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kykypy3a (311 555 u 3I1 606). BonHoM cyduuuty cy monBpruyre Ousbke
y Tpajamy of 6, 24, 72 u 144 caTtu, a BOTHOM JIEQUIUTY Y Tpajamy o1 8
n 15 pmama, ca oxroeapajyhum KoHTpomHMM Owsbkama. JlucroBu
KOHTPOJHUX M TPETHpPaHUX OMJbaka Cy KOPHUIITEHH 3a onpehuBame
cnenehnx mapamerapa: (u3nONOMKUX (PETaTHBHOT cajapikaja BOJE
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MpOTenHa, CIO0OAHOr MPOJIUHA), OKCHAATHBHUX (KOHIEHTpaluje
manouauangaexuaa — MDA u H>O2) u aHTHOKTMATUBHUX (HECH3UMCKHX
- KOHIIEHTpalrja monrueHosna, u eH3UMCKUX KOMIIOHEHTH - aKTHBHOCTH
AHTHOKCUJATUBHUX €H3uMMa: cynepokcun aucmyrtace (SOD, EC
1.15.1.1), xaranaze (CAT, EC 1.11.1.6), ackopbaT nepokcunaze (APX,
EC 1.11.1.11) u mepokcumasza Kmace 11 (POX, EC 1.11.1.7)). Pesynratu
noOWjeHN Hu3JarameM Onibaka BOJHOM CYyQUIUTY W JIepHIUTY cy
MOKa3aJi Pa3IMYUT OATOBOP XMOpHAa Ha MOIJIaBy U CYIIy U 3Ha4ajHe
UHTEpXUOpHUIHE pa3iIKe Kaja je y OATOBOp Ha MOIUIABY UJIH CYIY.

[Ipomene y mporecy (OTOCHHTE3€ Cy JAETEKTOBAaHE KpO3 MPOMEHE
KOHIIeHTpaluje (POTOCHHTETHYKHUX NMurMeHarta. [Ipu ycrmoBuma BogHOT
cy(uiuTa U3MEPEH je IMOopacT KOHIICHTpalMje Xjopoduwia a u 6, Te
kaporeHouaa kon xuOpuma 3I1 555. Ca napyre crpaHe, cMmameHa
KOHIICHTpalMja Xjaopoduia 6 ¥ KapoTeHOU 1a U3MEPEHaA je Ko Xulpua
311 606 HakoH 24 cata BogHOT cyuinTa. XuOpua cy MMaiid HCTOBETaH
OJIrOBOP Ha BOJHU JCPUIUT, TAC je JETEKTOBAHO CMambCHE
KOHIIEHTpanuje Xxjopoduiia a W KapoTeHowpa Te TnoBehame
KoHIeHTpalwje xiopopuiaa 6. Kao mnocnemuiia BomHor cyduimra
JICTEKTOBaHa je 1 noBehaHa KOHIIEHTpAaIKja COMYOMIIHUX MMPOTEHMHA KO/
o0a mcnuTHBaHa XWOpWAa. Bumm HUBOM OKCHAATHBHOI CTpeca NpHU
yCJIOBUMA BOJHOT CY(QUITNTA CY BUIJBUBU Kpo3 NoBehiaHy IPOU3BOAY
BOMOHHUK mepokcuaa kox xuoOpuma 3I1 555. Boguu cyduunur je 3a
nociaenuity umao Behy aktmBHocT SOD m POX, Te mnosehany
KOHIICHTpAIM]y YKYIHUX MojudeHona Koa oda UCIUTHBaHA XUOpHUIa.
Cucrem mnonupenonn/POX kox xubpuma 3I1 606, mpu ycioBuma
BOJHOT cydbuIInTa, OMOryhro je oBoM XuOpuay ma Op30 ¥ edhHKacHO
yKiIOHH TioBehaHe KOHIIEHTpalyje BOAOHWK Tiepokcuma. Ca apyre
CTpaHe, TPU YCJIOBMMAa BOJHOT JE(QUIINTA JCTCKTOBAHO j& CMAahCHE
KOHIIGHTpAIje CONyOMHHX TIpoTenHa u mponuHa. Cmameme
KOHIICHTpAIMje MPOJIMHA, TIPH BOTHOM JeQUIIUTY MMa 32 MOCIEIHILY
mucOamaHc y OCMOTCKOM ToTeHIujary OmspHe hemmje. OcerspuBOCT
TECTHpAaHUX XWOpWAa Ha BOAHH JAeHUIUT je YyOWhHBA IIPH
MPOJIOHTHPAHOM U3JIaramby OBOM CTPECY, KOJU je 3a TOCIEAUIy HMao
noBehame KOHIIEHTpalrje BOAOHUK nepokcuaa (xkox xubpuma 311 555)
U CTeleHa JMIUAHE Nepokcupanuvje (kox oba xmbpmma). Ca mpyre
ctpane, mosehane akruBHOcTH SOD, CAT m POX cy u3mepeHn Kon
xubpuaa 311 555 npu nznaramwy BomHOM nepunuTy. AHTHOKCHIATHBHA
onrosop xubpumaa 311 606 Ha cTpec n3a3BaH BOMHUM IeHUITUTOM je 610
y cmucny moBehama aktnBHOcTH SOD. CmameHa KOHIIGHTpaimja
ronueHoIa U3MEpEH je Ko 00a UCITUTHBaHA XUOpUAA PH yCIOBUMa
BoaHOr nedummTa. Cmameme koHueHTpanrje MDA u H,O», moBehame
AKTUBHOCTH aHTHOKCHJIATMBHUX €H3MMa 3ajeqH0 ca moBehameM
KOHIICHTpAIMje HECH3MMCKHX  KOMIIOHEHTH, T aKyMyJaimja
OCMOIIPOTEKTaHATa CE MOXKE Y3eTH Kao Mapkep 3a onapehjuBame
TOJICPAHTHUX TEHOTHMOBa Ousbaka. Tako, Beha aHTHOKCHIATHBHA
AKTHUBHOCT, 3ajelHO ca CMameHOM KoHIieHTparujoM H»0» moxe
npeacraBbaTy 00Jby afanTUPaHOCT U TosepaHTHOCT xubpuna 311 606
Ha BomHH cypumut y omHocy Ha xubpun 31 555. Ca nmpyre crpane,
noBehana konueHtpanuja MDA, cMameHa cuHTE3a NpOTEHHA, Te
CJI000THOT IPOJIMHA, Ka0 M CMarbeHa KOHLEHTpaLHja monugeHona BoIu
Ka 3aKJbYUKy Ja Cy o0a UCIMTHBaHA XUOpHAA KyKypy3a MOAjeaHaKO
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soluble proteins, proline), oxidative stress parameters (the content of
malondialdehyde (MDA) and H:0), as well as antioxidants (the total
polyphenols content (Phe), and activity of antioxidative enzymes
[catalase (CAT, EC 1.11.1.6), superoxide dismutase (SOD, EC
1.15.1.1), ascorbate peroxidases (APX, EC 1.11.1.11), and Class Il
peroxidases (POX, EC 1.11.1.7)]). Results indicated that drought and
flooding stress-induced time-dependent changes of measured
parameters and those hybrids differ in stress response. Changes in
photosynthesis can be seen thought modifications in photosynthetic
pigments concentration. An increase in the concentration of chlorophylls
and carotenoids have been noted during flooding in ZP 555 hybrids. On
the other hand, flooding stress decreased the chlorophyll b and
carotenoid concentrations in ZP 606 hybrids. A decrease in the
concentration of chlorophyll a and carotenoids and an increase in
chlorophyll b concentration were a response of both examined hybrids
on drought stress. Also, intensive protein synthesis was noted in both
hybrids during flooding. More intensive oxidative stress levels were
correlated with an increase in H20- in hybrid ZP 555. Induced SOD and
POX activities and concentration of polyphenols were detected in both
hybrids during flooding stress. Polyphenols/POX system provided faster
hydrogen peroxide displacement cells of ZP 606 hybrids. On the other
hand, a decline in the concentration of soluble proteins and proline was
drought-stress induced. The drought-induced decrease in proline
concentration caused a disbalance in cell osmotic potential. The
sensitivity of the tested hybrids to water deficit was noted during the
prolongation of this stress, which caused an increase in the hydrogen
peroxide concentration (in hybrids ZP 555) and lipid peroxidation (in
both hybrids). Moreover, a drought-induced increase in the activity of
antioxidative enzymes, SOD (both hybrids), CAT and POX (only ZP
555) was noted. A decline in the concentration of polyphenols caused
by drought stress makes both hybrids drought sensitive. The decrease in
the concentration of MDA and H,O,, followed by an increase in activity
in antioxidative enzymes and concentration of nonenzymic, together
with an increase in osmoprotectants accumulation, presents valuable
tools for the selection of flooding/drought-tolerant plants. The present
study results suggest that a more robust antioxidative metabolism is

essential under flooding stress and could be a protective strategy against




oxidative damage induced by flooding in ZP 606 maize plants compared
to ZP 555 plants. On the other hand, enlarge in the concentration of
MDA, followed by a decrease in protein, proline and polyphenols
concentration, suggests that both tested 30 days old hybrids are
defenceless against oxidative damage induced by 15-days drought
stress.
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Lista skraéenice

AA askorbinska kiselina

ABA abscicinska kiselina,

ACC 1-amino cikopropan 3-fosfat dehidrogenaza
ADH alkohol dehidrogenaza

ADH alkohol dehidrogenaza,

AOS antioksidativni sistem zastite

APS amonijum persulfat

APX askorbat peroksidaze

BADH betain aldehid dehidrogenaza
CAT katalaze

Car karotenoidi

Chla hlorofil a

Chlb hlorofil b

CK citokinin

DAD diodni detektor

DHA dehidroaskorbinska kiselina
EDTA etilendiamintertra sir¢etna ksileina
ENO enolaza

EPO eozinofil peroksidaza

ETC elektrontransportni lanac

FAO Organizacija za prehranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija
FS I fotosistem |

FS I fotosistem II

GABA gama aminobuterna Kiselina,
GAD glutamat dehidrogenaza,

GA giberelinska Kiselina,

GAPD gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze
GSH glutation

GSSG oksidovani glutation

HGH homogentizinska kiselina

HNE 4-hidroksinonenal

HPLC te¢na hromatografija visokih performansi



HSP proteini termalnog stresa

IAA indol-3-siréetne kiseline

IPT izopentenil-transferaze

JA jasmonska kiselina

LDH laktat dehidrogenaza,

LEA engl. late embryogenesis abundant (,, proteini sazrevanja*“)
LPO leuko peroksidaza

MDA malondialdehid

MPO mijeloperoksidaza

Na Pi natrijum-fosfatni pufer

NBT nitro blue tetrazolijum

NCED3 9-cis epoksikarotenoid deoksigenaze
OAT ornitin TM-aminotransferaza

P5CR pirolin-5-karboksil reduktaza

PAGE elektroforeza na poliakrilamidnom gelu
PAL fenilalanin aminotransferaza

PDC piruvat dekarboksilaza

PDP fitil difosfat

PMSF Fenilmetilsulfonil fluorid

POX peroksidaze

PUFA polinezasi¢ene masne kiseline

PVP polivinilpirolidon

ROS reaktivne vrste kiseonika

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

RWC relativni sadrzaj vode

SA salicilna kiselina

SDS natrijum dodecisulfat

SOD superoksid dismutaza

TBA tiobarbiturna kiselina

TCA trihlorsiréetna kiselina

TEMED tetrametiletilendiamid
TPO tireoidna peroksidaza

Tween polioksietilen sorbitol estar
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Biljke kao sesilni organizmi su vrlo Cesto izloZene razli¢itim abiotickim i biotickim
faktorima iz okoline. Sa druge strane, globalno zagrevanje povlaci za sobom i promene u
padavinama, ne samo u smislu zapremine ve¢ 1 njihove raspodele, pa su posledi¢no sve ¢esce
smene perioda ekstremnih vodnih deficita i suficita. Upravo zbog toga, vodni deficit i suficitu
su najvazniji abioti¢ki stresori koji negativno utiu na rast i razvoj biljaka. Vodni deficit i suficit
su posledica promene klime u skoro svim podruc¢jima na svetu, posebno veliki problem izaziva
vodni deficit u aridnim ili poluaridnim biotopima.

Danas vrlo evidentni faktori kao §to su, promene koli¢ine padavina, porast koncentracije
COg, visoke temperature, povecan intenzitet svetlosti, suvi vetar koji povecava evaporaciju
vode sa podloge, rezultuju gubitak vode iz biljnog tkiva te postepeno vode ka vodnom stresu.
U nekim slucajevima, kada je voda u podlozi prisutna ali zbog visokog saliniteta, niske
temperature zemljista, vodnog suficita, koren biljaka nije u moguénosti da istu usvoji §to opet
vodi ka stvaranju stresnih uslova za biljku. Ovaj tip stresa se naziva fizioloski stres, gde
atmosferski faktori nisu limitiraju¢i faktori (Arbona i sar., 2009). Oba stresna faktora
nesumnjivo dovode do poremecaja u metabolizmu biljaka prvenstveno zbog naruSavanja
homeostaze u respiratornim procesima i metabolizmu kiseonika (Rubio i sar., 2002; Sharma i
sar., 2012; Anee i sar., 2019). Osim toga, gubici prinosa nastali usled vodnog suficita i deficita
premasuju gubitke nastale kao posledica uticaja drugih vrsta abiotickog stresa zajedno (Flooad,
2007).

Kukuruz (Zea mays L.) je jedna od tri najée$¢e koriStene Zitarice u ishrani ljudi i
zivotinja. Takode, kukuruz se koristi 1 u razli¢itim granama industrije, kao Sto su proizvodnja
etanola, koji ima znac¢ajnu ulogu jer se koristi kao biogorivo (Radosavljevi¢ i sar., 2009). Prema
podacima FAO u 2014. godini kukuruz se sejao na 184,66 miliona ha, a po ukupnoj svetskoj
proizvodnji 2014. godine bio je na drugom mestu od ukupne proizvodnje zitarica
(www.fao.org). Hibridi koriSteni u ovom radu (ZP 555 i ZP 606) su predloZeni od strane
naucnika sa Instituta za kukuruz ,.Zemun Polje kao jedni od najboljih za uzgoj zahvaljujuci
visokom prinosu u sve ¢eS¢im susSnim periodima u jugoisto¢noj Evropi te moguénost rasta na
plodnom tlu od 400 metara (ZP 606) i 500 metara (ZP 555) nadmorske visine. Upravo razlicita
genetska osnova ovih hibrida ukazuje na vaZnost ispitivanja otpornosti i interhibridne razlike
na predstojece susne i plavne periode u podrucju gde se pomenuti hibridi uzgajaju. Promene u
koli¢ini padavina, u njihovoj frekvenciji ili potpuno odsustvo istih, uz globalni porast
temperature neosporivo vode ka smanjenju prinosa i kvaliteta ove Zitarice.

Kao posledica izlozenosti biljaka vodnom suficitu i deficitu nastaju reaktivne vrste

kisonika (ROS) koje pokre¢u biohemijsko-fizioloske kaskadne reakcija kao odgovor biljaka na
2
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stres. Usled disbalansa izmedu produkcije ROS i nemoguénosti ¢elije da ih ukloni, nastaje
sekundarni - oksidaivni stres. Oksidativni stres se definiSe kao pomeranje ravnoteze u ¢elijskim
oksido-redukcionim procesima u smeru oksidacije $to je praceno povecéanjem koncentracije
ROS (Arora i sar., 2002; Florez-Sarasa i sar., 2020). Kao posledica toga, u biljci dolazi do
povecanja ekspresije gena koji su ukljuceni u sintezu antioksidativnih enzima, proteina stresa
(HSP - Heat Shock Proteins), LEA (Late Embryogenesis Abundant), Rab protina (Responsive
to ABA), te akumulacije osmolita (prolina, Secera i dr.) (Faghani i sar., 2014; Hao i sar., 2015;
Wang i sar., 2016).

