 5%; SZ10-grupa susa i zeolit koncentracije 10%. Razli¢ita mala slova
a, b, ¢, d oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu testiranih grupa u istom periodu, dok razli¢iti
simboli * ¢ oznacavaju statisticki znac¢ajnu razliku u okviru iste biljne grupe u odnosu na prethodni period
uzorkovanja (vrijednosti iz nultog dana za grupe K, KZ5 1 KZ10 su takode tretirane kao vrijednosti iz nultog

danai za grupe S, SZ5 i SZ10, respektivno) (p < 0,05).
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6. DISKUSIJA

6.1. NEGATIVNI EFEKTI SUSE NA METABOLIZAM BILJAKA PARADAJZA 1
KUKURUZA

Vecéina kultivara paradajza i kukuruza su osjetljivi na susu koja gotovo neizbjezno
usporava njihov razvoj i produktivnost (Akhtar i sar., 2014; Chai i sar., 2016; Badr i sar., 2020).
Nedostatak vode direktno usporava celijski rast i diobu u gotovo svim tkivima $to dovodi do
redukovanja rasta vegetativnih organa ali i do poremecaja u reproduktivnim funkcijama (Nelissen
i sar., 2017). Morfologija biljaka paradajza i kukuruza koristenih u ovom eksperimentu ukazuje da
dobijeni rezultati o uticaju suSe na rast biljaka ne odstupaju od uobicajenih za ove dvije vrste (Slika
20, Slika 21, Slika 34, Slika 35, Slika 42, Slika 43). Posljedice suse kod vecine biljaka su naro¢ito
izrazene u ¢elijama listova s obzirom da su oni centar fotosinteticke ,,maSinerije* koja determinise
cjelokupni metabolizam. Zbog toga mnoge biljne vrste pribjegavaju anatomsko-morfoloskim
modifikacijama listova u cilju bolje adaptacije na susu. Tako je i modifikacija anatomskih struktura
u listovima paradajza prepoznata kao znacajna adaptivna strategija na stres izazvan susom (Sam i
sar. 2000; Kulkarni i Deshpande 2006). Scippa i sar., (2004) su pokazali da suSa zna¢ajno smanjuje
debljinu palisadnog ali i sunderastog mezofila u listovima paradajza $to je u skladu sa rezultatima
dobijenim u ovoj disertaciji (Tabela 4, Slika 22, Tabela 7). Autori su zakljucili da su pomenute
strukturne promjene listova posljedica smanjenja meducelijskog prostora ali i promjera samih
¢elija da bi se donekle smanjila transpiraciona povrsina. Prema naSim rezultatima, pod uticajem
suse vise je redukovan sunderasti mezofil s obzirom da je DPM/DSM odnos bio povecan (Tabela
4, Tabela 7). S obzirom da je i stopa fiksacije CO; bila znacajno smanjena, ovakvo izraZzeno
smanjenje debljine sunderastog celijskog sloja moze se dovesti u vezu i sa smanjenom
asimilacijom buduci da je poznato da je ovo tkivo dominantno u procesu deponovanja ovog gasa
(Aalto i Juurola, 2002). Osim opisane reorganizacije ¢elija u parenhimu, susa takode dovodi do
znacajnih promjena u vaskularnim tkivima (Chen i sar., 2006). Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji
su pokazali da susa u listovima paradajza znacajno povecava gustinu izmedu ksilemskih sudova,
a ovakva promjena se moze smatrati posljedicom smanjenja konduktiviteta vode s obzirom da su
osobine ksilema (broj traheja, gustina i promjer) direktno povezane sa vodnim rezimom biljaka
(Nijsse i sar. 2001). Smatra se da suSom indukovano zatvaranje stoma dovodi do smanjenja
hidraulickog konduktiviteta u trahejama ksilema $to ima za posljedicu usporavanje toka vodenog

stuba na relaciji zemljiste-biljka-atmosfera (Cerekovié i sar. 2013; Wang i sar. 2019). Osim toga,
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dokazano je da je povecanje gustine provodnih sudova u ksilemu pod uticajem suSe vazna
strategija u izbjegavanju gasne embolije, koja je Cesta negativna posljedica usporenog toka
vodenog stuba (Vilagrosa et al. 2012). Opisano “rearanziranje” provodnih sudova u ksilemu
zasnovano je na biohemijskim promjenama u Celijskim zidovima 1 procesima intenzivne
lignifikacije u ¢elijama traheja (Voelker et al. 2011). Nasi rezultati su pokazali da su$a osim
smanjenja ksilemske zone uti¢e i na redukovanje duzine floemskog sloja. Povecanje gustine
izmedu sitastih cijevi moze biti posljedica poremecenog vodenog stuba u ksilemskim sudovima s
obzirom da su ova dva tkiva povezana protokom vode (HOItta i sar. 2009). Osim toga prelazak
vode iz ksilema u floem je zavisno i od koncentracije osmotski aktivnih supstanci ¢ije je
zadrzavanje povecano U uslovima ograni¢ene fiksacije CO2 pod uticajem suse (Sevanto, 2014).
Generalno re¢eno, susom su indukovane anatomske modifikacije u mezofilu i vaskularnom tkivu,

a usmjerene su na smanjenje transpiracije i odrzavanje fizioloske homeostaze.

Mnoga istrazivanja su potvrdila da je zatvaranje stoma najraniji fizioloski odgovor na susu koji
ima za cilj spreCavanje gubitka vode transpiracijom (Tombesi i sar., 2015; Martin-StPaul i sar.
2017). Medutim, neizbjezna posljedica zatvaranja stoma je redukovano usvajanje CO2 koje
negativno utice na fotosintezu (Hejnak i sar. 2015). Izmedu pojedinih autora postojala je diskusija
0 tome da li je ograniceno usvajanje CO2 pod uticajem suSe uslovljeno prvenstveno zatvaranjem
stoma ili supresijom enzima uklju¢enih u proces tamne faze fotosinteze (Flexas i Medrano 2002;
Chaves i sar. 2009). Najzad je ustanovljeno da teorije stomatalnog i ne-stomatalnog inhibitornog
mehanizma fiksacije CO2 ne moraju nuzno da isklju¢uju jedna drugu (Maroco i sar. 2002; Anjum
i sar. 2011). U ranom odgovoru na umjerenu susu zatvaranje stoma je glavni inhibitor asimilacije
(Flexas i sar., 2007), dok je supresija aktivnosti Rubisco-a dominantnija u ovom fenomenu kod
intenzivne i dugotrajne suSe (Lawlor i Cornic, 2002). Dokazano je da dugotrajna susa gotovo
uvijek dovodi do smanjenja sadrzaja Rubisco-a usljed poremecaja inhibicije njegove aktivnosti i
smanjenja koncentracije metabolita uklju¢enih u proces karboksilacije (Parry i sar., 2002). Vise
autora je proucavalo aktivnost ovog enzima u ranom odgovoru na susu ali su dobijeni razli¢iti
rezultati. Naime, u listovima biljaka suncokreta (Helianthus annuus) izlozenih su$i sadrzaj
Rubisco-a je bio neznatno smanjen (Gimenez i sar., 1992), dok je u slicnim uslovima kod soje
(Glycine max) i smrce (Picea abies) njegova aktivnost bila znacajno inhibirana (BlGodner i sar.
2007; Majumdar i sar., 2001). Primjeceno je da se sadrzaj Rubisco-a razlikovao kod kontrolnih