Osim toga, stres izazvan vodnim suficitom i deficitom dovodi do promena u
antioksidativnom sistemu zaStite, enzimskom 1 neenzimskom. U zavisnosti od aktivnosti
antioksidativnih enzima i promene koncentracije neenzimskih antioksidanata, genotipovi
kukuruza mogu efikasnije ukoniti ROS i posledice nastale kao rezultat oksidativnog stresa.
Antioksidativni odbrambeni sistem zavisi od genetske strukture hibrida. Pracenjem ovih
parametara (oksidativnih 1 antioksidativnih) mozemo govoriti o intenzitetu stresa, razlikama

izmedu hibrida te odabiru otpornijih hibrida.



2.P req led literature
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2.1. Abioti¢ki ekoloski faktori

Abioticki stresni faktori, kao Sto su salinitet, teSki metali, UV-B zracenje i slicni stresori
(Slika 2.1), utiu na rast i razvoj biljaka. Stresni faktori mogu imati pozitivno ili negativno
dejstvo (smanjenje intenziteta fotosinteze, inhibicija rasta, ubrzano starenje i oStecenje biljnih
organa) (Mittler, 2006; Maksymiec, 2007).

/Ablotlékl stres | ' Bioticki stres |
Susa Patogeni
Soli Herbivore
Hladnoca | Kompeticija
Toplota

Radijacija )
/

Regeneracija ROS-a ] AB'/:Og: %’;\' et
Kinaze
MAP kinaze

Transk?pcioni faktori
__MYC. MYB, NAC, ZF. HSF

Reakcija na stres }

Slika 2.1. Shema komunikacije (engl. cross-talk) izmedu abiotickih i biotickih signalnih
puteva. ABA- abscicinska kiselina (engl. abscisic acid), SA — salicilna kiselina (engl.
salycilic acid), JA — jasominska kiselina (engl. jasmonic acid), ET — etilen, MAP kinaze —
mitogen-aktivirane proteinske kinaze, MYC — mijelocitomatoze (engl. myelocytomatosis),
MYB — mijeloblastoze (engl. myeloblastosis) transkripcioni faktor, NAC — N-acetil cistein
transkripcioni faktor, ZF — cink transkripcioni faktor (engl. zink fingers), HSF —
transkripcioni faktor za visoke temperature (engl. heat shock factor) (Fujita i sar., 2006;
modifikovano).

Biljke, kao i drugi organizmi, sintetiSu veliki broj hemijskih komponenti te pronalaze
razliite strategije kako bi kontrolisale hiperprodukciju reaktivnih vrsta kiseonika (ROS, engl.
reactive oxygen species) pri stresnim situacijama (Slika 2.2), kao §to su hipooksija, vodni
deficit, vodni suficit, UV-B zracenje, kontaminacija teSkim metalima i pesticidima (Yousuf i
sar., 2012).
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FAZA1 FAZA 11 FAZA 111
Samanjenje Oksidacija Fotoinhibicija
produktivnosti proteina *
Geni Lipidna Prestanak
specifi¢ni peroksidacija rasta
za stres v
ROS Opsti Ostecenje
v geni za v DNK v
stres
Inhibicija Curenje Smrt
rasta jona

Slika 2.2. Regulatorni mehanizmi, metabolicke promene i oStecenja kroz tri faze koje se u
celiji pokrecu tokom abiotickog stresa (Dietz, 2010; modifikovano).

2.2. Voda kao stresni faktor

Snabdevenost biljaka vodom je jedan od najvaznijih faktora neophodnih za normalna
rast 1 razvoj svih biljaka. Voda je najvaznija strukturna komponenta grade svih ¢elija i ima
veoma znacajnu ulogu u brojnim procesima, kao $to su metabolicki procesi, transport materija,
regulacija temperature 1 slicno. Promena sadrzaja vode u biljci oznacava se kao vodni rezim 1
podrazumeva: (1) usvajanje, uglavnom pomocu korenovog sistema, (2) provodenje, provodnim
snopi¢ima, (3) odavanje vode, nadzemnim organima (procesom transpiracije).

Ukoliko je koliCina transpirisane vode ve¢a od koli¢ine primljene vode, dolazi do
vodnog deficita. Vodni suficit nastaje kada je koli¢ina usvojene vode veca od moguénosti

biljke za njeno odavanja (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012).

2.2.1. Vodni suficit

Usled globalnih klimatskih promena dolazi do promena u prirodnim ekosistemima.
Suficit ili deficit vode u podlozi predstavlja globalni problem za celi biljni svet. Distribucija
biljnog sveta zavisi od ovih uslova i neophodno je da se prilagodi na iste. Kao i svako drugo
zivo bice 1 biljkama je neophodan kiseonik kako bi se normalano odvijali metaboli¢ki procesi.
Medutim, suficit vode u podlozi za vrlo kratko vreme dovodi do hipoksije u zemljiStu. Kao

rezultat toga koren biljaka ne dobija kiseonik, te se nalazi u fazi anoksije, potpunog odsustva
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kiseonika (Gambrell i Patrick; 1978; Capon i sar., 2009). Kako bi prezivele ovakve uslove,
biljke pribegavaju odredenim adaptacijama: formiraju parenhim ispunjen vazduhom -
aerenhim, obezbedujuéi na taj nacin rezervoar vazduha, zatim generisu adventivne korene, $to
je u korelaciji sa biljnim hormonima, auksinom i etilenom (Slika 2.3) (McNamara i Mitchell,
1989).

Medutim, biljke koje se nalaze u vodnom suficitu pokuSavaju da prezive te uslove kroz
biohemijske, fizioloske, anatomske i morfoloske adaptacije. Proizvodnja etilena i formiranje

adventivnih korena je naj¢e$¢i adaptivni odgovor biljaka na vodni suficit (Pezeshki, 2001).

e

e

< Stetni efekti i posledice ,)> S

-

Apikalni deo izdanka

Inhibicija i smrt

Smanjeno: formiranje listova, koncentracija hlorofila,

transpiracija (zatvorene stome), kapacitet fotosinteze.
Poveéano: senescencija, hloroze, nekroze, opadanje.

Smanjeno: hidraulicko provodenje, vodni potencijal.
Redukovano: rast izdanka, odnos nadzemnog i
podzemnog dela.

Korenov sistem

Apikalni deo izdanka

- Inhibicija i mortalitet kod osetljivih biljaka.

- Odrzanje fotosinteze.
- Velike rezerve ugljenih hidrata

- Hiperprodukcija lenticela.

- Odrzanje vodnog statusa biljke.

- Izmena u rastu nadzemnog dela.

- Signaling hormona (etilen, ABA, GA...)
- Velike rezerve ugljenih hidrata

Smanjeno: formiranje, ¢elijska propustljivost i
apsorpcija hranjivih materija.

Smanjeno: unutarcelijski pH, aerobni metabolizam
(disanje), rezerve ugljenika.

Poveéano: degenracija, smrt.

Rizosfera _

Smanjeno: difuzija kisonika, pH zemljiSta, redoks
potencijal, temperatura zemljista,

Poveéano: kompaktnost zemljidta, akumulacija
okdiativnih formi (Fe3+, Mn2+..), anaerobna aktivnost,

koncentracija fitotoksi¢nih komponenti (metan, etanol..)

Poplava

Hipoksija

\ Korenov sistem

- Razvoj adventivnih korena, nekroza lateralnih
korenova.

- Formiranje aerenhima.

- Generisanje sekundarnog lignifikovanog i
submerznog zida kod otpornijih vrsta.

- Prelazak na anaerobni metabolizam (fermentacija:
alkoholna i mle¢na).

- ANP sinteza (ADH. LDH). Stimulacija GABA
formi (GAD, GABA, ACC).

Slika 2.3. Shematski prikaz posledica, odgovora i adaptivnih mehanizama biljaka na

hipoksiju/anoksiju. ABA — abscicinska kiselina, GA-giberelinska kiselina, ANP — anaerobni
polipeptidi, ADH — alkohol dehidrogenaza, LDH — laktat dehidrogenaza, GABA — gama
aminobuterna kiselina, GAD — glutamat dehidrogenaza, ACC — 1-amino cikopropan 3-
fosfat dehidrogenaza (Dat i sar., 2006; modifikovano).
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2.2.1.1 Anatomske i morfoloske adaptacije

Hloroze, nekroze, oStecenje listova, smanjena fiksacija azota, smanjenje prinosa i smrt
biljaka su promene koje su uzrokovane vodnim suficitom i mogu se desiti i u vegetativnoj i
reproduktivnoj fazi biljke (Hasanuzzaman i sar., 2016). Vodni suficit dramati¢no smanjuje rast
i razvoj biljaka i njihovo prezivljavanje (Parent i sar., 2008). Kod kukuruza, koji je bio 2 cmu
vodi, visina, pre¢nik lista, broj listova i totalni rast biljke su inhibirani kao posledica vodnog

suficita (Ali i sar., 1999).

a) Lenticele
Pri vodnom suficitu biljke formiraju adventivne korene, hipertrofirane lenticele i/ili
aerenhim (Ashraf, 2012). Tac¢na fizioloSka funkcija lenticela jo§ uvek nije dobro poznata, ali je
definitivno povezana sa vodnim suficitiom (Parelle i sar., 2006). Smatra se da lenticele imaju
ulogu u difuziji kiseonika i drugih gasova koji su uklju¢eni u anaerobni metabolizam, kao §to
su CoHz, CO2i CHa. Uoceno je da dolazi i do Sirenja provodnih snopi¢a — floema u korenu

biljke, kada se broj traheja i traheida ksilema smanjuje.

b) Aerenhim

Veoma vaznu ulogu u transportu kiseonika pri hipoksiji i anoksiji ima parenhimsko
tkivo — aerenhim. Aerenhim je biljno tkivo sa velikim intercelularima koji omoguéavaju
stvaranje rezervnog puta za razmenu gasova izmedu anaerobnog korena i1 aecrobnog izdanka
(Jackson i Armstrong, 1999). Formiranje aerenhima je zabelezeno kod velikog broja biljaka
kao $to su: Trifolium subterraneum (Aschi-Smiti i sar., 2004), soja (Bacanamwo i Purcell,
1999), psenica (Watkin i sar., 1998), riza (Justin i Armstrong, 1991), kukuruz (Gunawardena i
sar., 2001) i Carex sp. (Visser i sar., 2000). Transportom kiseonika aerenhimom iz izdanka u
koren dolazi do ,,curenja“ kiseonika kroz pore korena, te se zemlja oko korena oksigenizuje.
Stvaranje aerobnog tla u maloj zoni oko individualnih korena moZe dovesti do nagomilavanja
aerobnih mikroorganizama §to je prevencija od toksi¢nih komponenata tla kao $to su nitriti,
sulfidi, Fe, Cu i Mn (Armstrong i Armstrong, 1988).

Aerenhim biva generisan zahvaljuju¢i etilenu koji se akumulira pri apoptozi (Shiono i
sar., 2008). Sinteza etilena je veoma ubrzana tokom hipoksije 1 podsti¢e formiranje aerenhima
§to je pokazano kod kukuruza (Visser i sar., 1997). Dokazano je da je formiranje aerenhima u
korenu kukuruza uz aplikaciju egzogenog etilena, ali je bilo inhibirano u prisustvu Ag* jona
(Drew i sar., 1981). U prisustvu inhibitora sinteze etilena ne dolazi do formiranja aerenhima

(Konings, 1982). Vrh korena takode mora biti prisutan kako bi se mogao formirati ovaj tip
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tkiva. Vrh korena prvenstveno sluzi za sintezu 1-amino ciklopropan 1-karboksilne Kkiseline
(ACC), kao prekursora za sintezu etilena. Njegovim transportom se generise zrelije i bolje

aerisano tkivo (Konings, 1982).

c) Adventivni koreni

Adventivni koreni su koreni koji rastu horizontalno (diageotropizam) i uo¢ljivi su kod
biljaka pri vodnom suficitu kao adaptaciju na stresne uslove sredine. Novoformirani koreni
mogu preuzeti funkciju glavnog korenovog sistema (Jackson 1 Drew, 1984). Ovi koreni su blizi
povrsini zemlje 1 nalaze se u neposrednoj blizini aerenhima, $to im omoguc¢ava vecu dostupnost
kiseonika u poredenju sa glavnim korenovim sistemom. Biljke koje su tolerantne na vodni
suficit kao Rumex crispus i Rumex palustris razvijaju nove na vodni suficit otporne korene na
10 cm od zemlje koja je poplavljena, dok kod biljka koje su netolerantne na vodni suficit, kao
Sto je Rumex acetosa ne dolazi do promene u vertikalnom korenovom sistemu (\VVoesenek i sar.,
1989). Akumulacija etilena takode omogucava formiranje adventivnih korena u odgovoru na
hipoksiju. Naime, etilen omogucava formiranje adventivnih korena koji sadrze mnogo vece
intercelulare 1 omoguc¢avaju neometanu razmenu gasova izmedu izdanka i korena (Visser i sar.,
1996). Aplikacijom etilena u biljke koje su netolerantne na vodni suficit (neke od vrsta roda
Rumex) rezultovalo je pojavu adventivnih korena kod ispitivanih biljaka. Suprotno tome,
inhibicijom sinteze etilena kod R. plaustris dolazi do redukcije broja adventivnih korena
izazvanih vodnim suficitom na osnovu ¢ega se doSlo do zakljucka da je veca koncentracija
etilena glavni uslov za formiranje adventivnih korena kod vrsta roda Rumex (Sairam i sar.,
2008). Bragina 1 sar. (2003) su pokazali da povecanje koncentracije etilena pri hipoksiji kod
klijanaca kukuruza ,,uniStava‘“ ¢elijske zidove adventivnih korena biljaka menjajuéi tako celi

korenov sistem.
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2.2.1.2 FizioloSke i biohemijske promene i adaptacije kod biljaka u uslovima vodnog
suficita

a) Hormoni

Hormonska regulacija je jedna od vaznih adaptivnih odgovora biljaka u uslovima
vodnog suficita. Morfoloske i anatomske promene su u direktnoj vezi sa hormonskim
promenama. Kod biljaka osetljivih na vodni deficit kao $to je Solanum lycopersicum uocen je
razvoj adaptivnih korena koji je u asocijaciji sa sintezom etilena (Vidoz i sar., 2010). Osim
direktnog efekta, etilen takode koordiniSe radom drugih fitohormona, kao $to su giberelinska
kiselina (GA) 1 abscicinska kiselina (ABA) koje imaju vaznu ulogu pri izduZivanju korena 1
formiranju adventivnih korena (Fukao i Bailey-Serres, 2008) (Slika 2.4).

Osim toga, akumulacija etilena, ugljendioksida i metana tokom vodnog suficita i
anaerobnog metabolizma (Vartapetian, 2006) ostecuje akvaporine na membranama u listovima
biljaka usled transporta ovih gasova. Povecana koncentracija etilena omogucéava nastanak
adventivnih korena, ali sa druge strane povecava fosforilaciju akvaporina na membranama
(Kamaluddin i Zwiazek, 2002).