biljaka paradajza u preliminalrnom i ponovljenom eksperimentu, i to od nultog dana.
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Najvjerovatniji razlog za ovu razliku je nesto kasnija postavka eksperimenta u 2017. godini, gdje
su duzina dana i osvijetljenosti mogli da uti¢u na nesto veéi sadrzaj Rubisco-a, a ujedno i na veci
intenzitet fotosinteze (Frosch i sar., 1986; Bauerle i sar. 2012). (Slika 23, Slika 24, Slika 36, Slika
37). Ipak, nasi rezultati su pokazali da u listovima paradajza u ranom odgovoru na susu prvo dolazi
do zatvaranja stoma uz istovremeno smanjenje RWC, transpiracije i fiksacije CO2, pri ¢emu je
sadrzaj Rubisco-a ostao nepromijenjen. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima jo§ nekih
autora Kkoji su ispitivali uticaj umjerenog stresa izazvanog susom (Cornic, 2000; Quick 1 sar.,
1992). S druge strane, produzeno trajanje susSe je kod obe ispitivane vrste (paradajz i kukuruz)
indukovalo znacajno smanjenje sadrzaja Rubisco-a (Slika 24, Slika 46). S obzirom da su kod
paradajza mjerene i karakteristike stoma, moze se re¢i da je u dugotrajnoj susi do smanjenja
fiksacije CO2 doslo usljed sinergistickog djelovanja mehanizma stomatalnog zatvaranja i
smanjenja sadrzaja Rubisco-a, koje je otpoc¢elo nakon 21. dana i nastavilo se smanjivati do kraja
eksperimenta. Zanimljivo je da je kod kukuruza sadrzaj Rubisco-a tokom suse dugo vremena ostao
stabilan, te se nije smanjivao ni nakon 42. dana, a tek je na kraju eksperimenta zabiljeZen znac¢ajno
manji sadrzaj u odnosu na kontrolne biljke (Slika 46). Relativno stabilniji sadrzaj Rubisco-a u
uslovima suSe kod kukuruza u odnosu na njegov sadrzaj kod paradajza moze biti u vezi sa
nedostatkom njegove aktivacije od strane Rubisco aktivaze. Naime, dokazano je da kod kukuruza
u uslovima ograni¢enog protoka gasova izazvanog suSom sadrzaj Rubisco-a ne mora biti smanjen
ali da ne dolazi do njegove aktivacije jer je inhibiran enzim Rubisco aktivaza (Pedromo i sar.,
2017). Inhibicija aktivnosti Rubisco aktivaze se javlja kao posljedica smanjenja protoka elektrona
u oba fotosistema te tako dolazi do biohemijske limitacije fiksiranja CO2 koje je vise
karakteristi¢no za C4 biljke. U tom smislu se moze reci da je sadrzaj Rubisco-a kod kukuruza ostao
stabilan sve dok nisu nastupili uslovi intenzivne suse, tek kada se RWC listova smanjio za viSe od
50%. Smanjenje fiksacije CO2 gotovo neizbjezno dovodi do usporavanja tamne faze fotosinteze a
samim tim posljedi¢no i do promjena u metabolizmu ugljenih hidrata. Ipak, u vecini slucajeva
biljke nastoje da zadrze vodu u ¢elijama povecavanjem koncentracije osmotski aktivnih supstanci,
1 to obi¢no akumulacijom Secera (Nio 1 sar., 2011). Osim toga, uslovi suSe obicno dovode do
smanjenja sadrzaja azota u biljkama te do poremecaja C/N odnosa. Poveéanje C/N odnosa nastupa
zbog smanjenog usvajanja NOz™ u ¢elijama korijena te zbog smanjene aktivnosti enzima uklju¢enih
u metabolizam asimilacije N u organska jedinjenja, kao Sto su nitrat reduktaza i glutamin sintetaza

(Robredo i sar., 2011). Usljed nedostatka vode smanjuje se moguc¢nost trasporta azota iz korijena
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u nadzemne dijelove, gdje je ovaj element neophodan u biosintezi hlorofila i proteina uklju¢enih
u proces fotosinteze (Xu i Zou, 2005). Na taj nacin nedostatak azota kod ograni¢ene fiksacije CO>
ima za posljedicu nastajanje viska apsorbovane svjetlosne energije koja ne biva iskoriStena za
proces fotosinteze, nego se pojacava nivo termalne disipacije u antena pigmentima i intenzivira
ciklus ksantofila, ali se poja¢ano generiSu i ROS (Bascunan-Godoy i sar., 2018). Poznato je da su
mitohondrije biljnih ¢elija mjesta u kojima se ukrstaju putevi metabolizma ugljenika i1 azota kroz
ciklus trikarbonskih kiselina i fotorespiraciju, a od aktivnosti enzima glutamat sintetaze i glutamat
dehidrogenaze najvise zavisi na¢in adaptivne strategije u balansiranju C/N odnosa. Snabdijevanje
biljnih ¢elija azotom u nadzemnim tkivima u uslovima suse moze da se deSava i uz posredstvo
endopeptidaza koje dovode do porasta nivoa slobodnih aminokiselina te uslovljavaju
remobilizaciju azota u tkiva u kojima je on viSe potreban (Xu i Zhou, 2005). Dovoljna
snabdjevenost azotom na taj na¢in doprinosi pobolj$anju aktivnosti glutamat sintetaze a samim tim
i poveCanju koncentracije prolina, budu¢i da je glutamat njegov prekursor. Povecanje
koncentracije prolina u uslovima suSe ima znacajnu ulogu zbog njegove osmoregulatorne funkcije.
Medutim, pojedine biljne vrste u uslovima suSe metabolizam azota usmjeravaju u biosintezu
proteina koji imaju ulogu u osmoregulaciji. To su u prvom redu tzv. LEA proteini, odnosno njihova
grupa nazvana dehidrini. Poznato je da su dehidrini proteini male molekulske mase (izmedu 15 i
30 kDa) sa dominantnom sekundarnom strukturom koji mogu da daju znacajan doprinos u
osmotskom prilagodavanju na susu (Close, 1996). Mohammadkhani i Heidari (2008 b) su pokazali
da susa u listovima kukuruza indukuje pojacanu ekspresiju proteina iz grupe dehidrina, od kojih
je najvise zastupljen protein sa molekulskom masom od 22 kDa. Isti autori su naveli da je
koncentracija dehidrina tokom suse bila promjenljiva, odnosno da je smanjena koncentracija
pojedinih proteina iz ove grupe tokom intenziviranja suse, dok se kod nekih sinteza povecéavala.
Osim toga, u ovom istrazivanju je zakljuceno da je ekspresija dehidrina bila izrazenija u pocetku
suSe, a autori smatraju da je razlog za takav fenomen dostupna koli¢ina azota, koja je do tog
trenutka jos uvijek bila dovoljna da obezbijedi biosintezu proteina. Ovakvi zakljucci se mogu
dovesti u vezu i1 sa naSim rezultatima dobijenim u istrazivanju na biljkama kukuruza, budu¢i da je
nakon 42. dana suse elektroforetskim proteinskim profilom potvrdeno prisustvo proteina
molekulske mase 22 kDa, ¢iji se sadrzaj povecao do 48. dana (Slika 45, Slika 47). Osim toga,
utvrden je i povecan sadrzaj proteina molekulskih masa 18 kDa, 16 kDa i 14 kDa. Povecanje

sadrzaja ovih proteina bilo je najizrazenije u 42. danu suse, a nakon toga je zabiljezeno umjereno
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smanjenje njihove koli¢ine na elektroforegramu, kada je RWC opao ispod 50%, u 48. danu.
Pojedini autori su povecanje koncentracije LEA proteina u susi dovodili u vezu sa njihovim
uces¢em u mehanizmima reparacije proteina (Wise i Tutanclife, 2004; Boucher i sar., 2006). Tako
je ustanovljeno da kod lucerke (Medicago trunculata) u uslovima suse dolazi do povecane
ekspresije LEA proteina iz grupe 5, MtPM25, koja se moze dovesti u vezu sa mehanizmom
popravke proteina kod kojih je doslo do gubitka nativne konformacije. Boucher i sar. (2006) su
istakli da ovaj netipicni LEA protein u svojoj neuredenoj strukturi pokazuje umjereno hidrofobni
efekat koji mu omoguéava slabu adsorpciju molekula vode rasporedenih u njegovom okruzenju,
koje tako ¢ini pogodnim medijumom za rastvaranje proteinskih agregata koji se formiraju u susi.
U posljednjih nekoliko godina dokazano je uce$¢e LEA proteina u aktivaciji gena koji kodiraju
enzime antioksidativne odbrane (Huang i sar., 2018). Blagi osmotski stres izazvan suSom aktivira
povecanu ekspresiju gena koji kodira biosintezu LEA proteina, OsLEAS, a pri tom dolazi do
umjereno pojacanog generisanja H20: i povecanja koncentracije ABA. OsLEAS u ovom slucaju
djeluje kao Saperon koji u interakciji sa transkripcionim faktorom ZFP5 (zinc finger protein ili
,motiv cinkanih prstiju) indukuje ABA zavisni put aktivacije gena OsAPX1 koji kodira askorbat
peroksidazu. U tom slucaju moze se rec¢i da pojacana ekspresija LEA proteina u uslovima suse

pored osmoprotektivne uloge moze imati znacaj i u aktiviranju antioksidativnog metabolizma.

Mehanizmi antioksidativne zastite su znacajni u fotosinteti¢ki aktivnim tkivima buduéi da
su ona bogata kiseonikom, a takva sredina je pogodna za nastanak ROS 1 bioloSke oksidacije
¢elijskih struktura. Nastanak ROS je izrazen u uslovima suse, jer kada su stome zatvorene dolazi
do neuskladenosti izmedu dostupnog CO2 i apsorbovane svjetlosti, Sto dovodi do povecanog
transfera elektrona na kiseonik. Zbog toga se moze re¢i da susa osim toga §to ima direktne
posljedice na fotosintezu, ostvaruje i sekundarne negativne efekte koji se manifestuju kroz
oksidativna oSteCenja fotosintetickog aparata. Nasi rezultati dobijeni na biljkama paradajza su
pokazali da suSa dovodi do smanjenja obe grupe fotosinteti¢kih pigmenata, Sto ukazuje na to da je
moglo do¢i do oksidativnih osStecenja hlorofila i karotenoida (Tabela 5). Ipak, odnos ukupnog
hlorofila prema karotenoidima je bio nesto manji sa napredovanjem uticaja suse, $to ukazuje na to
da je metabolizam biljaka paradajza viSe bio usmjeren na oCuvanje koncentracije karotenoida.
Poznato je da suSa dovodi do smanjenja koncentracije fotosintetickih pigmenata (Kiani i sar.,
2008) ali da s druge strane karotenoidi ispoljavaju svoje antioksidativno djelovanje tako §to dovode

do ,,prigusenja‘“ hlorofila u triplet stanju i sSmanjenja koncentracije singlet kiseonika (Jaleel i sar.,
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2009). Zbog toga se moze reéi da su karotenoidi kod biljaka paradajza imali ulogu u
antiokidativnom sistemu zastite u fotosintetickim tkivima u kojima je susSa prouzrokovala

oksidativna oStecenja.

U mnogim istrazivanjima koja su se bavila proucavanjem mehanizama otpornosti biljaka
paradajza i1 kukuruza na suSu potvrdeno je ucesce antioksidativnog metabolizma u odbrani protiv
ove vrste stresa (Zgallai i sar. 2006; Klunklin i Savage 2017; Laxa i sar. 2019; Avramova i sar.,
2017). Medutim, pojedini autori su razliito naglaSavali vaznost odredenih metabolita ili
biohemijskog puta u detoksikacji ROS u listovima paradajza tokom suSe pa je negdje kao
najvaznija komponenta istaknuta kooperacija SOD i APX (Unyayar i sar. 2005), dok su neki drugi
autori istakli ulogu fenola (Kusvuran i Dasgan, 2017) ili redoks sistema askorbata (Garchery i sar.,
2013). Smatra se da se mnogi hibridi kukuruza u antioksidativnoj odbrani protiv ROS molekula
indukovanih su$om oslanjaju na sinergisticki efekat SOD i neenzimskih komponenti koje
ukljucuju askorbat 1 glutation (Loutfy i sar., 2020). U ¢elijskom sistemu uklanjanja ROS molekula
prvi korak najceSce ukljucuje reakciju disproporcionacije u kojoj SOD konvertuje dvije molekule
superoksida u molekul O i H202, koji nakon toga biva razgraden posredstvom APX ili CAT (Faize
i sar., 2011). Ekspresija gena koji kodiraju APX u odgovoru na suSu moze biti zavisna od genotipa,
a utvrdena je kod mnogih biljnih vrsta koje su bile izlozene ovoj vrsti stresa (Sofo i sar., 2015).
Kod biljaka paradajza u oba eksperimenta detektovane su po tri SOD izoforme a osim promjene
ukupne aktivnosti izoenzimski profil se nije mijenjao pod uticajem suSe. Prema Rf vrijednostima
razdvojenih SOD izoformi najvjerovatnije se radi o Fe SOD i Cu-Zn SOD, ako se uporede dobijene
vrijednosti sa literaturnim rezultatima jo$ nekih autora (Attia i sar., 2021). Autori su u solubilnim
frakcijama izolovanim iz listova paradajza detektovali po ¢etiri SOD izoforme, gdje druga po redu,
Cija je Rf 0,64 i treca, ¢ija je Rf 0,73 predstavljaju Fe SOD, $to se moZe povezati sa naSim
rezultatima zbog pribliznih vrijednosti rezultata (Slika 27). Isti auotri su posljednju razdvojenu
izoformu koja ima najvecu aktivnost i ¢ija je Rf 0,86 oznacili kao Cu-Zn SOD, $to bi mogao biti
slucaj i u nasim rezultatima budu¢i da je posljednja izoforma na gelu najdominantnija. Kod
kukuruza su takode identifikovane tri razli¢ite SOD izoforme, a njihove Rf vrijednosti (SOD2-
0,40 i SOD3-0,83) su priblizne sa onima koji su dobili drugi autori (Luki¢ i sar., 2021) (Slika 49).
Iako je u ovom slucaju teze govoriti o vrsti izoforme na osnovu Rf vrijednosti, ipak se prema nekim
literaturnim podacima moze re¢i da su u solubilnim frakcijama listova kukuruza prisutne sve tri

razli¢ite izoforme SOD (Moharramnejad i Valizadeh, 2019). Autori su naveli da je prva
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detektovana izoforma sa najmanjom Rf vrijednos¢u MnSOD, druga FeSOD, a posljednja Cu-Zn
SOD, cija se aktivnost najvise povecavala kada su biljke kukuruza bile izlozene uticaju suse. Nasi
rezultati su pokazali da u ¢elijama listova paradajza tokom ranog odgovora na susu dolazi do
slicnog trenda povecanja aktivnosti SOD i APX (Slika 26, Slika 39). S obzirom da SOD ¢ini prvu
liniju odbrane protiv superoksid anjon radikala u fotosintetickim tkivima, poveéanje njegove
aktivnosti se moze povezati sa intenzivnom produkcijom H2O2 i ulogom APX u njegovoj
neutralizaciji. Ovaj biohemijski put je ¢esto prisutan u fotosintetickim tkivima s obzirom da su ona
glavni izvor askorbata, koji je redukujuci supstrat za APX u transferu elektrona na H2O2, pri ¢emu
se regeneracija askorbata odigrava u tzv. Foyer-Halliwell-Asada ciklusu (Foyer i Noctor, 2011).
Nasi rezultati takode ukazuju da je susa u listovima paradajza uticala na povecanje koncentracija
redukovanog i1 oksidovanog askorbata nakon 21. dana, pri ¢emu je oksidovani askorbat
(dehidroaskorbat) bio vise poveéan u odnosu na redukovani, iako se redoks status askorbata nije
promijenio za vise od 5%. (Slike 30. i 31.). Ovakvi nalazi ukazuju da se tokom ranog odgovora na
susu ( do 15. dana) odigravala brza reredukcija oksidovanog askorbata posredstvom APX, a da je
sa produzenjem suse bila povecana potreba za njegovom sintezom pa su se samim tim povecéavali
njegova koncentracija i iskoristenje. Zanimljivo je da je kod biljaka paradajza susa indukovala
suprotan trend promjene APX i CAT, buduc¢i da se aktivnost prvog navedenog enzima povecavala
uporedo sa intenziviranjem suse, dok se aktivnost drugog istovremeno smanjivala (Slika 37).
Ovakvi nalazi upucuju na to da je u procesu degradacije H202 doslo do odrZavanja balansa izmedu
CAT i APX aktivnosti, $to se moze dovesti u vezu sa celijskim kompenzacionim mehanizmom u
procesu supresije H202 u listovima biljaka izlozenih uticaju suSe (Apel i Hirt, 2004). Supresija
CAT aktivnosti u uslovima suse primjecena je i kod biljaka kukuruza, ali je kod njih za razliku od
biljaka paradajza doSlo 1 do smanjenja APX aktivnosti, iako je SOD aktivnost bila povecana (Slika
46). lako je potvrdeno da se visak H202 indukovan susom kod nekih hibrida kukuruza uklanja u
biohemijskom putu u kojem centralno mjesto zauzima APX (Mohammadkhani i Heidari, 2007;
Chugh i sar., 2011), pojedini autori su pokazali da to ne mora biti jedini nacin. Anjum i sar. (2017)
su proucavali uticaj suSe na tri razli¢ita hibrida kukuruza i ustanovili da se nakon pove¢ane SOD
aktivnosti povecava i koncentracija H2O2, koji potom biva razgraden aktiviranjem neenzimskih
komponenti antioksidativnog metabolizma koje ukljucuju kooperativni efekat askorbata i
glutationa. Mnogi drugi autori su takode pokazali da degradacija H.O2 produkovanog usljed stresa

u biljnim ¢elijama moze da se odvija i neenzimskim putevima, direktno od strane askorbata
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(Smirnoff, 2005; Karkonen i Fry, 2006; Zhang i sar., 2013). Nakon reagovanja fenola sa vodonik
peroksidom, nastali fenoksi radikali u prisustvu askorbata generiSu monodehidroaskorbat, a potom
i dehidroaskorbat (Hasanuzzaman i sar., 2020). S obzirom da kod ispitivanih biljaka kukuruza u
ovoj disertaciji nije mjerena koncentracija askorbata, ne moze se tvrditi da se uz njegovo ucesée

odvijala razgradnja vodonik peroksida nakon poveéanja SOD aktivnosti.