Salicilna kiselina (SA), kao jedna od signalnih molekula, je takode odgovorna za
adaptacije na hipoksiju. Uloga salicilne kiseline tokom abiotickog i biotickog stresa je veoma
znacajna (Dat i sar., 1998; Scott i sar., 1999). Naime, egzogenom aplikacijom razli¢itih
koncentracija SA u listovima biljaka je uoceno da dolazi do povecanja produkcije glicin
betaina, povecanja neto fotosinteze, povecanja biomase biljaka, zatim je uoceno povecanje
koncentracije  hlorofila, prolina, koncentracije i aktivnosti ribulozo-1,5-bisfosfat
karboksilaze/oksigenaze (Rubisco), te aktivnosti SOD i koncentracije askorbata (AA) (Ardebili
i sar., 2014; Khan i sar., 2014a; Liisar., 2014; Lee i sar., 2014). Osim toga, vec¢a koncentracija
SA u uslovima razli¢itih vrsta abiotickog stresa dovodi do smanjenja koncentracije
malondialdehida (MDA) te takode aktivnost Na*/K* ATPaze (Fayer i Bazaid, 2014). Takode,
SA zajedno sa ABA reguliSe otvaranje i zatvaranje stoma pri vodnom deficitu (Larqué-
Saavedra, 1978), jer stimuliSe rast korena i formiranje adventivnih korena pri stresnim

uslovima (Singh, 1993; Gutierrez-Coronado i sar., 1998).
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Slika 2.4. Hormonska signalizacije u uslovima vodnog suficita. Pri aerobnim uslovima,
etilen se moze normalno osloboditi iz celije, dok pri vodnom suficitu, voda predstavlja
barijeru za oslobadanje istog, te se on nakuplja u unutrasnjosti celije. Giberelinska
kiselina (GA) ubrzava nastanak adventivnih korena koje sam etilen inicira, dok abscicinska
kiselina (ABA) inhibira taj efekt. Etilen izaziva nastanak ROS, te izaziva apoptozu i
formiranje lizogenog aerenhima. Zuti koreni predstavljaju adventivne korene, dok plavi i
pink predstavljaju lateralne korene (Steffens i Rasmussen, 2016; modifikovano).

b) Uloga ugljenih hidrata u uslovima vodnog suficita

Vaznu ulogu u procesima adaptacije biljaka na uslove vodnog suficita imaju ugljeni
hidrati. U uslovima vodnog suficita, literaturni podaci ukazuju da se povecava ukupna
koncentracija ugljenih hidrata u korenu za 24% posle 21 dan vodnog suficita, i 15% i 17% u
listovima i stabljici biljke Corchorus capsularis (Parvin i Karmoker, 2013).

Ugljeni hidrati su povezani sa tolerancijom biljaka na hipoksiju, jer obezbeduju
neophodnu energiju (Ram i sar., 2002). Povecana upotreba ugljenih hidrata u glikolitickom
putu omogucava biljci rize da prezivi duze u uslovima anoksije (Ito 1 sar., 1999). Takode je
pokazano da su stariji listovi, koji sadrze vise ugljenih hidrata, otporniji na vodni suficit. Osim
toga, dodatak ugljenih hidrata biljkama u uslovima anoksije ima vaZan efekat pri toleranciji na

ovaj stres (Vartapetian i Jackson, 1997).
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c) Uloga stoma u uslovima vodnog suficita

Jedan od prvih odgovora na vodni suficit kod biljaka je smanjenje stomatalne
provodljivosti (Folzer i sar., 2006). Biljke izloZzene vodnom suficitu su otporne na usvajanje
dodatne vode, §to dovodi do unutrasnjeg vodnog deficita (Parent i sar., 2008), sli¢no kao kod
biljaka pri vodnom deficitu. Osim toga, nizak nivo kiseonika moZze smanjiti hidraulicko
provodenje kroz provodne sudove usled smanjene permeabilnosti korena (Else i sar., 2001).
Vodni suficit dovodi do zatvaranja stoma ve¢inom kod C3 biljaka (Akhtar i Nazir, 2013) §to
znacajno uti¢e na proces fotosinteze. Smanjena koncentracija kiseonika generalno vodi ka
postepenom smanjenju intenziteta fotosinteze (Ashraf i sar., 2011). Smanjenje intenziteta
fotosinteze i transpiracije se deSava zahvaljujuci zatvorenim stomama (Ashraf i Arfan, 2005).
Medutim, drugi faktori, kao $to su smanjena koncentracija hlorofila, senescencija lista i
smanjenje lisne povrsine takode rezultuju smanjenju intenziteta fotosinteze (Malik i sar., 2001).
Brzo zatvaranje stoma pri vodnom suficitu je uoceno od strane Yordanova i sar. (2005), §to su
prethodno pokazali i Zang i Zang (1994) posmatraju¢i biljku pasulja u uslovima vodnog
suficita. Zatvaranje stoma se deSava zahvaljuju¢i ABA. Naime, tokom vodnog suficita ABA

se transportuje iz starijih u mlade listove ili dolazi do de novo sinteze ovog hormona.

d) Promene u fotosintezi u uslovima vodnog suficita

Produzeno izlaganje biljaka vodnom suficitu rezultuje povredama korena, smanjujuci
na taj na¢in dodatno kapacitet fotosinteze i uticu¢i na promene u biohemijskim reakcijama
ovog procesa. Promene se ogledaju u smanjenoj aktivnosti Rubisco (Pezeshki, 1994; 2001;
Drew, 1997) i smanjenoj aktivnosti fosfoglikolat i glikolat oksidaze (Yordanova i Popova,
2001), oste¢enju membrana hloroplasta $to za posledicu ima inhibiciju elektrontransportnog
lanaca i fotosistema Il (FSII) (Titarenko, 2000). Smanjenje koncentracije hlorofila direktno ili
indirektno uti¢e na ukupni kapacitet fotosinteze kod biljaka koje se nalaze u uslovima vodnog
suficita (Ashraf i sar., 2011).

Kumar i sar. (2013) su dokazali da vodni suficit dovodi do smanjenja relativnog
sadrzaja vode, RWC (engl. Relative Water Content) i stabilnosti membrana.

Promene u provodnosti korena, provodnosti kroz stoma, asimilacija CO2, drasti¢no
smanjenje intenziteta fotosinteze, promene u procesu disanja, generisanje sekundarnih
metabolita su procesi odgovorni za redukciju rasta i prinosa biljaka u uslovima vodnog suficita
(Ashraf, 2012).
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e) Promene u energetskom metabolizmu u uslovima vodnog suficita

Vodni suficit dovodi do smanjenja koncentracije kiseonika u biljkama Sto vodi ka
hipooksiji ili anoksiji. Bez kiseonika, kao elektron akceptora, izostaje i aerobna respiracija,
odnosno dolazi do zaustavljanja Krebsovog ciklusa i elektronstransportnog lanca (Ashraf,
2012). Biljke koje su otporne na vodni suficit imaju nekoliko zajednickih karakteristika: 1)
mogucnost odrzanja alkoholne fermentacije, 2) oslobadanje etanola i drugih ko-proizvoda
anaerobnog metabolizma van organizma, 3) zahvaljujué¢i ugljenim hidratima omogucavaju
odvijanje glikolize, 4) mogu sintetisati ATP kroz izmenjeni Krebsov ciklus, jer se alkoholnim
1 mleénim vrenjem pri ograni¢enoj koncentraciji kiseonika ne dobija dovoljna koli¢ina ATP 1
nije dovoljna pri dugom izlaganju vodnom suficitu (Laan i sar., 1991).

Priniskim koncentracijama kiseonika metabolizam ¢elije zavisi od altenativnih puteva,
anaerobnog metabolizma (Slika 2.5). Pri optimalnim koncentracijama kiseonika ATP se dobija
iz glikolize, daju¢i kao proizvod dva ATP 1 dva molekula piruvata po jednoj heksozi uz
redukciju NAD" do NADH (Rocha i sar., 2010). Kako bi se proces glikolize odrzao pri anoksiji
dolazi do konstantnog regenerisanja NADH iz NAD™ pri procesu fermentacije (Tadege i sar.,
1999). Koriste¢i piruvat kao supstrat, pri anoksiji i hipooksiji kljuénu ulogu imaju alkoholna i
mle¢na fermentacija. Pri alkoholnoj fermentaciji krucijalnu ulogu ima alkohol dehidrogenaza
(ADH) koja katalizuje prevodenje acetilaldehida u etanol pri ¢emu se oksiduje NADH u NAD*
(\Vartapetian i Jackson 1997; Kingston-Smith i Theodorou 2000; Nakazono i sar., 2000). lako
se ovim procesom ne moze proizvesti znacajna koli¢ina energije u obliku ATP-a, ovo je jedan
od adaptivnih mehanizama tokom vodnog suficita. Anaerobnom fermentacijom biljke dobijaju
samo dva molekula ATP iz jednog molekula glukoze, Sto je mnogo manje u odnosu na aerobni
metabolizam gde se generise 38 molekula ATP iz jednog molekula glukoze ali se omogucuje
obnavljanje NAD* koji je neophodan za proces glikolize. Povecanje aktivnosti ADH pri
vodnom suficitu je uo¢eno kod mnogih biljaka (Christine i Musgrave 1994; Zaidi i sar., 2004;
Srivastava i sar., 2007; Sairam i sar., 2008). Takode, kod biljaka koje su tolerantnije na vodni
suficit zabeleZena je veca aktivnost ADH u odnosu na biljke koje su osetljive na ovaj tip

abiotickog stresa.
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Slika 2.5. Shematski prikaz tri glavna metabolicka puta biljaka u uslovima vodnog suficita
(Dat i sar., 2006; modifikovano).

Tokom anaerobne fermentacije veoma je vazno odrzanje konstante pH vrednosti
citoplazme, tj. odrzanje neutralnog pH. Medutim, acidifikacije se deSava upravo pri vodnom
suficitu i smatra se jednim od klju¢nih faktora smrti ¢elije (Roberts i sar., 1984). Nekoliko
faktora moZe uticati na acidifikaciju: porast koncentracije H*, hidroliza jona Mg?*, akumulacija
nus-proizvoda glikolize koji nisu izbaceni iz Celije i sinteza laktata. Naime, pri anaerobnoj
mlecnoj fermentaciji dolazi do oslobadanja laktata. Oslobadanjem laktata smanjuje se pH
citoplazme S$to aktivira alkohol dehidrogenazu i inhibira laktat dehidrogenazu (Chang 1 sar.,
2000), te omogucava biljkama prelazak sa mle¢nog na alkoholno vrenje. Akumulacija laktata
je povezana sa inhibicijom protonske pumpe tonoplasta, usled smanjenja sinteze ATP, Sto
rezultuje brzo smanjenje pH vrednosti (Drew, 1997). Naime, smanjenje pH vrednosti ispod 7
rezultuje inaktivacijom laktat dehidrogenaze, te piruvat dekarboksilaza (PDC) omogucava
prelazak piruvata u acetilaldehid koji pomoc¢u ADH (Kingston-Smith i Theodorou, 2000) prlazi
u etanol.

Medutim, ova dva puta imaju i negativnih posledica na biljnu ¢eliju: laktat je toksican
za ¢eliju, a etanol ima sposobnost brzog difuntovanja iz ¢elije, Sto vodi ka gubljenju ugljenika
tokom hipooksije. Osim mle¢ne i alkoholne fermentacije, mnoge biljne vrste akumuliraju i
alanina (Ala) pri anoksi¢nim uslovima (de Sousa i Sodek, 2003; Miyashita i sar., 2007).
Akumulacija vece koncentracije Ala u biljnoj ¢eliji ne dovodi do oStecenja Celije, kao Sto

je slucaj sa etanolom 1 laktatom. Smatra se da Ala omogucava regulaciju pH vrednosti pri
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hipooksiji i anoksiji (Reggiani i sar., 1988; Rocha i sar., 2010). Mehanizam i uloga
akumulacije Ala joS uvek nije u potpunosti razjasnjena. Jedan od metabolickih modela
ukazuje da se uloga akumulacije Ala tokom vodnog suficita moze objasniti preko njegove
uloge u reorganizovanom TCA ciklusu, pri ¢emu je njegova uloga u prevenciji nakupljanja
piruvata, §to omogucava kontinuiranu glikolizu pri uslovima vodnog suficita (Rocha i sar.,
2010).

Bajpai i Chandra (2015) su ukazali na vaznost prolina da moze biti jedna od vaznih
biohemijskih adaptacija na vodni suficit. Autori su eksperimentalno pokazali da se
koncentracija prolina povecava kod biljaka nakon 96 h vodnog suficita u poredenju sa
kontrolom. Kao i kod aktivnost ADH, tolerantniji genotipovi imaju vece koncentracije prolina

u odnosu na osetljive genotipove biljaka.

f) Promene u sintezi proteina u uslovima vodnog suficita

Rai i sar. (2004) su pokazali da dolazi do promena u koncentraciji proteina. Autori su
zabeleZili povecanje koncentracije solubilnih proteina kod biljakea kukuruza. Usled smanjenja
koncentracije kiseonika, sinteza ukupnih proteina je u potpunosti izmenjena, gde se uocava
selektivna sinteza oko 20 proteina (anaerobnih proteina) (Sachs i sar., 1980; Chang i sar.,
2000).

Vecina identifikovanih gena i proteina u korenu kukuruza su solubilni metabolicki
enzimi koji ucestvuju u glikolizi, fermentaciji i metabolizmu ugljenih hidrata (Chang i sar.,
2000). Takode, identifikovana je i alkohol dehidrogenaza 1 (ADH]1; Sachs i sar., 1980), enolaze
1 (ENO; Lal i sar., 1991), gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPD; Russell i Sachs, 1991)
i PDC (Kelley i sar., 1991).

Promene se uocavaju i u ekspresiji gena, a posebno su izmenjeni transkripcioni faktori,
signalne transdukcione komponente, kao 1 geni ukljuceni u biosintezu etilena, metabolizam
azota (Nie i Hill, 1997; Klok i sar., 2002; Dordas i sar., 2003; 2004; Paul i sar., 2004; Liu i sar.,
2005).
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2.2.2. Vodni deficit

Vodni deficit je jedan od najzastupljenijih abiotickih stresnih faktora ciji efekti
negativno uti¢u na produktivnost biljaka. U poslednje vreme, usled razli¢itih vremenskih
promena, prisustvo i koli¢ina vode za biljke nije marginalno pitanje. Sve su izvesnija
predvidanja da ¢e zbog klimatskih promena i efekta staklene baste do¢i do smanjenja kolicine
padavina i porasta temperature (IPCC, 2014). Vodni deficit najéeS¢e nastaje kao nedostatak
vode u zemljiStu 1 oznacen je kao zemljisSna susa. Medutim, vodni deficit moZe nastati i pri
poremecaju primanja vode od strane biljaka iako je voda prisutna u zemljistu, Sto je oznaceno
kao fizioloska susa. Aklimatizacija i aklimacija na vodni deficit postaje veliki izazov za
netolerantne biljke. Vodni deficit izaziva smanjene rasta biljaka i prinosa za 30-50%. Vodni
deficit uzrokuje veliki broj fizioloSkih promena kod biljaka, kao Sto su nemogucnost fiksacije
CO> usled zatvaranja stoma, S$to ima za posledicu smanjenje intenziteta fotosinteze te
morfoloske promene na biljci (Slika 2.6), povecanje respiracije, i enzimske aktivnosti biljaka
(Alexieva i sar., 2001). Pri vodnom deficitu u svetloj fazi fotosinteze na membrani tilakoida
dolazi do produkcije velike koli¢ine kiseoni¢nih slobodnih radikala koji uzrokuju ostecenja
makromolekula i smrt biljke, zahvaljuju¢i reakcijama oksidacije. Pri ovom abiotiCkom stresu
dolazi do akumulacije soli i joni u gornjim slojevima zemlje i oko korenovog sistema biljaka,

Sto uzrokuje osmotski stres i toksikaciju jonima).
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Slika 2.6. Efekat vodnog deficita na biljke (Khan i Khan, 2017; modifikovano)

16



Doktorska disertacija Pregled literature

Biljke su razvile nekoliko mehanizama kako bi prezivele vodni deficit: formiranje
duzeg korena, transport soli u vakuolu i van ¢elije, formiranje malih sukulentnih listova i sve
u cilju zadrzavanja vode u biljci (Dai, 2013). Osmoliti, kao §to su polioli, organske kiseline,
prolin zajedno sa velikim brojem aminokiselina imaju veoma vaznu ulogu tokom vodnog
deficita kako bi obezbedili normalno funkcionisanje ¢elije (Khan i Khan 2017).

Naucnici su primenili nekoliko nacina kako bi razvili rezistentnost biljaka na vodni
deficit: egzogena aplikacija fitohormona, tretiranje semena osmoprotektantima, kao bi semena
bolje klijala 1 biljke rasle, kao 1 geneticki inZenjering 1 metode kojima se ,,biraju markeri stresa*
(Jones i sar., 1991).