Ono $to je zajednicko za obe ispitivane vrste u 0voj doktorskoj disertaciji jeste da se tokom
suse povecala aktivnost peroksidaza Klase 1l (Slika 26, Slika 39, Slika 48). Osim toga, kod obe
vrste, povecanje aktivnosti ovih enzima pra¢eno je povecanjem koncentracije ukupnih fenola
(Slika 32, Slika 52). Aktiviranje fenilpropanoidnog puta i povecanje koncentracije fenola je
primje¢eno kod mnogih vrsta biljaka koje su bile izlozene uticaju suSe, pri ¢emu je narocito
istaknut znacaj flavonoida kao ROS ,hvataca“ u fotosintetickim tkivima (Finni i sar, 2011; Agati
i sar., 2012). Peroksidaze Klase 11l su prepoznate kao enzimi antioksidativne odbrane koje su
ukljuéene u puteve uklanjanja H2O u uslovima razli¢itih vrsta stresa (Hiraga i sar., 2001). Mnoge
studije su potvrdile da su peroksidaze Klase III kljuéni enzimi koji oksidacijom fenolnih jedinjenja
dovode do polimerizacije lignina (Abedi i Pakniyat 2010; Hosseini i sar. 2015). Na taj nacin
razlicite peroksidazne izoforme mogu da mijenjaju osobine celijskog zida tako Sto katalizuju
unakrsna vezivanja fenolnih kiselina i oksidativno kuplovanje monolignola da bi nastao lignin (Lin
i sar., 2001). Kao posljedica lignifikacije, ¢elijski zidovi postaju ¢vrséi jer dolazi do umrezanja
diferuli¢ne kiseline sa polisaharidima, ili sa ligninom vezanim za polisaharide, a Ovaj proces
onemogucava elongaciju i rast ¢elija (Passardi 1 sar., 2004). Povecanje peroksidazne aktivnosti u
listovima paradajza nakon dugotrajne suse moze biti povezano sa modifikacijama mehanickog
tkiva. Dokazano je da su peroksidaze tokom suse ukljuc¢ene u mehanizam uvijanja listova zasnovan
na procesu lignifikacije mehani¢kog tkiva, da bi na taj nacin i fotosinteti¢ke celije bile zaklonjene
od viska svjetlosti koje bi prouzrokovalo oksidativna oStecenja (Terzi i sar. 2013). Osim toga,
peroksidazama posredovan proces lignifikacije dovodi i do modifikacije ksilemskih provodnih
sudova s ciljem smanjenja hidraulickog konduktiviteta i smanjenja transpiracije u uslovima suse
(Lucena i sar., 2003). Nasi rezultati su pokazali da u listovima paradajza pod uticajem suSe dolazi
do sli¢nog trenda promjene aktivnosti peroksidaza Klase III 1 koncentracije hidroksicinami¢nih
kiselina (p-kumari¢ne, feruli¢ne i kafei¢ne kiseline). S obzirom da su fenolne kiseline supstrat
peroksidazama u opisanom procesu lignifikacije ovakvi nalazi upuc¢uju na povezanost ovih enzima

sa procesima modifikacije mehanic¢kog tkiva. U tom slucaju se poveéanje koncentracije ukupnih
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fenola ne moze povezivati sa procesima direktne antioksidativne zaStite u procesu neutralizacije
ROS, s obzirom da je sadrzaj flavonoida tokom suse ostao nepromijenjen (Slika 30). Nasi rezultati
takode ukazuju na to da je peroksidazna izoforma koja je aktivirana u listovima paradajza u
odgovoru na suSu povezana sa anatomskim modifikacijama mehanickog tkiva i procesima
lignifikacije ksilemskih provodnih sudova. Ova hipoteza moze biti podrzana rezultatima koje su
dobili Lee i saradnici (2007), koji su istrazivali povezanost peroksidazne aktivnosti sa procesom
lignifikacije u listovima bijele djeteline pod uticajem suse. Autori su naveli da postoji visoka
korelacija izmedu sadrzaja lignina i aktivnosti ovih enzima u terminalnoj fazi stresa izazvanog
suSsom 1 uputili na peroksidazama posredovanu polimerizaciju monolignola. Osim toga,
molekulske mase POD izoformi indukovanih susom u listovima bijele djeteline su bile u opsegu
izmedu 43-51 kDa $to je u skladu sa nasim rezultatima u kojima je dokazano indukovanje POD
izoforme od 49 kDa. Iako su peroksidaze koje ucestvuju u lignifikaciji najcesc¢e vezane za Celijski
zid, vjerovatno se u ovom slucaju radi o solubilnim apoplastnim peroksidazama, buducéi da su u
citiranom radu autori izolovali solubilnu frakciju. Najzad, sa nalazima Lee i saradnika (2007) nasi
rezultati se poklapaju i po pitanju aktivnosti APX, jer su autori istakli da je u ranom odgovoru na
susu ovaj ovaj enzim dominantan u uklanjanju H2O>, dok peroksidaze klase Il bivaju aktivirane
u terminalnim fazama stresa. Povecanje aktivnosti peroksidaza Klase Il1 i indukcija nove POD
izoforme (¢ija je Rf 0,81) u listovima biljaka kukuruza nakon 42. dana suse bilo je takode praceno
poveéanjem sadrzaja ukupnih fenola (Slika 48, Slika 50, Slika 52). Kod biljaka kukuruza ne moze
se govoriti 0 sigurnoj povezanosti procesa lignifikacije u kojem posreduju POD i fenoli, s obzirom
da kod njih nisu mjerene anatomske karakteristike listova, a nije radena ni HPLC analiza fenolnih
jedinjenja. Ipak, postoje dokazi da u uslovima suse peroksidaze ucestvuju u procesu lignifikacije
traheja u ksilemu listova kukuruza pri ¢emu se povecava koncentracija p-kumaricne, feruli¢ne 1
kafeicne kiseline (Alvarez i sar., 2008). Povecanje koncentracije fenola u listovima kukuruza
indukovano susom moze da se tumaci i kroz njihovo uce$¢e u neutralizaciji ROS direktnim
,hvatanjem® radikala (Anjum i sar., 2017) ili u kooperaciji sa peroksidazama u vakuolama, §to je
dokazano kod poijedinih biljnih vrsta (Takahama i Oniki, 2006). Tokom suse hidroksicinami¢na
kiselina i rutin sluze kao supstrat peroksidazama, pri cemu je ova enzimska oksidacija udruzena

sa oksidacijom askorbata u ¢elijskim vakuolama biljke Vicia faba (Takahama i Oniki, 1997).

Generalno receno, putevi antioksidativnog metabolizma u odgovoru na susu su se donekle

razlikovali kod ispitivanih biljaka kukuruza i1 paradajza s obzirom da su detektovane razlicite
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strategije enzimskog odgovora koje su povezane sa razgradnjom H2O>. U tom smislu, moze se reci
da se biljke kukuruza nakon intenziviranja SOD aktivnosti nisu oslanjale na APX posredovanu
degradaciju H20. Kod biljaka paradajza tokom napredovanja suse dolazilo je do postepenog
ukljucivanja komponenti antioksidativnog sistema zastite, pa je tako SOD/APX/Askorbat sistem
pokazao brzi odgovor tokom ranog odgovora sa stres, dok je dugotrajna suSa dovela do aktiviranja
puteva koji ukljuc¢uju POD i hidroksicinami¢ne kiseline. Mehanizmi ranog odgovora su mogli da
doprinesu o¢uvanju stabilne koncentracije fotosinteti¢kih pigmenata do 15. dana, a sa nastavkom
uticaja suSe aktiviranje peroksidazne aktivnosti i povecanje koncentracije fenola je prosirilo
spektar adaptivnih strategija koje su vodile ka anatomsko-morfolo§kim modifikacijama listova

paradajza.

6.2. ULOGA ZEOLITA U SPRECAVANJU NEGATIVNIH EFEKATA SUSE NA BILJKE
PARADAJZA | KUKURUZA

Primjena razli¢itih vrsta zeolita moZe znacajno da poboljsa uzgoj brojnih biljnih vrsta, a
najpoznatiji je klinoptilolit, koji se u poljoprivredi koristi prvenstveno zbog povecanja retencionog
zemljisnog kapaciteta za vodu i mineralne materije (Shahsavari, 2019; Shamili i sar., 2020).
Kristalnu strukturu zeolita ¢ine SiO4 i AlO4 tetraedri medusobno povezani zajednickim atomima
kiseonika, a s obzirom da je valencija aluminijuma za jedinicu manja od valencije silicijuma,
neutralizacija naelektrisanja se postize vezivanjem katjona razli¢ite valencije (najéesée Ca®*, Na*
ili K). Vezivanje jona i adsorpcioni kapacitet zeolita najvise zavise od veli¢ine pora unutar
strukture ovih minerala te od veli¢ine njihove specificne povrsine (Rhodes, 2007). Poroznost
kristalne reSetke omogucava mobilnost adsorbovanih katjona unutar strukture zeolita koji se
vezuju slabim elektrostati¢kim silama, $to istovremeno olaksava i njihovu razmjenu sa katjonima
iz okolnog rastvora do uspostavljanja ravnoteze (Minceva i sar., 2008). Dokazano je da
klinoptilolit ima izrazito visok afinitet za vezivanje NH4" jona §to spre¢ava gubitak neorganskog
azota u dublje slojeve zemljista, a nakon njegovog reverzibilnog otpustanja u podrucje rizosfere
postaje dostupan biljkama za usvajanje (Zwingmann i sar., 2009). Zbog toga dodatak zeolita u
supstrat biljaka moZze da doprinese povecanju sinteze proteina i poboljSanju rasta vegetativnih
organa (Eslami i sar., 2020). Osim toga, u strukturi prirodnih klinoptilolita ¢esto je prisutna visoka
koncentracija kalijuma, koji od svih izmjenjivih katjona biva najvise otpusten u zemljiste. Na taj
nacin zeoliti predstavljaju znacajan izvor kalijuma za biljke uti¢u¢i pozitivno na njihov rast i razvoj

(Ahmad i sar., 2015). Li i sar. (2013) pokazali su da primjena zeolita kod uzgoja brokule (Brassica
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alboglabra) poboljsava rast i razvoj listova ne samo zbog povecanja dostupnosti azota i kalijuma
vec 1 zbog postepenog otpustanja fosfora u rizosferu. Povecanje duzine izdanka 1 broja listova kod
biljaka paradajza u ¢iji supstrat je dodat zeolit uz optimalne uslove zalijevanja (Slika 35) moze se
povezati sa poveéanjem dostupnosti makronutrijenata. Osim pozitivnog efekta zeolita na biljke
paradajza koje su bile u uslovima optimalnog navodnjavanja, pokazano je da u manjem dodatku u
supstrat on sprjeCava negativne efekte suse. Vise autora je dokazalo da zeolit ima osobinu
reverzibilnog vezivanja i otpustanja vode §to moze znacajno da doprinese u borbi protiv osmotskog
stresa kod biljaka (Xiubin i Zhambin, 2001; Ghanbari i Ariafar, 2013; Al-Busaidi i sar., 2010).
Zeoliti su prirodno hidrofilni materijali, ali afinitet prema vodi najvise odreduje hemijski sastav
njegove resetke. Ukoliko je Si/Al odnos veéi, povecava se stepen hidrofobnosti povrSine zeolita
(Petrovi¢ 1 sar., 2011). Reverzibilno vezivanje i otpusStanje molekula vode za kristalnu resetku
zeolita zasniva se na formiranju vodoni¢nih veza u centrima njegove strukture koji imaju kiseli
karakter. Takozvani Bronstedovi kiseli centri djeluju kao donori protona dok Lewisovi Kiseli centri
sluZze kao akceptori elektronskog para. Smatra se da je reverzibilno vezivanje i otpuStanje vode
zasnovano na formiranju vodoni¢nih veza na mjestima kiselog centra zeolita i atoma kiseonika iz
vode, kao i izmedu atoma vodonika iz vode koji se veze sa kiseonikom iz zeolitne resetke (Demuth
i sar., 2001). Na taj nacin se postiZze postepeno i sporo otpustanje molekula vode u podruéje
rizosfere, a upravo takav spori tok formira kapilarnu vodu koja je najdostupnija biljkama za
usvajanje. Medutim, pojedini autori smatraju da sposobnost vezivanja vode kod prirodnih zeolita
koji nemaju modifikovanu specificnu povrsinu nije dovoljna da bi omogucila adekvatan retencioni
kapacitet vode koji je pogodan za biljke (Ciesla i sar., 2019). Autori smatraju da povecanje
zapremine i radijusa mezopora u unutra$njoj strukturi zeolita kod kojih je vjestacki povecana
specificna povrSina omogucava adekvatno vezivanje molekula vode, dok unutrasnji kanali u
strukturi prirodnih zeolita imaju promjer oko 0,5- 0,7 nm, §to je malo vise od dijametra molekula
vode te nije dovoljno za adekvatnu adsorpciju. S obzirom da je u nasim eksperimentima koristen
prirodni klinoptilolit koji je imao relativno malu specificnu povrsSinu, vrlo je vjerovatno da zbog
toga nije ostvaren potpuni efekat u sprecavanju suse kod biljaka paradajza, nego samo djelimicni.
Osim toga, u supstrat, odnosno zemljiste, zeolit nije dodavan u kombinaciji sa pijeskom, iako je
ucestao takav nacin njegove primjene u poljoprivredi. Ippolito i sar. (2011) su dokazali da efekat
zeolita u spre¢avanju suSe zavisi od mehanicke usitnjenosti i od prostornog rasporeda u zemljistu

u kombinaciji sa ¢esticama pijeska. Autori su ustanovili da se kod dodavanja zeolita u supstrat bez
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prethodnog mijesanja sa pijeskom i1 zemljiStem smanjuje matriks potencijal vode u njegovoj
puderastoj strukturi te tako dolazi do gubitka vode u dublje slojeve zemljista. Tako je zadrzavanje
vode bilo najveée pri matriks potencijalu od -100 do -300 kPa koji je postignut kod dodatka
relativno manje koli¢ine zeolita pomije$anog sa pijeskom. Jo$ neki autori koji su testirali ovakav
nacin primjene zeolita nisu postigli znacajniji uticaj na konzervaciju vode u zemljiStu i prinos
gajenih biljaka, a kao mogu¢i razlog su naveli neadekvatnu upotrebu (Maksimovi¢ 1 sar., 2011;
Avdalovi¢ 1 sar., 2012). Ovakvi zakljucci bi mogli objasniti rezulate dobijene u nasSim
istrazivanjima na biljkama paradajza, s obzirom da je sprecavanje suSe postignuto pri namjanjoj
primjenjenoj koncentraciji zeolita, od 5%, dok je primjena od 20% bila kontraproduktivna. Veca
gustina zeolita koji pri tom nije izmijeSan sa pijeskom mogla je da doprinese smanjenju vodnog
matriks potencijala i samom izostanku efekta koji bi sprijecio susu. Da je najveca primjenjena
koncentracija zeolita (20%) negativno uticala na vodni rezim biljaka paradajza upucuju i rezultati
dobijeni mjerenjem fizioloskih parametara i analize antioksidativnog metabolizma. S obzirom na
to da su kod SZ grupe nakon 28 dana uticaja suSe uocene najvece promjene stominog aparata koje
Su pracene znacajnim Smanjenjem intenziteta fotosinteze i transpiracije, a takode je doslo do
smanjenja sadrzaja Rubisco-a i koncentracije hlorofila, moze se reé¢i da je prisustvo koncentracije
zeolita od 20% kod ove grupe biljaka uslovilo najnepovoljniji vodni rezim (Slika 23, Slika 24,
Tabela 5, Tabela 6). Nepovoljan vodni rezim kod biljaka iz grupe SZ je takode doveo do najvece
promjene u aktivnosti POD te u koncentraciji fenola, pri ¢emu su najvise bile povecane
koncentracije hidroksibenzojeve i p-kumari¢ne kiseline (Slika 26, Slika 32, Slika 33). Shodno
tome, moZe se re¢i da neadekvatna primjena zeolita, odnosno njegov dodatak u supstrat u
prekomjernim koncentracijama mozZe uticati na pogorSanje vodnog rezima koje potom uslovljava
intenziviranje oksidativnog stresa. S druge strane, dodatak 5% zeolita u supstrat pokazao se kao
najadekvatniji nafin primjene zeolita u naSim uslovima, na $ta upucuju i rezultati fizioloSkih
parametara 1 antioksidativnog metabolizma. Naime, kod biljaka iz grupe SZ5 do 15. dana susSe
sacuvan je znacajno veci sadrzaj vode u listovima u odnosu na RWC u listovima biljaka iz grupa
Si1SZ10 (Slika 36, sekcija C). Povoljniji vodni rezim kod grupe SZ5 direktno je uticao i na manje
zatvaranje stominog otvora (Tabela 8) a samim tim i na intenzivniju fotosintezu i transpiraciju te
na veci sadrzaj Rubisco-a i koncentraciju hlorofila (Slika 36, sekcije A i B, Slika 37, Tabela 9).
Najzad, sude¢i prema parametrima antioksidativnog metabolizma, dodatak zeolita u koncentraciji

od 5% uslovio je da se kod biljaka paradajza donekle uspori nastanak oksidativnog stresa, na Sta
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ukazuju manje aktivnosti SOD i APX, ve¢a CAT aktivnost te manja koncentracija fenola (Slika
37, Tabela 10). S druge strane, kad su u pitanju biljke kukuruza, primjena zeolita nije dala rezultate
¢ak ni u koncentraciji od 5%. Osim toga, primjeceno je da zeolit usporava rast izdanka kukuruza
¢ak 1 kad biljke nisu rasle u uslovima suSe. Ovakvi rezultati upucuju na zakljucak da negativne
posljedice zeolita na biljke kukuruza u uslovima suSe nisu povezane sa retencionim kapacitetom
za vodu. Negativan efekat zeolita na biljke kukuruza moze biti viSe povezan sa njegovim uticajem
na rezim mineralne ishrane. Iako su pojedini autori pokazali da zeolit moZe pozitivno uticati na
rast biljaka kukuruza (Ahmed i sar., 2010; Lija i sar., 2014), treba uzeti u obzir da ovaj efekat moze
biti zavisan od testiranog genotipa, ali i od nacina primjene, hemijskih osobina i koncentracije
zeolita. Primjena zeolita u supstrat biljaka kukuruza testiranih u nasem istrazivanju indukovala je
statistiCki znaCajno poveéanje koncentracije kalijuma uz istovremeno smanjenje koncentracije
kalcijuma (Tabela 11). Ovakva distribucija navedenih elemenata u listovima kukuruza mogla je
nastupiti kao posljedica povecanog otpustanja kalijumovih jona iz zeolita u zemljiSte, zbog cega
su biljke kukuruza viSe usvajale ovaj element u odnosu na kalcijum. Dokazano je da u uslovima
povecane koncentracije K™ u zemljistu moze da dode do smanjenog usvajanja Ca?* jona zbog
antagonizma izmedu katjona (Jakobsen, 1993). Smanjen rast biljaka kukuruza u dodatku zeolita
mogao je nastupiti usljed nedovoljnog usvajanja kalcijuma, ali se ne moze iskljuéiti moguénost
uticaja promijenjene koncentracije drugih hemijskih elemenata. Ippolito i sar. (2011) su pokazali
da povecanje koncentracije zeolita u supstratu moze umanjiti rast biljaka kukuruza zbog
povecanog usvajanja natrijuma koji postaje mobilniji usljed povecanja pH zemljiSta. Prirodni
zeoliti, medu kojima je i klinoptilolit obi¢no povecavaju pH zemljiSta usljed intenzivne katjonske
izmjene, a samim tim se povecava dostupnost i usvajanje Cu, Cd, Zn, Ni 1 drugih elemenata koji
mogu djelovati toksi¢no na biljke u ve¢im koncentracijama (Tahervand i Jalali, 2017). U naSem
istrazivanju kod biljaka kukuruza tretiranih zeolitom u uslovima optimalnog zalijevanja
najizrazenije je bilo povecanje koncentracije Zn i to za vise od 30% u odnosu na kontrolne biljke
(Tabela 11). Iako je cink element koji je biljkama neophodan u brojnim metabolickim funkcijama
(Hafeez i sar., 2013), povecanje njegove koncentracije moze negativno uticati na fizioloske
procese i izazvati metalostres, naro€ito izrazen u fotosintetickim tkivima (Subba i sar., 2014).
Negativni uticaj zeolita na rast biljaka kukuruza se u tom slu¢aju moze povezati sa povecanjem
koncentracije usvojenog cinka, ali u tom slucaju takav efekat je mogao da nastupi i kod biljaka