Odgovor biljaka na stres izazvan nedostatkom vode se moZe uociti na morfoloSkom,
fizioloSkom te metabolickom nivou.

Biljke koje su otporne na vodni deficit (engl. drought resistance) prezivljavaju ovakve
uslove tako §to izbegavaju, odlazu ili toleriSu nedostatak vode (Slika 2.7) (Levitt, 1980).

1. Biljke koje izbegavaju vodni deficit (engl. drought escape) imaju sposobnost da
zavrSe svoj zivotni ciklus pre vodnog deficita. Na taj nac¢in biljke ne dozivljavaju
stres izazvan vodnim deficitom, jer su sposobne da modifikuju svoj vegetativni i
reproduktivni rast u zavisnosti od prisustva vode. U osnovi ovoga tipa adaptacije se
nalaze dva razli¢ita mehanizma: brzi fenoloSki razvoj i razvoj evolucione
plasti¢nosti (Jones i sar., 1991). Brz fenoloski razvoj podrazumeva brz rast biljaka,
sa produkcijom minimalne koli¢ine semena, bez morfoloskih, fizioloskih
adaptacija. Biljke koje imaju sposobnost razvijanja plasticnosti rastu vrlo
ograni¢eno tokom perioda vodnog deficita, produkuju¢i veoma malo cvetova i
semena, ali tokom vlaznog perioda rastu veoma brzo i produkuju veliki broj semena.

2. Biljke koje odlazu isusivanje (engl. drought avoidance) imaju sposobnost da zadrze
relativno visok procenat vode u tkivu uprkos vodnom deficitu u podlozi. Ovo se
postize nizom adaptacija koje ukljuuju smanjenje gubitka vode (Stednja vode) i
optimizacija potroSnje vode (potrosaci vode). Optimizaciju potro$nje vode postizu
kroz povecano ukorenjavanje, dok biljke koje su razvile mehanizam $tednje vode
to postizu kroz smanjenje transpiracije, transpiracione povrsine, apsorpciju zracenja
i sli¢éno (Morgan, 1984).

3. Biljke koje tolerisu vodni deficit (engl. drought tolerance) imaju sposobnost
prezivljavanja niskog sadrzaja vode u tkivu zahvaljujuéi adaptivnim osobinama.

Adaptivne osobine uklju¢uju odrzavanje turgora celija zahvaljuju¢i osmotskom
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pritisku 1 elasti¢nosti ¢elija i povecanje protoplazmatske otpornosti prema gubitku

vode (Morgan, 1984).
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Slika 2.7. Morfoloski, fizioloski i molekularni odgovor biljaka kukuruza na stres izazvan
vodnim deficitom (Aslam i sar., 2015; modifikovano).
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2.2.2.1 Fizioloski odgovori biljaka na vodni deficit

a) Hormonska regulacija

Rast korena biljaka nije inhibiran pri vodnom deficitu kod veceg broja biljaka (Jaleel i
sar., 2008) ukljucujuéi i kukuruz (Sacks i sar., 1997). Generalno, odnos izdanka i korenovog
sistema kod biljaka raslih u uslovima vodnog deficita je veéi u korist korenovog sistema, koji
je manje osetljiv od nadzemnog dela biljke (Wu i Cosgrove, 2000). ABA, citokinini (CK),
etilen, malat 1 drugi faktori koji jo$ nisu identifikovani su ukljuceni u signalizaciju rasta korena.
Koren biljaka Salje signal ostatku biljke da se nalazi u vodnom deficitu, pre nego Sto se stome
zatvore. Zahvaljuju¢i tom signalu dolazi do sinteze ABA hormona (Pour Najaf, 2005), koji ima
najvazniju ulogu u Zivotnom ciklusu biljke jer ucestvuje u mnogim bitnim fizioloSkim
procesima, te morfoloskim i fizioloskim adaptacijama na uslove u Zivotnoj sredini (Fathi i Tari,
2016). Takode, druge signalne molekule kao §to su CK mogu biti vrlo vazan signal koji putuje
od korena do izdanka.

Fitohormoni kao §to su ABA, CK, GA, auksini i etilen, reguliSu procese koji
omogucavaju biljci adaptacije na vodni deficit. ABA predstavlja univerzalni ,,stres hormon*
¢ija akumulacija omogucava bolju adaptaciju biljaka na stresne faktore iz zivotne sredine
(Nakashima i Yamaguchi-Shinozaki, 2013). Pri izlaganju vodnom deficitu, ABA je hormon
koji se najviSe sintetiSe u korenu i transportuje se do listova iniciraju¢i zatvaranje stoma i
smanjenje rasta biljaka kao odgovor na stres (Slika 2.8). Vodni deficit stimuliSe sintezu ABA
kroz regulaciju klju¢nog enzima 9-cis epoksikarotenoid deoksigenaze (NCED3). Znacajno
povecanje aktivnosti ovog enzima je zabeleZeno ve¢ nakon 15 do 30 minuta vodnog deficita
(Qin i Zeevaart, 1999; Thompson i sar., 2000). Najvaznija uloga ABA u adaptaciji na vodni
deficit jeste Sto podsti¢e zatvaranje stoma i smanjuje transpiraciju I na taj nac¢in smanjuje
gubitke vode iz ¢elije. Pri akumulaciji ABA u ¢elijama pomoénicama dolazi do smanjenja
turgorovog pritiska i modulacije jonskih kanala, narocito kanala za kalijum i kalcijum, usled
Cega dolazi do zatvaranja stoma (Guerrero i Mullet, 1986). Usled toga dolazi do redukcije
koncentracije COz u ¢elijama, $to dalje vodi ka smanjenju intenziteta fotosinteze i povecane
proizvodnje reaktivnih wvrsta Kkiseonika usled preusmeravanja elektrona na kiseonik.

Smanjenjem intenziteta fotosinteze smanjuje se i koncentracija Rubisco-a (Fathi i Tari, 2016).
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Slika 2.8. Efekti ABA na zatvaranje stoma (levo) i inhibicija otvaranja stoma (desno) (Stiki¢ i
Jovanovié¢, 2012; Osakabe i sar., 2014, modifikovano).

Citokinini su biljni hormoni koji imaju ulogu u odgadanju starenja i smrti biljaka, $to
povecava adaptivne sposobnosti biljaka povecanjem prinosa. Povecavanjem koncentracije
endogenog CK kroz ekspresiju izopentenil-transferaze (IPT), enzima odgovornog za
biosintetski put CK, dolazi do adaptacije biljke na stresne situacije odgadanjem starenja
uzrokovanog vodnim deficitom (Daszkowska-Golec i Szarejko, 2013).

Auksini su biljni hormoni ¢ija je uloga u apikalnoj dominaciji, elongaciji izdanka 1
inhibiciji korena (Berleth i Sachs, 2001). Za auksin je pokazano da negativno reguliSe
adaptaciju biljaka na vodni deficit. Naime, auksin pozitivno uti¢e na otvaranje stoma, medutim
njegova veca koncentracija ima obrnuti efekat (Lohse 1 Hedrich, 1992). Takode, smanjenje
sadrzaja indol-3-siréetne kiseline (IAA) je povezano sa regulacijom gena koji kodiraju proteine
u kasnoj embriogenezi (LEA, engl. late embryogenesis abundant), sto je adaptivna sposobnost
biljke (Staki¢ i Jovanovi¢, 2012).

Giberelini imaju pozitivno regulatorno dejstvo na biljke u uslovima vodnog deficita.
Brzo povecanje koncentracije endogenog GA rezultira inhibicijom rasta. Etilen negativno
reguliSe vodni deficit. Ubrzavajuci starenje biljke, inhibirajuci rast i razvoj korena, rast listova
i fotosintezu. Etilen ima znacajnu ulogu i u ABA signalizaciji (engl. cross-talk) (Daszkowska-
Golec i Szarejko, 2013).

Takode, osim pomenutih velikih grupa fitohormona, znacajnu ulogu u rastu i razvoju
imaju i drugi hormoni kao Sto su brasinosteroidi, jasmonska kiselina (JA), SA 1 strigolaktoni.

Medutim, njihova uloga pri vodnom deficitu je manje okarakterisana. Studije su takode
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pokazale da sinergisticko dejstvo viSe hormona ima veée adaptivno dejstvo na vodni deficit od

dejstva individualnih hormona (Basu i sar., 2016).

b) Osmoregulacija

Promena osmotskog pritiska je jedan od mehanizama odbrane i poveéanja tolerantnosti
biljaka pri vodnom deficitu (Slika 2.9). Pri deficitu vode dolazi do akumulacije rastvorenih
supstanci unutar Celije koje se podjednako deli kéerkama ¢elijama u mitozi kako bi se odrzao
turgorov pritisak u ¢elijama (Chaves 1 Oliveir, 2004). Rast i1 izduzivanje Celija u biljci u
mnogome zavisi od prisustva vode i pomaze odrzavanju turgora. U mladim tkivima biljke,
posebno u listu 1 stablu, turgorov pritisak je nepromenjen, ali zahvaljuju¢i osmoregulaciji pri
vodnom deficitu inhibira se elongacija ¢elija (Chaves 1 Oliveira, 2004). Pri smanjenom
prisustvu vode u biljci, osmoregulacijom se mora obezbediti rad stoma, fotosinteza, prisutnost
vode u listovima biljke kao i normalno funkcionisanje biljke (Chaves i Oliveira, 2004).

Smanjenje sadrzaja vode u Celiji je obrnuto proporcionalno povecanju koncentracije
soli (Ashraf i Foolad, 2007). Neorganski katjoni, organske kiseline, ugljeni hidrati i slobodne
aminokiseline su supstance koje se nalaze u najvecoj koncentraciji u ¢eliji pri vodnom deficitu.

Takode, akumulacija prolina i glicin betina je veoma vazna u uslovima vodnog deficita,
ne samo zbog osmoregulacije nego i zbog detoksifikacije ROS jer na taj nacin Stite integritet
membrana i strukturu enzima i proteina (Aschraf i Foolad, 2007). Pokazano je da enzimi kao
Sto su betain aldehid dehidrogenaza (BADH), pirolin-5-karboksil reduktaza (P5CR) i ornitin
TM-aminotransferaza (OAT) imaju veoma znacajnu ulogu pri osmotskoj regulaciji (Basu i sar.,
2016).

Osim toga, kod nekih vrsta biljaka Seceri, kao Sto su trehaloza, glukoza, saharoza 1
fruktoza, imaju veoma vaznu ulogu u osmoregulaciji (Basu i sar., 2016).

Prolin je osmolit koji se najvise akumulira u biljci pri stresnim uslovima, te kao prvi
odgovor biljke na vodni deficit onemogucava oSteCenje Celija. Trajanje vodnog deficita je u
pozitivnoj korelaciji sa pove¢anjem koncentracije prolina kod kukuruza (Anjum i sar., 2011).
Akumulacija prolina u biljkama nakon stresa je povezana sa tolerancijom na stresne uslove i
generalno je veca koncentracije prolina kod biljaka koje su otporne na vodni deficit, u odnosu
na one koje su neotporene (Zadebagheri i sar., 2014). Akumulacija prolina se prvenstveno vrsi
u hloroplastima i citoplazmi dok se njegova degradacija (oksidacija do glutamata) odvija u
mitohondrijama biljne ¢elije (Krasensky i Jonak, 2012). Prolin ima brojne funkcije u uslovima

vodnog deficita: stabilizacija subéelijskih struktura i membrana, stabilizacija proteina te
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odrzavanje funkcionisanja ¢elije, kao i znac¢ajnu ulogu u eliminaciji ROS (Khedr i sar., 2003,;
Okuma i sar., 2004; Ashraf i Foolad, 2007; Hoque i sar., 2008; Banu i sar., 2009). Pored toga,
prolin ima ulogu u zastiti fotosintetskih komponenti, te elektron-transportnog kompleksa II
mitohondrija (Hamilton and Heckathorn, 2001). Mnoga istrazivanja su pokazala da je prolin
efikasan i u eliminaciji singlet kiseonika (Alia i Maysik, 2001) i hidroksil radikala (Smirnoff i
Cumbes, 1989) sto pokazuje da prolin moze biti i neenzimski antioksidant u biljnoj ¢eliji u

uslovima abiotickog stresa.

Prolin takode moZe biti 1 signalna molekula jer uti€e na proliferaciju ili ¢elijsku smrt ili
specifiénu ekspresiju gena, $to je od klju¢nog znacaja pri oporavku biljke od stresa (Szabados
i Savoure, 2010). Ovaj osmolit odrzava stabilnu kvarternu strukturu proteina, Stabilnost
membrane pri dehidrataciji, te smanjuje oksidativna oste¢enja membranskih lipida (Demiral 1

Turkan, 2004).

Wiugora = +0,5 MPa !
Wosmorsi= - 2,0 MPa A
Wyoge=-1,5MPa

>,

Vodni
deficit

7??\\ Zemljisni W, /4’(’7/;‘ \,'\
=-1,2 MPa \P\
{ A
Osmotska regulacija Bez osmotske regulacije
Slika 2.9. Osmoregulacija pri vodnom deficitu. Osmotska regulacija je aktivan proces pri

kome se povecava kolicina rastvorljivih Cestica u biljnim celijama, §to dovodi do redukcije
vodnog i osmotskog potencijala i omogucava apsorpciju vode.

(https://slideplayer.com/slide/14948246/)
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c) Fotosinteza i metabolizam

Vodni deficit znacajno utiCe na promene u strukturi i funkciji glavnih komponenti
fotosintetickog aparata. Naime, ovaj tip stresa utiCe na tilakoidni transport elektrona,
asimilaciju CO: (zbog prethodno zatvorenih stoma), biosintezu fotosintetickih pigmenata,
akumulaciju ugljenih hidrata, razgradnju lipida, te vodni balansa (Allen i Ort, 2001; Sharma i
sar., 2019). Stres izazvan vodnim deficitom otezava razmenu gasova usled smanjenja lisne
povrsine, preranu senescenciju i abscisiju listova, oksidaciju lipida u hloroplastima i promene
u strukturi pigmenata i proteina (Menconi i sar., 1995). Anjum i sar. (2011) ukazuju da je ovaj
tip stresa kod kukuruza doveo do znacajnog smanjenja neto fotosinteze (33,22%), brzine
transpiracije (37,84%), efikasnosti koris¢enja vode (50,87%), koncentracije intercelularnog
C02(5,86%) u poredenju sa kontrolom.

Kao jedna od komponenti fotosintetickog aparata, stome imaju veoma znacajnu ulogu
pri vodnom deficitu. One predstavljaju mesta ulaska CO, neophodnog za proces fotosinteze o
istovremeno izlaska H>O u procesu transpiracije (Slika 2.10). S toga, tokom izlaganja biljaka
vodnom deficitu stome moraju regulisati i obezbediti maksimalni nivo fotosinteze uz
minimalnu transpiraciju. Tako, stomine ¢elije u uslovima kratkotrajne vodnog deficita reaguju
delimi¢nim zatvaranjem, ¢ime se stamanjuje transpiracija, ali odrzava fotosinteza. Medutim,
pri dugotrajnom vodnom deficitu stomine celije se u potpunosti zatvaraju, sprecavajuci time
,Jaku‘ dehidrataciju tkiva i odrzavajuci biljku u Zivotu. Reakcije stominih celija predstavljaju

Lprimarnu i sekundarnu liniju odbrane od vodnog deficita“ (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012).
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Slika 2.10. Promene u biljci nastale usled vodonog deficita. Promene u koncentraciji ABA
hormona vodi ka zatvaranju stoma, $to za posledicu ima izostanak fiksacije CO> |
transpiracije (https://frontiersin.org)

Usled produzene svetle faze fotosinteze tokom vodnog deficita i pri smanjenoj
koncentraciji intercelularnog CO: dolazi do nakupljanja redukovanih jedinjenja u elektron
transportnom lancu, §to rezultuje produkcijom ROS. ROS mogu izazvati mnoga oStecenja na
fotosintetiCckom aparatu (Lawlor i Cornic, 2002). Efikasnost i intenzitet fotosinteze pri vodnom
deficitu je uslovljen regeneracijom ribulozo-1,5-bisfosfata (RuBP) i aktivno$¢u Rubisco
(Medrano i sar., 1997; Lawlor, 2002). Smanjenje ukupnog intenziteta fotosinteze tokom
vodnog deficita dovodi do: smanjenja koncentracije intercelularnog CO> ($to znac¢ajno utice na
aktivnost Rubisco-a) (Cornic i Massacci, 1996), direktne inhibicije Rubisco-a (Haupt-Herting
i Fock, 2000) ili ATP sintetaze (Ashraf, 2012).