paradajza, s obzirom da su i kod njih primjenjeni isti zeolit i supstrat. Medutim, u rezultatima je
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ve¢ dokazano da su biljke paradajza imale nesSto veci rast izdanka 1 razvoj listova u prisustvu zeolita
pa se kod njih ne moze diskutovati o negativnom efektu cinka. Iako u biljkama paradajza nisu
mjerene koncentracije hemijskih elemenata, selektivan uticaj zeolita na biljke paradajza i kukuruza
moze biti obja$njen na osnovu poznatih literaturnih podataka o toleranciji ovih vrsta na teske
metale. Dokazano je da je kukuruz vrsta koja je osjetljiva na povecanje koncentracije Zn u
zemljistu preko 11 ppm te da dolazi do metalostresa i usporavanja rasta izdanka ukoliko je
usvojena koncentracija u listovima preko 81 ppm (Takkar i Mann, 1978). Ovakvi nalazi se
uklapaju u rezultate dobijene u nasem istrazivanju s obzirom da je u listovima biljaka kukuruza
kojima je dodato 10% zeolita izmjereno 82 ppm cinka (Tabela 11). Osim toga u samom zeolitu
izmjerena je koncentracija cinka od 33,6 ppm (Tabela 2), ¢ija je dostupnost u korijenovom sistemu
mogla biti povecana sa porastom pH. S druge strane, paradajz je okarakterisan kao biljna vrsta
koja je tolerantnija na povecanje koncentracije cinka u odnosu na kukuruz (Yamuna Devi i sar.,
2020). Autori navode da su kod mnogih kultivara paradajza veoma intenzivni mehanizmi
sekvestracije Zn jona u vakuolama ¢elija fotosintetickih tkiva u kojima fitohelatini 1 metalotionini
uspjesno sekvestriraju ove jone ¢ak i kad njihova koncentracija prede 200 ppm. Selektivan uticaj
zeolita na biljke paradajza i kukuruza moze biti zasnovan i na razlicitoj toleranciji ove dvije vrste
na povecanje pH vrijednosti supstrata koje je indukovao ovaj mineral. Prethodno je ve¢ navedeno
da se prema literaturnim podacima povecava pH vrijednost zemljista u dodatku zeolita, a takode
su 1 nasi rezultati pokazali da dolazi do porasta pH vodene suspenzije klinoptilolita od 5,8 do 7,3.
Vecini kultivara kukuruza najviSe odgovara zemljiste Ciji je pH u opsegu 6- 6,5, a preko te
vrijednosti dolazi do usporavanja razvoja listova (Adeoye i Agboola, 1985). S druge strane,
optimalan pH za rast biljaka paradajza je u nesto Sirem opsegu, od 5,5- 7, pri ¢emu se tolerise i
povecéanje do 7,5 (Sainju i sar., 2003). Negativni efekti zeolita na biljke kukuruza su se dodatno
manifestovali u uslovima suse, a takav fenomen je vjerovatno uzrokovan sinergistickim uticajem
ova dva faktora. Sam uticaj suSe je indukovao smanjenje koncentracije ispitivanih hemijskih
elemenata, pri ¢emu je najveci uticaj bio na sadrzaj magnezijuma (52%), kalijuma (36%) i
kalcijuma (35%) u odnosu na kontrolne biljke (Tabela 11). Takode, u istom poredenju uoceno je
smanjenje koncentracije mikroelemenata (Fe za 59% i Cu za 35%). Smanjenje koncentracije
hemijskih elemenata u uslovima suse je oCekivano ako se uzme u obzir ¢injenica da nedostatak
vode u zemljiStu gotovo uvijek uslovljava ograni¢enu mobilnost jona, a takode i ograni¢ava proces

njihovog usvajanja putem korijenovog sistema (Ahanger i sar., 2016). lako je pri dodatku 5%
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zeolita u supstrat biljaka kukuruza postignuto nesto bolje zadrzavanje vode u listovima (Slika 42)
trend gubitka hemijskih elemenata je bio slican onome koji je uocen i kod samog uticaja suse.
Najintenzivnije smanjenje koncentracije hemijskih elemenata, a narocito makroelemenata (K, Ca
i Mg) uoceno je kod biljaka kojima je dodatno 10% zeolita u uslovima suse, pri ¢emu je izmjeren
i najmanji relativni sadrzaj vode u njihovim listovima (Tabela 11, Slika 44). 1z toga se moze
zakljuciti da je najveca primjenjena koncentracija zeolita mogla negativno uticati na vodni
potencijal uz istovremeni uticaj na smanjenje dostupnosti hemijskih elemenata, $to je sve skupa
uslovilo da se biljke kukuruza sporije razvijaju i da budu pod uticajem veceg stresa, odnosno da je
dodatak zeolita dodatno pogorsao uslove suse. U skladu sa ovim zaklju¢kom su i vrijednosti
parametara antioksidativnog metabolizma koje ukazuju da je prisustvo zeolita u susi kod biljaka
kukuruza dodatno intenziviralo nastanak oksidativnog stresa. To je narocito bilo izrazeno kod
biljaka iz grupe SZ10 kod kojih je doslo do najvece inhibicije CAT izoformi te do najizrazenijeg

povecanja koncentracije fenola (Slika 51, Slika 52).

Ukoliko se uzmu u obzir svi rezultati dobijeni u istraZivanjima na biljkama paradajza
(preliminarni eksperiment sa 20% zeolita u supstratu i drugi eksperiment sa 5% i 10% zeolita u
supstratu) mogu se izdvojiti odredeni zakljucci o pozitivnim ali i 0 negativnim efektima zeolita.
Pozitivni efekti su najprije uoceni kod biljaka uzgajanih pod optimalnim vodnim reZimom 1 to
najvise kod primjenjene koncentracije zeolita od 10%, gdje su biljke paradajza na kraju
eksperimenta imale znacajno bolje mjerene morfoloSke parametre. Osim toga, kod ove grupe
biljaka uocen je veéi sadrzaj enzima Rubisco i znacajno vece koncentracije hlorofilaaib, a SOD
aktivnost je bila neSto manja u odnosu na biljke bez zeolita u supstratu. Dodatak 5% 1 20% zeolita
u supstrat biljaka uzgajanih pod optimalnim vodnim rezimom nije imao negativne posljedice, ali
takode nisu uoceni ni znacajni pozitivni efekti (osim anatomskih karakteristika listova koje su bile
bolje kod biljaka kojima je dodato 20% zeolita). Kad je u pitanju uloga zeolita u spreavanju
negativnih posljedica suSe, moze se reci da je taj efekat djelimi¢no postignut jedino kod biljaka
kojima je zeolit dodat u koncentraciji od 5%. Od svih biljaka koje su bile pod uticajem suse, manji
gubitak vlaznosti u listovima je uocen jedino kod onih kojima je dodato 5% zeolita u supstrat, iako
se takav trend odrzao samo do 15. dana eksperimenta. Shodno tome, kod ove grupe biljaka u
odnosu na sve druge grupe biljaka pod uticajem suSe uoceni su i sljedeéi pozitivni efekti: veca
duZina izdanka i broj listova, ve¢i svi mjereni anatomski parametri listova, veci intentzitet

fotosinteze 1 transpiracije, ve¢i sadrZzaj hlorofila a, ve¢i stomin otvor, blazi odgovor
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antioksidativnog metabolizma, odnosno manja SOD i APX aktivnost te manja inhibicija CAT
aktivnosti 1 manji sadrzaj fenola. Sve navedene osobine nisu uocene kod biljaka kojima je dodato
10% zeolita u supstrat u uslovima suse. Zanimljivo je da je kod biljaka pod uticajem suse dodatak
zeolita od 20% imao negativne posljedice, buduci da je kod njih u odnosu na biljke bez zeolita
uoceno sljedece: manji intenzitet fotosinteze 1 transpiracije, manji sadrzaj enzima Rubisco, manja
koncentracija hlorofila b, veéi broj stoma po mm2, manji stomin otvor, veca peroksidazna
aktivnost te veca koncentracija fenolnih kiselina. Ukoliko bi se napravila gradacija efekata zeolita
na biljke pod uticajem suSe u odnosu na njegovu koncentraciju u supstratu moglo bi se reéi da je
dodatak od 5% imao pozitivan efekat, dodatak od 10% je bio neutralan, dok je dodatak od 20%

imao negativan efekat.