Uprkos ¢injenici da je FS 11 veoma otporan na vodni deficit (Yordanov i sar., 2003) pri
vodnom deficitu ipak dolazi do inhibicije elektron transportnog lanca u FSI1 (Chen i Hsu, 1995;
Chakir i Jenson, 1999). Nekoliko in vivo studija je pokazalo da vodni deficit rezultuje
oStecenjima u reakcionom centru FSII §to je povezano sa denaturaciom proteina D1 (He i sar.,
1995). Mehanizam kojim vodni deficit inhibira transport elektrona jo§ uvek nije do kraja

razjasnjen.
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Lawlor i Cornic (2002) smatraju da je smanjenje ukupne fotosinteze pri veoma niskom
RWC izazvano smanjenim metabolizmom (skladiStenje ATP, ograni¢ena sinteza RuBP bez ili
sa inhibiranim Rubisco-om). Intenzitet fotosinteze bi takode moga biti smanjena upravo zbog
balansa izmedu kapaciteta karboksilacije katalizovane Rubisco-om i regeneracije i koriStenja
RuBP. Ovo dalje sugerise da dolazi do inhibicije nekih reakcije u Kalvinovom ciklusu koje su
deo puta regeneracije RuBP. Regeneracije RuBP moze biti ograni¢ena i gubitkom ili
inhibicijom nekih drugih enzima osim Rubisco-a (Ashraf, 2012).

Smatra se da C4 ciklus ugljenika predstavlja adaptaciju C3 ciklusa ugljenika na deficit
vode, smanjenje intenziteta fotosinteze i poboljSanja fotosinteticke efikasnosti (Edwards 1

Walker, 1983).

d) Proteini vodnog deficita

Pri vodonom deficitu dolazi do ekspresije gena te sinteze proteina koji omogucéavaju
biljkama prezivljavanje u uslovima vodnog deficita.

Prvi u nizu proteina koji se sintetiSu pri vodnom deficitu su LEA ili ,proteini
sazrevanja“ koji se sintetiSu u uslovima vodnog deficita. Proteini ove velike grupe su podeljeni
u 18 familija. Jedna od familija LEA proteina jesu dehidrini, koji su posebno vazni u uslovima
vodnog deficita. Naime u uslovima dugotrajnog vodnog deficita, stresa izazvanog pove¢anim
koncentracijama soli ili niskim temperaturama dolazi do akumulacije ovih proteina (Stikic i
Jovanovi¢, 2012). Dehidrini mogu interagovati sa hidrofobnim delovima delimi¢no
denaturisanih proteina i membranskih struktura i na taj nacin sprecavajuci i stabilizirajuci
agregaciju proteina u uslovima vodnog deficita.

G proteini su ukljuceni u neke od najvaznijih signalnih kaskada u ¢eliji. Istrazivanjima
u proteomici je pokazano da koncentracija dve subjedinice G proteina (alfa i beta), nekoliko
malih G proteina (npr. Ras-vezani proteini Rab7 i Ras-vezani protein Ran), te Ran-vezani
protein 1 se povecava kod listova izloZenih vodnom deficitu (Wang i sar., 2016). Njihova uloga
pri vodnom deficitu je prethodno pokazana u mnogim istrazivanjima. Alfa subjedinice G
proteina imaju pozitivnu ulogu u regulaciji vodnog deficita (Gao i sar., 2010; Wang i sar.,
2016), dok beta subjedinca G proteina negativno reguliSe vodni deficit, kako je prethodno
zabelezeno pri istrazivanju biljke Arabidopsis (Zhang i sar., 2008; Xu i sar., 2015). Osim toga,
Rab proteini (engl. Responsive to ABA) koji pripadaju familiji malih G proteina su zaduzeni

za unutarcelijsku signalizaciju, mnoge bitne fizioloske procese i hormonski signalni put, te kao
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represor stresa (Ma, 2007). Pokazano je da je jedan od Rab proteina, Rab7, znacajan pri
toleranciji biljaka prema vodnom deficitu (Wang i sar., 2016).

Proteini toplotnog stresa ili HSP (engl. Heat Shock Proteins) imaju ulogu u odrzanju
pravilne strukture proteina, sprecavaju denaturacije proteina, te otklanjanju nefunkcionalnih i
oste¢enih proteina. Njihova primarna uloga se ogleda u omoguc¢avanju uvijanja polipeptidnog
lanca u pravilnu trodimenzionalnu strukturu koja je osnov funkcije proteina. Saperoni (Sesto
nazivani i molekuli pratioci) su proteinski molekuli koji pomazu u savijanju i uvijanju
poplipeptidnog lanca, a time u¢estvuju u kreiranju trodimenzionalne strukture proteina. Upravo
zbog ovog svojstva mnogo Saperoni pripadaju grupi HSP proteina (Stiki¢ 1 Jovanovi¢, 2012).

Proteini ubikvitini imaju takode zna¢ajnu ulogu u uslovima izloZenosti biljaka vodnom
deficitu i visokim temperaturama. Oni su komponenta ubikvitin-proteaznog sistema koji ima
ulogu u vezivanju 1 uklanjanju ostecenih proteina ili proteina koji se trebaju ukloniti iz ¢elije
jer im je istekao ,,zivotni vek* (Stiki¢ 1 Jovanovi¢, 2012).

Akvaporini (vodeni proteinski kanali) olakSavaju transport vode i jona izmedu
citoplazme 1 vakuole. Akvaporini imaju tetramernu strukturu §to im omogucava selektivnu
propustljivost molekula vode, jer -elektrostaticki potencijal unutrasnjosti akvaporina
omogucava selektivno zadrzavanje svih naelektrisanih molekula, kao $to su joni i protoni
(Stojiljkovi¢ 1 sar., 2007). Osim toga, neke izoforme imaju moguénost propustanja 1 nekih
drugih molekula. Na njihovu aktivnost uti¢e vise faktora, na prvom mestu koli¢ina vode, zatim
pH zemljista, pristupacnost azota biljkama i mnogi drugi faktori koji dolaze 1 biljke ili zemljista

(Stiki¢ 1 Jovanovi¢, 2012).
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2.3. Reaktivne vrste Kiseonika

Svi aerobni organizmi koriste O2 kao krajnji akceptor elektrona u procesima koji se
odvijaju u respiratornom lancu mitohondrija, pri ¢emu nastaje osnovni energetski molekul
ATP, ukom je vezana hemijska energija neophodna za odvijanje svih zivotnih funkcija. Tokom
respiracije Oz se kompletno redukuje do molekula vode prenosom cetiri elektrona, §to se
odigrava postupno uz formiranje delimi¢no redukovanih intermedijera. Vise od 95% O2 unetog
u ¢eliju prolazi kroz kompletnu redukciju do H20, dok parcijalnoj redukciji podleze samo od
1- 5% O pri ¢emu se generiSu ROS (Scandalios, 2005). Jednoelektronskom redukcijom O2
nastaje superoksid anjon radikal (05"), dvoelektronskom vodonik peroksid (H203), a prenosom
tri elektrona nastaje hidroksil radikal (OH-). Dva elektrona u molekulu kiseonika imaju
paralelni spin i to je najstabilnije stanje ili osnovno (triplet) stanje O2 (oblik kiseonika prisutan
u vazduhu). Elektroni paralelnih spinova ¢ine da kiseonik preferira prihvatanje jednog po
jednog elektrona (jednovalentna redukcija) Sto objasnjava njegovo SpOro reagovanje sa
ve¢inom neradikala. Primanje elektrona je osnovni uslov za obrazovanje i aktivaciju ROS
(Stiki¢ 1 Jovanovi¢, 2012).

ROS su potencijalno rizicne jer lako mogu da izazovu oksidativna oStecenja
biomolekula $to na kraju dovodi do ostecenja Celija i tkiva. Tako razli¢iti abioticki strasori
mogu pospesiti generisanje razlicitih vrsta ROS (Anjum i sar., 2016; Soares i sar., 2016; Anjum
isar., 2017; Guoisar., 2017; Kaur i sar., 2019; Sharma i sar., 2019). Medutim, tokom evolucije
aerobni organizmi su razvili adaptivne mehanizme kontrole koncentracije ROS-a i ostalih
reaktivnih intermedijarnih jedinjenja — redoks homeostazu. ROS nastaju kao sporedni
proizvodi u normalnim aerobnom metabolizmu i imaju vaznu ulogu u ¢elijskoj signalizaciji i
homeostazi.

Glavna mesta nastanka ROS u biljnim celijama su (Slika 2.11): hloroplasti
(elektrontransportni lanac FS I i FS 11), mitohondrije (Kompleksi I i l11), peroksizomi, apoplast,

plazma membrana te edoplazmati¢ni retikulum (Hasanuzzaman i sar., 2020).
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Slika 2.11. Mesta i nacin nastanka ROS u biljnoj celiji. Skracenice: ROS-reaktivne vrste
kiseonika, H202— hidrogen peroksid, O, - superoksid anjon radikal, 10. — singlet
kiseonik, OH" — hidroksil radikal, SOD — superoksid dismutaza, UO — urat oksidaza, XOD
— ksantin oksidaza, ETC — elektrontransportni lanac, FSI — Fotosistem I, FSII — Fotosistem
11, NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, OEC — kompleks koji katalizuje
prevodenje vode do kiseonika (engl. oxygen-evolving complex, CaMn4Os) (Hasanuzzaman
i sar., 2020, modifikovano).
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Tabela 2.1. Reaktivne vrste kiseonika: vreme poluzivota, duzina migracije u celiji, mesta nastanka u Celiji, reakcije sa
makromolekulima, antioksidansi koji ih uklanjaju (preuzeto i modifikovano od Mittler, 2017).

ROS T Distanca Mesto Nacin Reakcije  Reakcijesa Reakcije sa Sistem
12 migracije nastanka delovanja sa DNK  proteinima lipidima neutralisanja
Superoksid Membrane, Reaguje sa
anjon radikal 1-4 s 30 nm Hloroplasti, dvostrukim Ne Preko Fe Ekst_remno SOD
< ) » centra niska
(03) Mitohondrije vezama
. . Ekstremno
H|dr_ok5|l Membrane_, reaktivan sa Brzo i Brzo Flavonoidi i
radikal 1ps 1nm Hloroplasti, svim reaguje Brzo reaguje reaguje orolin
(OH) Mitohondrije, .o molekulima
.. Membrane, Oksidacija .
VOd'n'.k Hloroplasti, proteina i Reakcija Ekstremno  CAT, PODx i
peroksid 1ms 1pum Mitohondrii K OH: Ne preko Cys ick fl idi
(H,0,) ito ondrije, nastana _ ostatke nisko avonoidi
2>z Peroksizomi  preko Fe i 05
Singlet Membrane, Oksidacija Reaguje Reakcua -
L 9 1-4 ; X Trp, His, Karotenoidi i
kisonik s 30 nm Hloroplasti, proteina, saG Tvr. Met | PUFA s-tokoferol
(*02) Mitohondrije PUFA iDNK  ostacima yn
Cys ostatke
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a) Superoksid anjon radikal (03)

Superoksid anjon radikal nastaje tako Sto O2 primi jedan elektron. Sa samo jednim
nesparenim elektronom manje je reaktivan u odnosu na ‘OH (Fridovich, 1995). Medutim,
nastanak O3 moze uticati na formiranje reaktivnijih ROS kao §to su hidroksil radikal, koji
nastaje Heber-Weiss reakcijom (Sairam i sar., 1998), te cesce singlet kiseonik (Halliwell,
2006). Superoksidni anjon radikal u najvecoj meri nastaje u mitohondrijama. Ovaj radikal ima
veoma Stetno dejstvo jer indukuje lipidnu peroksidaciju i ostecuje ¢elijske membrane. Pri
vodnom deficitu dolazi do zatvaranje stoma, smanjenja intenziteta fotosinteze i rasta.
Zatvaranjem stoma, smanjuje se koli¢ina CO2 u mezofilu lista, §to rezultuje akumulacijom

NADPH.

b) Hidroksil radikal (OH’)
Hidroksil radikal je najreaktivniji intermedijerni proizvod delimi¢ne redukcije
kiseonika. Hidroksil radikal nastaje pri neutralnoj pH u Haber-Wajsovoj reakciji izmedu H20>
10;5.

H202+ 05 - OH + 02+ OH® (Haber-Wajsova reakcija)

Fe?* + H,0, —» Fe3* + HO + OH~ (Fentonova reakcija)
Fe3* + H,0, — Fe?* + HOO + H*

U Fentonovoj reakciji vodonik peroksid moze da reaguje sa Fe (Fe2*, Fe3*) i Cu jonima
formirajuéi na taj na¢in hidroksil radikal. Hidroksil radikal oSte¢uje membranu mitohondrija,
DNA, ostecuje membranu ¢elije i izaziva lipidnu peroksidaciju (LPO). Sve ovo je dovoljno da
dode do ireverzibilnog ostecenja Celije (Halliwell, 2006; Kaushik Das i Roychoudhury, 2014).

c) Vodonik peroksid (H202)

Vodonik peroksid u ¢elijama nastaje redukcijom molekula kiseonika sa dva elektrona
pri cemu je reakcija katalizovana brojnim oksidazama. lako se ne moze definisati kao slobodni
radikal jer nema nesparenih elektrona i mada predstavlja najstabilniji intermedijerni proizvod
redukcije kiseonika, vodonik peroksid takode iskazuje brojne toksi¢ne efekte (Zorov i sar.,
2014). Ovaj molekul moze difundovati kroz membrane $to ga Cini reaktivnim i van mesta

nastanka.
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Kao §to je prethodno navedeni, vodonik peroksid u Fentonovoj reakciji reaguje sa

prelaznim metalima kao §to su Fe (Fe?*, Fe®*) i Cu.

2.4. Oksidativni stres

Oksidativni stres je stanje povecane koncentracije ROS u ¢eliji koji nastaje zbog
poremecaja unutarcelijskog balansa izmedu prooksidanata i antioksidanata u korist
prooksidanata (Slika 2.12). Drugim re¢ima, oksidativni stres je stanje u kome koncentracije
ROS premasuju postoje¢i kapacitet bioloskog sistema da neutraliSe reaktivne intermedijare ili

da popravi ve¢ nastala ostec¢enja (Aseervatham i sar., 2013).

af1[ag eURIqPO

Generisanje ROS

Disbalans izmedu antioksidanasa i ROS

sue[eqsIq

y

i N

Oksidativni stres

l

Programirana P s'tec.enja Celije Ostecenja biomolekula
celijska smrt Ostecenja membrana Lipida
Gubitak funkcije organela ’

.. ey - Aminokiselina
Redukerja u metajbollckOJ Nukleinskih kisclina
> efikasnosti Proteina
Redukcija Redkeija fiksacije ugljenika .
. . . Pigmenata
rasta i \ Curenje elektrolita
Mutacije

prinosa

Slika 2.12. Oksidativni stres u biljnoj celiji i njegove posledice (Hasanuzzaman i sar.,
2020; modifikovano).
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Bilo koja promena u zivotnoj sredini koja narusava redoks homeostazu moze dovesti
do oksidativnog stresa. Narusavanje redoks homeostaze i akumuliranje ROS u ¢eliji vodi ka
ostecenjima DNK molekula, proteina, lipida, fotosintetickih pigmenata (Slika 2.12) (Dat i sar.,
2000; Jaleel i sar., 2009). Osim toga, proizvodnja ROS tokom stresa usled promena u zivotnoj
sredini je jedan od glavnih uzroka smanjenja produktivnosti, oste¢enja i smrti ¢elije (Slika
2.12).