Ako se uzmu u obzir svi rezultati dobijeni u istrazivanju na biljkama kukuruza moze se reci
da dodatak zeolita u supstrat ni pri jednoj koncentraciji nije doveo do ublazavanja negativnih
posljedica suSe te da je ¢ak sa povecanjem sadrzaja zeolita u supstratu uoceno i proporcionalno
povecanje negativnih efekata. To se narocito odnosi na karakteristike biljaka kojima je u uslovima
suse dodato 10% zeolita u supstrat, buduci da je kod ovih biljaka doslo do najuocljivijeg smanjenja
duzine izdanka, smanjenja relativnog sadrzaja vode listova i aktivnosti enzima Rubisco, uz
istovremeno povecanje sadrZzaja fenola 1 inhibicije CAT izoformi na elektroforegramu. Takode,
kod ove grupe biljaka evidentno je i najvece smanjenje koncentracije K, Ca i Mg. Dodatak obe
koncentracije zeolita u uslovima suSe indukovao je intenzivnije povecanje koli¢ine proteina malih
molekulskih masa u odnosu na ono koje je uo€eno kod biljaka bez zeolita. Zanimljivo je da je
dodatak zeolita u supstrat kod biljaka uzgajanih pod optimalnim vodnim rezimom takode imao
negativne posljedice, budu¢i da je njegova primjena od 10% dovela do znacajnog smanjenja
duzine izdanka. Osim toga, kod ove grupe biljaka uo€eno je povecanje sadrzaja fenola, te su
indukovane nove POD i CAT izoforme, a doslo je i do smanjenja koncentracije Ca te do povecanja
koncentracija K 1 Zn. Sveukupno gledaju¢i, primjena zeolita kod biljaka kukuruza imala je

negativan efekat i u uslovima optimalnog navodnjavanja i u susi.
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7. ZAKLJUCAK

Istrazivanjem koje je sprovedeno u ovoj doktorskoj disertaciji obuhvacene su dvije biljne
vrste, paradajz (Solanum lycopesricum) i kukuruz (Zea mays), a analiza dobijenih rezultata
ukljucila je metabolicke adaptacije biljaka na stres izazvan susom te efekte koje je imao zeolit u
sprecavanju negativnih posljedica ovog abiotickog faktora. Nakon sumiranja svih rezultata i
njihove uporedne analize izmedu dvije biljne vrste moze se konstatovati da ispitivani kultivari
kukuruza i paradajza pored oc¢ekivanog metabolickog odgovora koji je univerzalan kod biljaka u
stanju stresa izazvanog suSom imaju donekle razli¢it mehanizam antioksidativnog metabolizma.
Te razlike su najvise izrazene u putevima degradacije vodonik peroksida indukovanog u ¢elijama

fotosintetickih tkiva usljed uticaja suse.

Kad je u pitanju efekat koji je imala primjena zeolita na ispitivane biljne vrste mogu se izvesti

sljedeci zakljucci:

e Zeolit kod paradajza doprinosi poboljsanom rastu i razvoju izdanka ukoliko biljke imaju
adekvatnu opskrbu vodom, dok u uslovima su$e moze da ublazi njene negativne posljedice
ukoliko se primjeni u manjoj koncentraciji (5% u odnosu na ukupnu masu supstrata).
Ublazavanje negativnih posljedica suse se manifestovalo kroz poboljsanje vrijednosti
parametara fotosintetickog metabolizma te kroz manji intenzitet oksidativnog stresa na sta
ukazuju parametari antioksidativnog metabolizma.

e Veca koncentracija zeolita dodata u supstrat biljaka paradajza (20%) moze dodatno da
oteza stres izazvan susom, a ovakav fenomen se moze povezati sa nepovoljnim vodnim
rezimom supstrata zbog neadekvatno rasporedenih Cestica zeolita. Intenziviran oksidativni
stres kod dodatka 20% zeolita pokazan je na osnovu odgovora enzimskih, ali i neenzimskih
komponenti antioksidativnog metabolizma.

e Primjena zeolita u supstratu kod optimalnog navodnjavanja biljaka kukuruza imala je
negativan uticaj na rast izdanka zbog posljedica koje su nastale usljed neadekvatne
distribucije i dostupnosti hemijskih elemenata.

e Pozitivan efekat zeolita koji se ocekivao u procesu ublazavanja negativnih posljedica suse
izostao je kod biljaka kukuruza, pri ¢emu je njegova primjena u koncentraciji od 10%

dodatno otezala rezim mineralne ishrane i prouzrokovala intenzivniji biohemijsko-
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fizioloski odgovor na stres, na $ta ukazuju vrijednosti sadrzaja Rubisco-a, proteina malih
molekulskih masa te parametara antioksidativnog metabolizma.

Uzimajuci u obzir da je primjena zeolita u uslovima suse znacajno zavisila od izbora biljne vrste
ali i od nacina i koli¢ine njegove primjene dobijeni rezultati pruzaju novi aspekt u razmatranju
njegove upotrebe u uzgoju biljaka te otvara mogucénost za nastavak istrazivanja na ovu temu

usmjeren prema selekciji biljne vrste a posebno prema primjenjenoj koncentraciji.
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Osaj Obpazay yunu cacmasHu 0eo 00Kmopcke oucepmayuje, 0OHOCHO OOKMOPCKO2
YMemHU4UKo2 npojekma xoju ce opanu Ha Ynueepzumemy y Hosom Caoy. [lonyrwen
Obpaszay ykopuuumu uza mexcma 0OKmMopcke oucepmayuje, 0OHOCHO OOKMOPCKO2
VYMEemHUYKOo2 npojexma.

ILman Tpermana mojaraka

Edekat 3eonurta Ha mapaMmeTpe aHTHOKCHIATHBHOT CTaTyca KoJ mapanaj3a (Solanum lycopersicum L.) u
KyKypy3a (Zea mays L.) y ycmoBuma cyiie

a) VYuusepsutetr y HoBom Cany, [IpuponHo-mateMaTnuky (hakynTer
0) VYuusepsuret y bamoj JIynu, [IpuponHo-maremarnuku hakyaTer

JlokTopcke akajeMcke cTyauje ouosoruje Ha [IpupoaHo-mareMaTHukoM (akyyITeTy, Y HUBEP3UTETA Y
Hosowm Cany.

HcrtpakuBama oOyxBaheHa OBOM JOKTOPCKOM JHMCEPTalMjoM Cy €0 IpOjeKTa MOA Ha3UBOM:
»JICIINTHBame ylore 3eoiaMTa y yMaHjeHjy OKCHIATHBHMX omrtehema Ouibaka mapajajsa M nacysba
HACTAJINX T10]] YTULIAjeM pa3InIuTuX abHoTuukux daxropa“ (6poj 9/06-020/961-23/15) dunancupanor
ox cTpaHe MUHHCTapCTBa 3a HAYYHOTEXHOJIOLIKM Pa3Boj, BHCOKO o0Opa3zoBame W HH(pOpMaIroHe
cucreme Pery6imke Cpricke.

1.1 Bpcra cryauje

Ykpamxo onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu RpuKyn/eajy

JlokTOpCKa aucepranmja

1.2 Bpcre momaraka

BaHTI/ITaTI/IBHI/I
BaJ'II/ITaTI/IBHI/I

1.3. Hauns npuKkybama nogaraka

a) aHKeTe, YITUTHHIIN, TECTOBH




0) KIIMHWYKE MPOTICHE, METUITMHCKH 3aIHCH, SJICKTPOHCKH 3PABCTBEHH 3aITHCH

B) TCHOTHUIIOBU: HABCCTHU BPCTY

F) AAMHUHUCTPATUBHU IOAAN: HABECTU BPCTY

1) Y30pIIU TKHUBA: HABECTH BPCTY

b)) cammm, dpotorpaduje: HaBeCTH BPCTY

‘@reKCT, HABECTH BPCTY MIPETIE JINTEPATYPE

) Mara, HaBeCTH BPCTY

@)CT&HO: OIIKMCAaTH Ha6ODaTODI/IiCKI/I CKCIICPUMCHTH U MEPECHA

1.3 ®opmart nogaraka, ynoTpedspeHe CKaje, KOTHYHUHA [To1aTaka

1.3.1 YnorpebsbeHu copTBep U opMart JaToTeKe:

a) Excel (hajn, naroreka

b) SPSS ¢ajn, naroreka
@DF bajn, natoreka pdf

d))Tekcr ¢ajn, natoreka ___word.doc

(epipG ¢ajn, naroTeka ipa, tiff

f) Ocraio, naroreka

1.3.2. Bpoj 3amuca (ko KBaHTUTATUBHUX T10/IaTaKa)

a) Opoj Bapujadbmu 120

0) Opoj Mepema (MCIMTaHUKa, POIICHA, CHUMAaKa U CJ1.) _ BEJIHMKH Opoj

1.3.3. IloHOBJBEHA MEPEBHA

a

0) He




YKOIMKO je 0AT0OBOp Jia, OATOBOPUTH Ha cieacha muTama:

BPEMCHCKH pa3dMaK 1/13Meljy IIOHOBJBCHUX Mepaje _I[ed)I/IHI/IcaH OPUMCEHCHOM METOJA0OM

BapmjalIie Koje ce BUIIE IyTa Mepe OJHOCE ce Ha HCIUTHBAaHE KaPAKTEPUCTHKE
MHATN3UPAHIX CUCTEMa

B) HOBe Bep3Huje (ajiioBa KOjH caJipiKe MOHOB/EHA MEPEHha Cy IMEHOBaHE Kao

Hamowmene:

Jla au ghopmamu u cogpmeep omozyhasajy oemerve u 0y20pouHy 8arUOHOCH nooamaka?

@

6) He

Axo je 002060p He, 0bpaznodicumu

2.1 Metoponoryuja 3a NpuKyIJbambe/TeHepHCathe MoaTaka

2.1.1. Y okBUpY KOT' HCTPaKUBAYKOT HALPTa CY MOAALH IPUKYIJbEHHU?

KcnepHMeHT, HABECTH TUT aHAIM3a OMOXEMHjCKUX U (PU3HOJIONIKUX KAPAKTEPUCTHKA
fictema

1:6)kopenauH0Ho HCTPaXXUBakE, HABECTH THUI _KOPEJIAIIMOHU KOe(HIIH]jeHTH

@aHanma TCKCTAa, HABECTHU TUII _TPUKYIIJbAlhE NOAAaTaAKa U3 JUTCPATYPHUX U3BOPA

1) OCTaj0, HABECTH IIITa

2.1.2 Hasecmu épcme mMepHux uHCMpyMeHama uiu Cmaoapoe nooamaxka CReyuuuHux 3a oopeleny
HayuHy Oucyuniuny (ako nocmoje).

UV-Vis coekrpodoTroMeTap, CeT 3a BEPTUKAIHY MIOJHAKPWIAMHUIHY eJIeKTpodope3y IpOTEeHHa,

LC-MS-MS  teunu xpomarorpad, Shimadzu 7000 AA aroMCKH  allCOPILKAOHHA

criekrpodoroMerap, Amapar 3a Mjepeme ITPOTOKa racosa kpo3 crome (portable photosynthesis

system, LCi-SD), CBejTI0CHM MHKPOCKOII IOBE3aH Ca AUTHUTAIHOM kKamepoM Leica EC3 i

codTBepOoM 3a oOpany nmomaraka (Leica Acquire software).




2.2 KBanurer nojaraka v CTaHIapIu

2.2.1. Tperman HepocTajyhux nogaraka

a) [la mu marpuria caapxu Hegocrajyhe mogarke? II

AKO je 0aroBop /1a, OArOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a) Konukwu je 6poj HemocTajyhux momaraka?
0) Jla 1 ce KOpUCHHKY MaTpuIle Mpenopydyje 3aMmeHa Hegoctajyhux nmogaraka? la He
B) AKO je 0IroBOp [1a, HABECTH CYrecTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe HelocTajyhux moxaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4Y¥H je KOHTPOJIMCAH KBaIUTET mojaaTaka? OnucaTu

CTaTHCTUYKOM OPpONCHOM ZIO6I/Ii CHHUX pE3yJITaTa U HODeheEeM CKCIICPUMCHTAJIHUX U TCODI/IiCKI/IX

ooaaraka

2.2.3. Ha koju Ha4¥H je u3BpIIeHAa KOHTPOJIA YHOCA [T0IaTaKa y MaTpHILy?

CTaTHCTUYKOM KOHTPOJIOM HM3BCACHOI pE3yJjTaTa

3.1. TperMaH u yyBame MojaTaKa

3.1.1. Ilooayu he 6umu oenonosanu 'y _Penosumopujymy 00kmopckux ducepmayuja Ha

Yuueepzumemy y Hosom Caoy

3.1.2. URL aodpeca

3.1.3. DOI




3.1.4. Jla mu he nooayu bumu y omeopenom npucmyny?

a) Jla
@ Ha, anu nocne embapea koju he mpajamu 0o

8) He

Axo je 002060p He, Hasecmu pasioe

3.1.5. llooayu Hehe bumu 0enoHosanu y peno3umopujym, aiu fie oumu yyearu.

Obpasnoosicerve

3.2 Meranofanu u JOKyMEHTaIl{ja TojaTaKa

3.2.1. Koju cranmapn 3a Meranoaarke he OUTH MpUMEHeH?

3.2.1. HaBectn MeTaromaTke Ha OCHOBY KOjHX CY TOJAIH JETIOHOBAHH y PETIOZUTOPH]yM.

Axo je nompebHo, Hasecmu memoode Koje ce Kopucme 3a npey3umarse no0amaxd, aHaiumuyxe u
npoyedypanne ungopmayuje, wuxo8o Kooupare, OemasbHe onuce eapujadau, 3anuca umo.

3.3 Crparerdja v CTaHAapIU 3a YyBame M10JIaTaKa

3.3.1. Jlo xor nepuoja he moganu OUTH YyBaHH y PEHIOZUTOPUjyMY?

3.3.2. Jla nmu he mogaiu OUTH JESIOHOBAHHM IO HH/I(I)pOM? He

3.3.3. a i he mudpa Outn gocTynHa oapeheHOM KpyTy I/ICTpa)KI/IBaLIa He

3.34. I[a JIM CC Imoaanu Mopajy YKIIOHUTHU U3 OTBOPCHOT NPHUCTYIIA TOCJIC U3BECHOT BpeMCHa?

Ta (ic)

O06pa3noXKUTH




Ogaj onesbak MOPA OuTH NONyeH aKko BalllM MOJANM YKIbYUYjy JHMYHE TOJaTKe KOjU Ce OJIHOCE Ha
YYECHHUKE y UCTPpaXKHBamy. 3a Ipyra HCTPaXHBamba Tpeda Takohe pa3MOTPUTH 3aIUTHTY W CUTYPHOCT
Hojarakxa.

4.1 dopmanHu cTaHAApAN 32 CUTYPHOCT WH(pOpMaIlHja/moaaTaka

HcTpaknBaun Koju CIPOBOJIE HCITUTHBAKA C JbYANMA MOPajy Ja ce MPUAPKaBajy 3aKOHA O 3aITHTH
nogartaka o mruunocty (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o zastiti podataka o licnosti.html) n
OJIFOBapajyheF I/IHCTI/ITYHI/IOHaJ'IHOI‘ KOJAEKCa 0 aKkaICMCKOM I/IHTerpI/ITeTy.

4.1.2. la nmu je uctpaxkxuBame 0100peHo o1 cTpane ernuke komucuje? a He

Ako je onrosop [la, HaBecTH JaTyM U Ha3UB €THUYKE KOMHUCH]E KOja je 0100puiIa HCTPaKUBabE

4.1.2. a nu nogauy ykJjpy4yjy JUYHE NOJAaTKe yUecHUKa y ucrpaxusamwy? Jla He

AKO je 0JIroBOp J1a, HABEIUTE HA KOjU HAYUH CTE OCUTYPAJIH MOBEPJHUBOCT M CUTYPHOCT HH(pOpMaIirja
BE3aHHX 32 MCIIMTaHUKE:

a) IMonanu HKUCY Y OTBOPEHOM TPUCTYITY
0) [Monmanu cy aHOHUMU3UPAHU
1) Ocrano, HaBeCTH IITa

5.1. llooayu he bumu
a) jagHo oocmynuu

ocmynHu Camo ycKkom Kpyey ucmpaoicusada y oopelienoj nayynoj ooiacmu

y) 3ameopenu



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

Axo cy nooayu 0ocmyntu camo YCKOM Kpyay UCHMpadicudayd, Hagecmu noo Kojum yCioguma Moy od ux
Kopucme:

V3 npeTX0Hy KOMYHUKAIU]Y U TUCMEHO 0,[[06‘[)61{;6 BJIaCHHKA IToJaTakKa

Axo ¢y nooayu 00cmynuu camo YCKOM Kpyay UCMpaxicuéad, Hagecmu Ha KOju HA4UuH Mo2y

npucmynumu nooayuma: _JlooujameM mudpe BIacHUKA NOoIaTaKa 3a MPUCTYI MOAANKUMA KOJU CY

noxpameHu y Penosuropujymy Yuusepsurera y Hosom Cany

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmenu nooayu Oumu apxueupaHi.

AVyTOpPCTBO — HEKOMEPILIM]AJIHO — 0€3 IIpepajie

6.1. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy 61acHuKa (aymopa) nooamaxa

Jlmao Xacanaruh, e-mail: dino.hasanagic@pmf.unibl.org

6.2. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja o0picasa mampuyy ¢ noodayuma

JIuno Xacanaruh, e-mail: dino.hasanagic@pmf.unibl.org

6.3. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omocyhyje npucmyn nodayuma opyeum
ucmpaxjcusauuma

Jlmao Xacanaruh, e-mail: dino.hasanagic@pmf.unibl.org
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