Oksidativni stres mogu izazvati brojni primarni stresori, abioticki i bioticki faktori, kao
§to su promena temperature, vodnog rezima, visok intenzitet svetlosti, soli u zemljistu,
izloZenost ozonu, patogeni. S toga se oksidativni stres vrlo ¢esto oznacava kao sekundarni stres,
jer nastaje kao rezultat dejstva vise razli¢itih primarnih stresora. Upravo, poveéana proizvodnja
ROS se oznacava kao oksidativni stres ili sekundarni stres (Slika 2.13).

Reaktivne vrste kiseonika se ne generiSu samo u stresnim uslovima, ve¢ se u malim
koli¢inama sintetiSu i u fizioloskim uslovima i deluju kao signalne molekule (primer je

lignifikacija ¢elijskog zida kod biljaka) (Mittler, 2002; Maksymiec, 2007; Gill i Tuteja, 2010).

Abioticki Sekundarni stres
(primarni)
stres
+ ) B
»L\ Jonski stres Oy s
Visoke I l 1 ‘_'
temerature
Niske Frijen &
temperature
Teski metali Provodenje
Nedostatak \I =
minerala o i
-4
Salinitet G‘“‘“SQP:““?““’
Suta ‘“
Akliy,
Poplava e lpw’"’/:b-;:;j:

Slika 2.13. Efekat primarnih abiotickih stresora na biljke. Svi primarni abioticki stresori (visoke

i niske temperature, teski metali, salinitet, vodni deficit, vodni suficit i dr.) vode ka nastajanju

sekundarnih abiotickih stresova (jonski, oksidativni i osmotski stres), a koji dalje vode signalnim

putevima ka promeni u ekpresiji gena. Promene u eksperisji gena ili proteina dovode ili do
aklimatizacij ili do smrti éelije (Khan i sar., 2014b; modifikovano).
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2.4.1. Lipidna peroksidacija

Zasi¢ene masne kiseline i masne kiseline koje sadrze jednu dvostruku vezu su mnogo
otpornije na delovanje ROS u odnosu na polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA — engl.
polyunsaturated fatty acids). Naime, PUFA, Kkoji su znacajni konstituenti cCelijske
membranama, su glavna meta lipofilnih RNS i ROS (Slika 2.14A, B).

A)
Ostecene fosfolipidne
molekule
Legenda
(@) Slobodni radikal
- VitaminE
5 7 Neutralizovani
‘ Neutrahzovam FEksracelularni deo slobodni radikal
slobodni radikal
B)

Lancana reakcija
slobodnih radikala

Ostecéenja na
membrani

Normalan atom kiseonika

9%9

Gubitak elektrona i
nastanak slobodnog

Unitradnjost celije
radikala

Slika 2.14. Mehanizam delovanja slobodnih radikala na celijsku membranu i dejstvo
antioksidanata (A) te nastanak superoksid anjona (B)
(http://sciencedoing.blogspot.ba/2012/09/free-radicals-cause-and-concern.html,
modifikovano

33


http://sciencedoing.blogspot.ba/2012/09/free-radicals-cause-and-concern.html

Doktorska disertacija Pregled literature

Mehanizam delovanja slobodnih radikala na ¢elijsku membranu i1 dejstvo
antioksidanata je prikazano na Slici 2. 14. Slobodni radikali koji mogu izazvati oksidaciju visih
masnih kiselina su OH' H,O2, RO i ROz dok je O3 nedovoljno reaktivan (Feng i Stockwell,
2018). Jednom pokrenuta reakcija peroksidacije nastavlja se autokataliticki, a kao krajnji
rezultat su strukturno-funkcionalne promene masnih kiselina (Feng i Stockwell, 2018). Lipidna
peroksidacija ima 3 faze (Slika 2.15): inicijaciju, propagaciju i terminaciju. Reakcija
molekulskog kiseonika i PUFA je nemoguca, s toga lipidna peroksidacija zapocinje slobodno
radikalskim mehanizmom koji se ogleda u tome da slobodni radikal izdvoji atom vodonika iz
metil grupe (-CH). Prisustvo dvostrukih veza u masnim kiselinama slabi C-H vezu na
ugljenikovom atomu u blizini dvostruke veze, te olakSava premesStanje vodonika. Tada se
ugljenikovi atomi nastoje stabilizovati formiraju¢i konjugovane diene. Na taj naCin nastaje
jedinjenje koje moze reagovati sa molekulski kiseonikom, te reakcijom kiseonika i diena
nastaje peroksilni radikal (LOO’). Nastali peroksilni radikali su izrazito reaktivni pa dalje
reaguju sa masnom kiselinom oduzimajuci joj vodonikov atom pri ¢emu zapocinje reakcija
propagacije uz nastajanje lipidnog hidroperoksida (LOOH). Lipidni hidroperoksid dalje
disosuje do aldehida (najces¢e MDA) i isparljivih ugljovodonika (etana i pentana) (Feng i
Stockwell, 2018).

@ Seiisncys tesciin @ Inicijacijai propagacija
ROOH ﬁ HO" + RO
Nezasi¢ena masna kiselina - .
Fe2+ Fe** ) Lipid radikal
) = g RO- ROH 5
E { —_— n/\/\( T
ROOH ROO - ’
H
R=H ili alkil PUFA
0,
O] terminaciis
FZ R’
ROO" ———— ROOH R i
— R 7 H R/\/\,/ R
. HO R'
RN — H/Y\/ oL o\

oH Lipid peroksid Lipid peroksid radikal O

Slika 2.15. Shema - inicijacija i propagacija procesa lipidne peroksidacije; (Feng i Stockwell,
2018; modifikovano).
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Funkcionalni integritet membrana, procenat nezasi¢enih masnih kiselina, te stvaranje
slobodnih masnih kiselina je usko vezano sa metabolizmom ROS. Odrzanje integriteta
membrana, a posebno njenog lipidnog dela, je jedan od najvaznijih faktora za prezivljavanje
biljaka pri hiposkiji. Biljke tolerantne na anoksiju (npr. riza ili Echinochloa phyllopogon) su
sposobne da sintetiSu lipide i1 pri potpunoj anoksiji. Kod ovih biljaka je detektovana sinteza
fosfolipida, glikolipida i neutralnih lipida, kao i zasi¢enih masnih kiselina (Generosova i
Vartapetian, 2005). Autori su pokazali da pri anoksiji i hiposkiji dolazi do porasta koncentracije

zasi¢enih masnih kiselina.

Proizvodi lipidne peroksidacije

Pod dejstvom jona gvozda ili bakra, lipidni peroksidi generiSu mnogobrojne proizvode
kao $to su: aldehidi, ketoni, ugljovodonici (etani, eteni, pentani), epoksidi te aktivni radikali.
MDA kao proizvod lipidne peroksidacije je upravo pokazatelj da je doSlo do naruSavanja
strukture membrana. MDA molekuli reaguju sa proteinima, sa veoma zna¢ajnim afinitetom
prema ostacima lizina, kao 1 molekulima DNK (gde je guanin ciljno mesto Sto dovodi do
mutacija). Razgradnjom MDA u organizmu nastaju malonatne Kiseline koje su inhibitori
mitohondrijske sukcinat dehidrogenaze (YYamauchi i sar., 2008). Biljne biomembrane, posebno
membrane hloroplasta, sadrze veliki procenat tro-nezasi¢ene masne kiseline sa C18 1 C16 kojih
ima od 50% do 90% u membrani biljaka, dok di-i mono-nezasic¢enih ima do 25% (Allen i sar.,
1966; Douce i Holtz, 1973; Yamauchi i sar., 2008). Visoke koncentracija ovih masnih kiselina
u tilakoidnoj membrani hloroplasta obezbeduje vecu fluidnost i omogucava vecu efikasnost pri
sakupljanju svetlosne energije. Medutim, to ih ¢ini jako podloznim peroksidaciji i nastanku
proizvoda oksidacije koji imaju toksi¢an efekat. Upravo je MDA proizvod lipidne
peroksidacije koji najviSe nastaje u stresnim uslovima u biljnim ¢elijama 1 smatra se glavnim
oksidativnim markerom stresa (Yamauchi i sar., 2008) kod svih oblika abiotickog stresa,
ukljucujuéi i stres izazvan vodnim suficitom ili deficitom.

Osim MDA, proizvodi lipidne peroksidacije su i hidroksialkenal 4-hidroksinonenal
(HNE), koji je u ve¢im koli¢inama veoma toksi¢no jedinjenje koje inhibira rast celija,

modifikuje lipoproteine, fosfolipide, DNK i sli¢no (Yamauchi i sar., 2008).
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2.5. Antioksidativni metabolizam

Antioksidativni sistem zastite (engl. antioxidant defence system, AOS) nastao je tokom
evolucije kod svih aerobnih organizama, kako bi se sprecila, ograniéila ili ,,popravila“
ostecenja nastala delovanjem reaktivnih ROS.

Antioksidansi su molekuli sposobni da uspore ili sprece oksidaciju drugih molekula

tako da sami bivaju oksidovani (Slika 2.16) (Sies, 1997).

Nespareni elektron Primanje elektrona
& -y
£4 £ )
°O o 2 CO§ o‘
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2 ¥
2 e *
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Slobodni radikali Antioksidant ‘

Slika 2.16. Antioksidansi kao donori elektrona, (http://normsfarms.com/what-are-
antioxidants/)

Antioksidansi deluju na slede¢i nacin:
e uklanjanje ROS: superoksid anjon radikal, vodonik peroksid i dr.
e inhibicija nastanka ROS deluju¢i na sam izvor nastanka, kao §to je npr. kroz
inhibiciju NAD(P)H oksidaze smanjuci na taj na¢in brzinu nastajanja peroksid
anjoj radikala (Steffen i sar., 2008)

e popravljaju oStecenja biomolekula nastalih pod uticajem ROS-a.

Dele se na enzimske i1 neenzimske antioksidante, odnosno sistem antioksidativne zasStite

(Tabela 2.2).
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Tabela 2.2. Enzimski i neenzimski antioksidansi ( Hasanuzzaman i sar., 2020, modifikovano)

Antioksidansi Reakcije koje katalizuju

Mesto odvijanja reakcija

Enzimski antioksidansi

Superoksid dismutaze (SOD) 205 + 2H* - 0, + H,0, Hloroplasti, peroksizomi, citosol, mitohondrije,
EC1.15.1.1 apoplasti
Katalaze (CAT) 2H,0, - 2H,0+ 0, Peroksizomi
EC1.11.1.6
Peroksidaze (POX) 2PhOH + H,0, - 2PhO" + 2H,0 Celijski zid, apoplasti, vakuole
EC1.11.1.7 PhO" +Asc - PhOH + MDHA

PhO" + MDHA — PhOH + DHA

Polifenol oksidaze (PPO) PhOH + 0, — Kateholi Tilakoidi membrane hloroplasta, citosol,
EC 1.14.18.1 Kateholi + 0, - Q + H,0 vakuole
Askorbat peroksidaze (APX) H,0, + AA - 2H,0 + MDHA Hloroplasti, peroksizomi, citosol, mitohondrije,
EC1.11.1.11 apoplasti
Monodehidroaksorbat reduktaze MDHA + NAD(P)H —» AA + NAD(P)* Hloroplasti, citosol, mitohondrije

(MDHAR) EC 1.6.5.4

Dehidroaskorbat reduktaze 2GSH + DHA — GSSG + AA Hloroplasti, citosol, mitohondrije
(DHAR)
EC 1.8.5.1

Glutation reduktaze (GR) GSSG + NADPH + H* — GSH + NADP* Hloroplasti, citosol, mitohondrije
EC 1.6.4.2
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Glutation peroksidaze (GPX)
EC1.11.1.9

H,0, + GSH - H,0 + GSSG

Citosol, mitohondrije

Glutation S-transferaze (GSH)

R—X+GSH - GS—R+H-R

Hloroplasti, citosol, mitohondrije

EC2.5.1.18
Peroksiredoksini (PRX) H,0, + PRX—S™ — OH™ + PRX — SOH Hloroplasti, citosol, mitohondrije, jedro,
EC 1.11.1.15 PRX — SOH + GSH - PRX — SSG + H,0 vancelijski prostor
PRX — SSG + GSH — PRX —S™ + GSSG
Tioredoksin (TRX) TRX — RS, + NADPH + H* - TRX — R(SH), Hloroplasti, citosol, mitohondrije
EC1.8.1.9 + NADP*

Neenzimski antioksidansi

Aksorbinska kiselina (AA)

Uklanja 05", 0H',H,0,1'0,

Hloroplasti, mitohondrije, peroksizomi,
apoplast, citosol

Glutation (GSH) Uklanja OH,H,0,i'0, Hloroplasti, mitohondrije, peroksizomi,
apoplast, citosol
Tokoferol Uklanja OH', ROO’,RO0OH i !0, Tilakoidna membrana hloroplasta

Karotenoidi (Car)

Uklanjaju '0,

Hloroplasti

Flavonoidi Uklanjaju 05, H,0, i '0, Hloroplasti i vakuole
Polifenoli (Phe) Uklanjaju 057, 0OH’,H,0,,RO00"1 ONOO™ Celijski zid, vakuola
Alkaloidi Uklanjaju 057, 0H',H,0, 1 '0, Vakuole

Neproteinske aminokseline

Uklanjaju 05, H,0, i '0,

Citosol, mitohondrije, ¢elijski zid
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2.5.1. Enzimski antioksidanti

2.5.1.1 Superoksid dismutaze

Superoksid dismutaze (superoksid oksidoreduktaza) su metalo-enzimi koji igraju
klju¢nu ulogu u neutralizaciji O3, jer sprecavaju inicijaciju lan¢ane reakcije oksidacije, koju
ovaj anjon pokrece, a koja za krajnji ishod ima znacajna oste¢enja biomolekula (Voet i Voet,
1995; Miller, 2004).

Superoksid dismutaze su enzimi koji katalizuje razgradnju superoksid anjon radikala
do kiseonika 1 vodonik peroksida. SOD su veoma vazan deo antioksidativnog metabolizma u
gotovo svim ¢elijama izlozenim kiseoniku. Dejstvo SOD zashiva se na dismutaciji dve
molekule superoksid anjon radikala pri ¢emu nastaju kiseonik i H202 Sto je prva faza u
uklanjanju reaktivnih vrsta kiseonika. Unutar ¢elije SOD ¢ini prvu liniju odbrane protiv ROS.

Dismutacija se zasniva na ¢injenici da 05, moze biti i oksidant i reduktant, pa SOD
koriste jedan molekul superoksid anjon radikala da bi oksidovali drugi O; molekul prema
reakciji:

0, + 05 +2H* - H,0, + O,
Mehanizam delovanja SOD omogucen je redukcijom i reoksidacijom metala u aktivnom

centru enzima.

Izoforme SOD

Tokom evolucije razvilo se nekoliko izoformi SOD sa razli¢itim metalnim jonima kao
kofaktorima: CuzZn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD i Ni-SOD (DiDonato i sar., 2003; Wang i sar.,
2008).

Sve izoforme SOD se medusobno razlikuju po molekulskoj masi, vrsti prelaznog metala
u aktivnom mestu, lokalizaciji u c¢eliji, mehanizmima regulacije i ulozi koju imaju u
specificnim fizioloskim 1 patoloSkim procesima. Zajednicki za sve izoforme je princip
reakcionog mehanizma u kome prelazni metal (M) u aktivnhom centru enzima svojom redoks
aktivnoS¢u obezbeduje kataliti€¢ku razlaganju superoksid anjon radikala.
Reakcija se odvija po slede¢oj shemi:

Moksidovan — SOD + 03" € Mredukovan — SOD + 0,
Mredukovan — SOD + 03 4+ 2H™ © Mksidovan — SOD + H,0,
sumarno; 203 + H* & 0, + H,0,
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Fe-SOD i Mn-SOD su po strukturi sli¢ni metaloenzimi i pojavljuju se kao homodimeri,
retko kao homotetrameri, dok su CuZn-SOD homodimeri ¢iju osnovnu strukturu ¢ine f-
zavojnice (Tainer i sar., 1982) i Ni-SOD su opisane kao homoheksameri (Barondeau i sar.,
2004; Wuerges i sar., 2004).

Bakar-cink superoksid dismutaze (CuzZn-SOD). Bakar-cink superoksid dismutaza se
eksprimira u svim eukariotskim ¢elijama, a identifikovana je i u nekoliko bakterijskih vrsta.
Ipak, prisustvo ovog enzima kod prokariota se pre smatra izuzetkom nego pravilom.
Imunohemijskim metodama prisustvo CuZn-SOD, kod biljaka, je detektovano u citoplazmi,

hloroplastima, apoplastu i ¢elijskoj membrani (Zelko i sar., 2002).

Mangan superoksid dismutaza (Mn-SOD). Mangan superoksid dismutaza se
eksprimira u skoro svim aerobnim organizmima, od bakterije do Coveka, a njeno prisustvo je
zabeleZeno Cak i1 kod nekih anaeroba (Ravindranath 1 Fridovich, 1975). Kod prokariota Mn-
SOD je lokalizovana u citoplazmi (Steinman i sar., 1994), a u eukariotskim celijama
distribucija ovog enzima je isklju¢ivo mitohondrijalna (Weisiger i Fridovich, 1973; Shimoda-
Matsubayashi i sar., 1996), izuzev nekoliko organizama gde je pronadena u citoplazmi, kao i
u hloroplastima biljaka.

Gvozde superoksid dismutaza (Fe-SOD). Prvi eukariotski organizmi kod kojih je
identifikovana Fe-SOD bili su protisti (Opperdoes i sar., 1977; Dufernez i sar., 2006), ali vrlo
brzo je pronadena i kod biljaka (Salin i Bridges, 1980). Po strukturi je vrlo slicna Mn-SOD, ali
znacajno razli¢ita od CuZn-SOD. Vodonik peroksid inhibira Fe-SOD, dok je ova izoforma
otporna na inhibiciju sa KCN-om. U svim do sada ispitanim biljnim vrstama lokalizovane su u
hloroplastimama.

Utvrdeno je da se aktivnost SOD povecava kod biljaka koje su izloZene hipoksiji (Yan
i sar., 1996). Naime, aktivnost SOD se povecava pri vodnom suficitu kod tolerantnih
genotipova, dok je zabeleZeno smanjenje aktivnosti kod biljaka koje su netolerantne na uslove
vodnog suficita. Porast aktivnosti SOD pri vodnom suficitu je zabelezen kod mnogih vrsta, kao
Sto su: kukuruz (Jamei i sar., 2009; Tang i sar., 2010; Chugh i sar., 2016), citrusi (Hossain i
sar., 2009), zlatni pasulj (Sairam i sar., 2011) i sl. (Tabela 2.5).
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25.1.2 Katalaze

Katalaze (CAT) su jedan od najefikasnijih enzima u zivom svetu, a po strukturi su
homotetrameri koji u aktivnom mestu sadrze gvozde Fe®* (Halliwell i Gutteridge, 2015).
Katalizuju dva tipa reakcije:

-katalazna reakcija se odvija pri visokim koncentracijama supstrata (>1 uM), a tokom

ove reakcije H20: se direktno prevodi u vodu i molekularni kiseonik.

-peroksidazna reakcija se odvija pri niskim koncentracijama H>O2 uz pomo¢ razlicitih

donora vodonika (alkoholi, AA).

CAT je prisutna u aerobnim eukariotskim celijama. Prisutna je u citoplazmi i
mitohondrijama, te peroksizomima (El-Beltagi i Mohamed, 2013). Peroksizomi su mesto gde
se generiSe najveca koli¢ina vodonik peroksida zahvaljujué¢i B-okidaciji masnih kiselina,

fotorespiratornoj oksidaciji te metabolizmu purina (Mitter, 2002).

Katalaze su podeljene u tri grupe (Wiseman, 2010):
1. Monofunkcionalne HEM Kkatalaze
2. Katalaze-Peroksidaze

3. Katalaze bez HEM grupe

Sve tri grupe katalaza katalizuju isti tip reakcije degradiranja dve molekule H202 u vodu i
kiseonik.
2H,0, — 2H,0 + 0,

a) Monofunkcionalne hem katalaze
Monofunkcionalne katalaze su pronadene i kod prokariota i eukariota (Chelikani i sar.,
2004). One mogu biti tetrameri, heksameri ili u nekim slu¢ajevima i trimeri (Dos Santos 1 sar.,
2000). Jednom nekovalentnom vezom su povezani sa hem grupom. Pri reakciji razgradnje
vodonik peroksida do vode i kiseonika, postoje dva koraka:
- U prvom koraku jedan molekul vodonik peroksida reaguje sa hem grupom i generise
feri porfirin katjon radikal (Por* —Fe!V = 0), jo§ nazvano i jedinjenje I (reakcija 1).
- U drugom koraku, drugi molekul vodonik peroksida reaguje sa feri porfirin katjon
radikalom (Por* —Fe!V = 0) i prevodi vodonik peroksid do vode i kiseonika (reakcija
2) (Kato i sar., 2004).
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Katalaza Fe'' + H,0, - Jedinjenje I (Por*'—Fe!V¥ =0) + H,0 (1)

Jedinjenje I (Port'—Fe'V = 0) + H,0, — Katalaza Fe''' + H,0+ 0, (2)

b) Katalaze-peroksidaze
Hem Kkatalaze-peroksidaze su prisutne u svim carstvima zivota i podeljene su u dve
superfamilije:

- Biljna superfamilija (arhebakterije, gljive i biljke) — obuhvata askorbat peroksidazu
(APX), citohrom c peroksidazu (CcP), magnezijum peroksidazu (Passardi i sar., 2007).
- Animalna superfamilija (peroksidaza-cikloksigenaza, peroksidaza sisara) —
obuhvata mijelo peroksidaza (MPO), eozinofil peroksidaza (EPO), leuko peroksidaza
(LPO) i tireoidna peroksidaza (TPO) (Zamocky i sar., 2008).

Obe grupe katalaza-peroksidaza imaju tetramernu strukturu u ¢ijem se centru nalazi hem grupa.

c) Katalaze bez hem grupe

Organizmi koji ne mogu da sintetiSu hem grupu sintetiSu ovu vrstu katalaze. Ova klasa
katalaza je karakteristicna za eubakterije i neke anaerobne bakterije, kao Sto su laktobacili
(Klotz i Loewen, 2003).

Katalaze imaju veoma znaCajnu ulogu u uklanjanju ROS nastalih tokom izlaganja
biljaka vodnom suficitu i deficitu. Naime, kao odgovor na vodni stres i uklanjanje ROS
zabelezena je povecana aktivnost CAT kod velikog broja biljaka kao $to su: kukuruz (Bin 1
sar., 2010; Chugh i sar., 2016), Cajanus cajan (Kumuth i sar., 2009; Duhan i sar., 2017),
pSenica (Tan i sar., 2008; Mubeen i sar., 2017), soja (Ershova i sar., 2011) i sl. (Tabela 2.5).
Aktivnost katalaze je veca kod biljaka tolerantnih na vodni suficit i deficit, dok je zabeleZena
smanjena aktivnost ovog enzima kod biljaka koje su netolerantne na ovaj vid stresa. Pored toga,

veca aktivnost CAT je izmerena u korenu u poredenju sa listom biljaka kukuruza (Chugh i sar.,

2016).
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2.5.1.3 Peroksidaze Klase 111

Biljne peroksidaze Klase 111 (POX) su oksidoreduktaze koje katalizuju oksidaciju Sirokog
spektra supstrata koriste¢i H,0, kao ko-supstrat (Haschke i Freidhoff, 1978; Dawson, 1988;
Lucena i sar., 2003). Peroksidaze Klase III su gradene iz jednog polipeptidnog lanca sa hem
grupom u aktivnom mestu. Za aktivnost peroksidaza neophodni su joni kalcijuma (Penel i sar.,

1999) i imaju Cetiri visoko konzervisana disulfidna mosta.

Peroksidaze su podeljene u tri subfamilije (Tabela 2.3);
1. Biljne peroksidaze,
2. Zivotinjske peroksidaze,

3. Katalaze.

Tabela 2.3. Klasifikacija biljnih peroksidaza (Hiraga i sar., 2001)

Subfamilija Klasa EC broj Poreklo Molekulska
masa (kDa)
I Citohrom c peroksidaze Kvasci i biljke 32-62
(EC1.11.15)
Katalaza — peroksidaza Bakterije i gljive 150-240
(EC1.11.1.6.)
Biljne Askorbat peroksidaza Biljke 30-58
peroksidaze (EC1.11.1.11)
I Mangan peroksidaza Gljive 43-49
(EC1.11.1.13)
Lignin peroksidaza Gljive 40-43
(EC1.11.1.14)
Il Peroksidaze Biljke 28-60
(EC1.11.1.7)
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Peroksidaze ucestvuju u razlicitim metabolickim procesima (Slika 2.17) kao S§to su
metabolizam auksina (Gazarian i sar., 1999), oksidaciji polifenola (Lagrimini, 1991),
povezivanje strukturnih proteina i polisaharida (Fry, 1986) i sinteza lignina (Sancho i sar.,
1996). Kao rezultat visestruke funkcije one uéestvuju u ¢elijskom rastu i razvoju (Wallace i
Fry, 1999), ¢elijskoj diferencijaciji, kao i odgovoru na abioticke i bioticke stresore (Medina i
sar., 1997; Veljovi¢-Jovanovic¢ i sar., 2006; Morina i sar., 2008, 2015; Kukavica i sar., 2013;
Meisrimler i sar., 2014) (Slika 2.17). Ove peroksidaze se najéesc¢e nalaze u Celijskom zidu,

vakuolama, transportnim organelama, te u endoplazmati¢nom retikulumu (Lucena i sar., 2003).

Rast i sazrevanje

plodova
ROS
Metabolizam metabolizam
celijskog zida
Regulacija
signalinga
Lignifikacija i
odrvenjavanje Supstrat H,0,
Klijanje semena
Peroksidaze
Oporavak od
povreda Izduzivanje
podzemnog i
nadzemnog dela
Qdgovorina
stres Katabolizam
T auksina
Abioticki i
biotic¢ki stres

Slika 2.17. Shematski prikaz uloga biljnih peroksidaza (Pandey i sar., 2017;
modifikovano).
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Sinteza POX, kao glikoproteina, odvija se u endoplazmati¢nom retikulumu, a pomoc¢u
Goldzijevog aparata se transportuje u ekstracelularni prostor ili vakuolu (Lucena i sar., 2003;
Veljovi¢ Jovanovi¢ i sar., 2018). Ovi enzimi se nalaze u ¢elisjkom zidu, apoplastu ili vakuoli
kao solubilne, u intracelularnim ili ekstracelularnim komponentama te kao jonski ili kovalentno
vezane za ¢elijski zid (Kukavica i sar., 2017).

Peroksidaze su jedan od najvaznijih antioksidativih enzim kod biljaka. Njihova uloga
se ogleda u uklanjanju vodonik peroksida, a mehanizam reakcije se moze predstaviti na sledeci
nac¢in (RH — supstrat za peroksidaze, - slobodni radikal (proizvod), Komponenta | — oksiferil
porfirin « kation radikal (Fe** = 0, Por*), Komponenta Il — oksiferil hem intermedijer (Fe** =
O — H-) (Pandey i sar., 2017):

Peroksidaze + H,0, — Komponental+ H,0 (D
Komponental + RH — Komponenta Il + R’ (2)
Komponenta Il + RH - Peroksidaze + R + H,0 (3)

2RH + H,0, — 2R + 2H,0

Peroksidaze imaju veoma vaznu ulogu pri uklanjanju ROS molekula nastalih pri
vodnom stresu. Povecanje aktivnosti POX je zabelezeno kod velikog broja vrsta, kao Sto su:
kukuruz (Purabdal i sar., 2008; Bin i sar., 2010; Chugh i sar., 2016), Cajanus cajan (Duhan i
sar., 2017), pSenica (Tan i sar., 2008; Mubeen i sar., 2017), soja (Ershova i sar., 2011) i dr.
(Tabela 2.5). Osim toga, veliki broj izoformi peroksidaza zabelezen je kod razli¢itih biljnih
vrsta, koje su kodirane genima zaduzenim za ogroman broj metaboli¢kih procesa vaznih za rast
i razvoj biljaka (Veljovi¢ Jovanovi¢ i sar., 2018).

Takode, veca aktivnost POX je zabelezena kod biljaka otpornih na vodni suficit u

odnosu na biljke koje su senzitivne na ovaj vid stresa (Lal i sar., 2019).
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2.5.1.4 Askorbat peroksidaza

Katalaza uklanja H,0, generisan u peroksizomima, dok glavnu ulogu u njegovom
uklanjanju u hloroplastima i citoplazmi biljne ¢elije ima askorbat perksidaza (APX). Najveci
deo vodonik peroksida sintetisanog tokom abiotickog stresa biva eliminisano kroz ciklus
askorbat-glutation, gde APX ima klju¢nu ulogu u konverziji H,0, do H20 koriste¢i askorbat
kao elektron donor (Asada, 2000; Correa-Aragunde i sar., 2013; Gill i sar., 2013), kao i u
“voda-voda” ciklusu (Gill I Tuteja, 2010). APX katalizuje oksidaciju AA do dehidroaskorbata
(DHA) u prisustvu vodonik peroksida:

H,0, + AA - 2H,0 + DHA
DHA + GSH — AA + GSSG

APX ima znatno ve¢i afinitet prema H20. od katalaze i glutation peroksidaze i njena
uloga je presudna tokom stresa (Slika 2.18) (Asada, 2006; Mohan Murali Achary i sar., 2008).

Ukoliko sinteza APX vrSi u organelama, onda ima ulogu u eliminaciji H,O0,
generisanog u organelama, sa druge strane, ukoliko je sinteza odvija u citoplazmi omogucava
eliminaciju H,0, u citoplazmi. Postoji najmanje pet izoformi APX ukljucujuéi tilakoidnu
(tAPX), izoformu lokalizovanu u membrani glikozoma (gmAPX), rastvorljivu izoformu
lokalizovanu u stromi hloroplasta (SAPX) i citoplazmati¢nu izoformu (cAPX) (Gill i Tuteja,
2010).

Prema Sharma i Dubey (2004), APX stiti ¢elije od H202 u normalnim i stresnim
uslovima. Autori isti¢u da je povecanje aktivnosti APX pokazano u reakciji na abioticki stres
poput vodnog deficita, vodnog suficita, saliniteta, povecanu UV, visoke i niske temperature,
toksi¢nosti metala kod razli¢itih vrsta biljaka (Tabela 2.5) (Boo i Jung, 1999; Sharma i Dubey,
2005a; Sharma i Dubey, 2007; Han i sar., 2009; Sayfzadeh i Rashid, 2011). Istrazivanja drugih
autora su ukazala na znacajne razlike izmedu tolerantnih i osetljivih genotipova biljka u

aktivnosti APX, a kao odgovor na vodni deficit.
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Hlorofil a-tokoferol karotenoidi
> O, » O, PX Askorbat-
Trensport 0, e glutation
. elektrona > Oy / » H20O, ciklus
Elektron Sen

transporteri

askorbat
a-tokoferol

Slika 2.18. Produkcija i eliminacija ROS u hloroplastima biljne Celije pri abiotickom stresu
sa kljucnom ulogom APX u ROS eliminaciji (Sofo i sar., 2015; modifikovano).
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2.5.2. Neenzimski antioksidanti

a) Askorbat

Askorbat je jedna od najproucavanijih antioksidanasa (Carocho i Ferreira, 2013). U
normalnim fizioloskim uslovima, askorbat se u biljci nalazi u redukovanoj formi kao AA, ali
takode postoji i u oksidovanoj formi, DHA u listovima i hloroplastima (Blokhina i Fagerstedt,
2010). Askorbat direktno uklanja superoksid anjon radikal, hidroksil radikal i singlet kisonik
prevodeci ih u vodonik peroksid. U reakeiji koju katalizuje APX uklanja se vodonik peroksid
(Blokhina i Fagerstedt, 2010). AA predstavlja prvu liniju odbrane od ROS (Barnes i sar., 2002).
Takode moze da regeneriSe tokoferol iz tokoferol radikala na taj nacin §titi ¢elijsku membranu
(Sharma i sar., 2012).

Osim uloge antioksidanta, AA ima i neantioksidativne uloge u ¢eliji. Utvrdeno je da
ucestvuje u regulaciji ¢elijske deobe, ¢elijskog ciklusa od G1 do S faze i ¢elijskoj elongaciji
(Sharma i sar., 2012).

Utvrdeno je takode da se DHA ponasa kao signalna molekula za regulaciju zatvaranja
stoma (Blokhina i Fagerstedt, 2010). U procesu fotosinteze, AA ima vaznu ulogu u odbrani ili
smanjenju oksidativnog stresa nastalog usled delovanja razliCitih stresora.

Vodni suficit dovodi do povecanja koncentracije AA kod tolerantnih genotipova Zea
mays (Jamei i sar., 2009; Chugh i sar., 2011), Cajanus cajan (Kumutha i sar., 2009; Duhan i
sar., 2017) i paradajza (Lin i sar., 2004) u odnosu na senzitivne genotipove gde je zabelezeno

smanjenje koncentracije AA (Tabela 2.5).

b) Polifenolna jedinjenja

Biljke prizvode veliki broj razlicitih organskih supstanci, od kojih veéina nije direktno
povezana sa rastom i razvi¢em biljaka. Ovaj tip komponenti se oznacen kao ,,sekundarni
metaboliti*, jo§ uvek im nije u potpunosti poznata uloga, ali se zna da imaju veoma znacajnu
ulogu u interakciji biljaka i okoline, Stite¢i biljke od razli¢itih vrsta stresora. Mnogi sekundarni
metaboliti su zaStitni agensi protiv patogena 1 herbivora, te omogucavaju privlacenje polinatora
i rasejavanje semena (Das i Singh, 2016). Sekundarni metaboliti su klasifikovani u tri velike
grupe, bazirane na biosintetskom poreklu jedinjenja: terpeni, alkaloidi i polifenoli.

Polifenolnim jedinjenjima koja imaju antioksidatino dejstvo, kao delu sekundarnog
metabolizma, pripadaju flavonoidi, tanini, lignin i fenolne kiseline (hidroksicimeti¢na i
hidroksibenzoeva) (Bartwal i sar., 2013; Slika 2.19). Flavonoidi su najveca grupa fenolnih
komponenti i prema heterociklicnom C prstenu se deli na: flavone, flavonole, flavanone,

flavanole, antocijane i izoflavone (Zhang i sar., 2020). Polifenolna jedinjenja imaju aromaticne
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prstene sa —OH i —OCH3 grupama. Klasifikacija polifenola prema broju C atoma u lancu je
prikazana u Tabeli 2.5.

Tabela 2.4. Klasifikacija polifenola prema broju C atoma u lancu (Robards i sar., 1999;
Durovi¢, 2019).

Osnovni skelet Klasa Primer
6 Jednostavni fenoli Katehol, hidrohinon
Benzohinoni rezorcinol
C6-C1 Fenolne kiseline p-Hidroksibenzoeva, salicilna kiselina
C6-C2 Fenilsircetne kiseline | p-Hidroksifenilsir¢etna kiselina
Fenilpropeni Eugenol, mirsticin
C6-C3 Kumarini Umbeliferon, eskuletin, skopolin
Hormoni Eugenin
C6 - C4 Naftohinoni Juglon
C6-C1-C6 Ksantoni Mangostin, mangiferin
Stilbeni Emodin, hrizofenol, rein
C6-C2-C6 Antrahinoni Sinensetin, nobiletin
Flavonoidi Sinensetin, nobiletin
Flavoni izosinesetin, tangeretin, diosmin
Flavonoli Kvercetin, kempferol
Flavonol glikozidi Rutin
Flavanoli Dihidroksikvercetin
C6-C3-C6 Flavanoni Hesperidin, naringenin
Flavanon glikozidi Neohesperidin, narirutin, naringin
Antocijanini Glikozidi peonidina, delfinidina, cijanida
Flavanoli (katehini) (+)-Katehin, (-)-epikatehin, (+)-galokatehin,
(-)-epigalokatehin
Halkoni Filoridzin, arbutin, halkonaringenin
(C6 - C3), Lignini Pineorezinol
(C6 —C3-C6). | Biflavonoidi Agatisflavon

Antioksidativna aktivnost pojedinih polifenolnih jedinjenja je izrazenija od
antioksidativne aktivnosti vaznih antoksidanata kao $to su AA i a-tokoferol, jer mogu donirati
elektrone ili atome vodonika (Ali i sar., 2006). Polifenoli mogu direktno ukloniti slobodne
kiseoni¢ne radikale, te spreciti lipidnu peroksidaciju uklanjajuéi lipidne radikale. Takode,
mogu uticati na smanjenje fluidnost ¢elijske membrane (Ali 1 sar., 2006) §to onemogucava
prolaz ROS i sprecava peroksidaciju same membrane. Osim toga, utvrdeno je da se flavonoidi
i fenilpropanoidi oksiduju u reakciji koju katalizuju POX uklanjaju¢i H20, kroz
fenoli/AA/POX sistem (Takahama i Oniki, 2000).
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Antioksidativno dejstvo polifenola se ispoljava na nekoliko naéina (Lobo i sar., 2010):
- direktno vezivanje ROS ili RNS, predajom H-atoma;
- heliranjem metalnih jona (Cu®*, Fe?* , Zn?* i Mn?*);
- aktivacija antioksidativnih enzima;
- inhibicijom prooksidativnih enzima (enzimi citohroma P-450, lipoksigenaza, ksantin-
oksidaza, NAD(P)H oksidaza).

0
COOH
= OH
HOOC
OH
HO OH HOH()H
H OH
50 e Hlorogena Kkiselina
Galna Kiselina g

(Hidroksicinaminska kiselina)

Kvercetin

(Flavonol) HO OH Cijanidin

OH (Antocijanin)

Flavan-3-ol

OH
HO (o) \\\@
_CHa OH
OH
H
Malvidin (+) - katehin
(Antocijanin) (Flavonoid)

Slika 2.19. Primeri biljnih fenolnih jedinjenja sa dokazanom antioksidativnom aktivnoscéu

(Smirnoff, 2005; modifikovano).
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Uloga polifenolnih jedinjenja pri vodnom suficitu i deficitu je evidentna. Mnogi autori su
pokazali promene u koncentraciji polifenola izlozivsi biljke vodnom deficitu i suficitu (Dixon
i Paiva, 1995; Janas i sar., 2002; Wrobel i sar., 2005; Weidner i sar., 2009a). Smanjena sinteza
polifenolnih jedinjenja je izmerena kod tri sorte grozda pri vodnom deficitu (Krol i sar., 2014).
Medutim, sa druge strane Chung i sar. (2006) su uocili poveéanje koncentracije polifenolnih
jedinjenja pri vodnom deficitu kod vrste Rehmanna glutinosa. Osim toga, povecanje
koncentracije razli¢itih polifenolnih jedinjenja pri vodnom suficitu je uoceno kod graska
(Selmar i Kleinwacher, 2013), Silybum marianum (Zahir i sar., 2014), Hypericum brassiliense
(De Abreu i Mazzafera, 2005) te kod tri razli¢ite vrste roda Achillea (Gharibi i sar., 2016).
Naime, uoceni su razli¢iti odgovori biljaka na vodni deficit i suficit kada su u pitanju
koncentracije polifenolnih jedinjenja i oni zavise od tipa stresa, njegovog intenziteta, trajanja,

kao i stepena razvoja biljke, te od samog biljnog tkiva koje je ispitivano (Weidner i sar., 2009b)

c) Karotenoidi

Karotenoidi (Car) su lipofilne organske molekule koje osim uloge pomo¢nih pigmenata
u procesu fotosinteze imaju veoma vaznu ulogu i u detoksikaciji ROS. Podeljeni su na dve
velike grupe: karotene i ksantofile. Ksantofili su smestni u fotosintetickom kompleksu za
sakupljanje svetlosti koji je povezan sa reakcionim centrom FSII (Robert i sar., 2004).
Karotenoidi imaju veoma znacajnu ulogu i pri foto-zastiti uklanjajuci triplet hlorofil 1 singlet
kiseonik (Havaux i Niyogi, 1999).

Inhibicijom sinteze karotenoida dolazi do fotooksidacije hloroplasta (Barry i sar.,
1990). U stvari Car uklanjanju *O- i rasipaju energiju u obliku toplote preko ksantofil ciklusa.
Najpoznatiji medu Car je B-karoten ¢ija je uloga vezana za reakcije sa 3Chl” (triplet Chl*
ekscitovani hlorofil), §to sprecava stvaranje 'O i oksidativno osteéenje membrane (Stikié i
Jovanovic, 2012).

Karotenoidi direktno mogu uklanjati superoksid anjon radikala i druge slobodne
radikale (Young i Lowe, 2001).

Likopen + O; — Likopen + O,

Poveéana koncentracija karotenoida nakon vodnog deficita je izmerena u listovima
suncokreta (Nazarli i sar., 2010) i u listovima zimske pSenice (Wang i sar., 2001) (Tabela 2.5).
Talebi i sar. (2013) ukazuju da su vece koncentracije karotenoida kod vrsta koje su tolerantnije

na vodni deficit i suficit u odnosu na osetljive genotipove.
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Osim pri vodnom deficitu biljke su pokazale promene u koncentraciji karotenoida i pri
izlaganju vodnom suficitu. Naime, studije su pokazale smanjenje koncentracije karotenoida u
listovima Vigna radiata (Kumar i sar., 2013), Triticum aestivum (Collaku i Harrison, 2002) i
Allium fistulosum (Yiu i sar., 2008) pri izlaganju vodnom suficitu. Medutim, poveéana
koncentracija karotenoida je zabeleZzena kod Cucumis sativus pri izlaganju vodnom suficitu u

trajanju od 10 dana (Barickman i sar., 2019).

d) Tokoferol

Tokoferoli (a, B, vy 1 8) pripadaju grupi lipofilnih antioksidanata koji uklanjaju slobodne
kiseoni¢ne radikale i lipid peroksid radikale (Ouchi i sar., 2014). Antioksidativna aktivnost
izomera tokoferola in vivo je a > 3 >y > ¢ i zavisi od koli¢ine metil grupa koje se nalaze na
polarnoj glavi fenolnog prstena. a-tokoferol, zahvaljujuci tri metil grupe imaju najveéu
antioksidativnu aktivnost (Hussain i sar., 2013). Ciklus sinteze tokoferola mogu vrsiti jedino
fotosinteticki organizmi, tj. odvija se u zelenim delovima biljaka. Prekursori za biosintezu ovih
jedinjenja su homogentizinska kiselina (HGH) i fitil difosfat (PDP) (Wang i sar., 2013).

Tokoferoli fizicki 1 hemijski Stite lipide 1 druge membranske komponente
onemogucavajuci reakcije sa Oz u hloroplstima, sprecavajuci time lipidnu autooksidaciju
(Marquardt i sar., 2013). Tokoferoli se akumuliraju kod tolerantnih biljaka kao odgovor na
stres izazvan visokim temperaturama, vodnim deficitom, visokim salinitetom (Munne-Bosch i
Alegre, 2000; Espinoza i sar., 2013).

e) Glutation

Glutation (GSH) je celijska komponenta male molekulske masa koja se sintetiSe u
hloroplastima 1 citoplazmi biljnih ¢elija. GSH ima veoma vaznu ulogu u uklanjanju ROS
nastalog pri stresu odrzavajuci na taj nacin celijski redoks balans (Meyer i Hell, 2005). U
biljnim celijama se nalazi redukovana forma GSH koja moZe donirati elektron ROS
molekulima i prevesti ih na taj nac¢in do netoksi¢nog oblika. Pri doniranju elektrona GSH
postaje takode reaktivan, medutim zajedno sa drugim GSH molekulom formira disulfid
glutationa, tzv. oksidovani glutation (GSSG). U zdravim biljnim ¢elijama 90% glutationa se
nalazi u GSH obliku (Mittler i sar., 2004). GSH ima veliki afinitet prema citoplazmati¢cnom
H20>, ali i prema drugim ROS kao $to su O i OH™ (Noctor i Foyer, 1998; Wang i sar., 2008).
Medutim, glavna uloga GSH je regeneracija AA, kroz AA-GSH ciklus gde ima ulogu kofaktora
enzima dehidroaskorbat dehidrogenaze (Noctor i Foyer, 1998; Halliwell, 2006).
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Istrazivanja su pokazala poveéanje koncentracije GSH pri vodnom suficitu u listovima
tolerantnih i netolerantnih biljaka Zea mays (Jamei i sar., 2009; Chugh i sar., 2011), citrusa
(Arbona i sa, 2008) i Cajanus cajan (Duhan i sar., 2017). Lesser (2006) naglasava da je veoma

vazno odrzavanje koncentracije GSH u biljnim ¢elijama tokom vodnog suficita.

2.5.3. Oksidativni stres i antioksidativni metabolizam u uslovima vodnog
suficita i deficita

Stres izazvan vodnim suficitom izaziva oksidativna oStec¢enja usled nastanka ROS
(Blokhina i sar., 2003). Pri uslovima vodnog suficita fotosinteticki elektronstransportni lanac
(ETC) je inhibiran te vodi ka nastanku povecane koncentracije ROS i posledi¢no nastanka
oksidativnog stresa (Ashraf, 2009).

Vodni suficit generalno stvara anaerobne uslove, koji vode ka hipoksiji i anoksiji kod
biljaka, a kao rezultat toga nastaju ROS koji izaziva mnoga oSte¢enja U ¢eliji (Halliwell 1
Gutteridge, 1999; Ashraf, 2009; Slika 2.20). Membranske lipide mogu direktno ostetiti OH- i
H>0, uz nastanak velike koli¢ine MDA, te neaktivnih enzima koji sadrze SH grupe (Ahmed 1
sar., 2002; Hossain i sar., 2009). Pove¢ana koncentracija vodonik peroksida moze inhibirati
reakcije u Kalvinovom ciklusu i FSII (Ashraf, 2012).

Porast koncentracije MDA i vodonik peroksida izmereno je u korenu biljke Vigna

sinensis pri vodnom suficitu (EI-Enany i sar., 2013).
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Potopljene Biljke nakon
biljke

poplave

Visoka osvetljenost

f)‘“"“j?:“‘ Sveﬂt“l: Zasi¢enost Oksidacija
granicen proto liconikom proteina,
gasova nukleinski

h kiselina i

‘ ‘ membrana

Anaerobni metabolizam Aerobni metabolizam ROS ﬁ

Antioksidativni
sistem
Neenzimski Enzimiski
AA. GSH, SOD, CAT, APX,

Tokoferol... MDHAR, DHAR,
\ GR, GRX, GST...

Slika 2.20. Nastanak ROS i detoksifikacija pre i posle vodnog suficita. U toku vodnog
suficita biljke prelaze na aerobni metabolizam, dok u periodu nakon polave sa poveéanjem
koncentracije kisonika metabolizam se menja u aerobni, usled cega dolazi do proizvodnje
velikih kolicina ROS-a. Kako bi se ukonili nastali ROS molekuli aktivira se neenzimski i
enzimski antioksidativni sistem, dok u slucaju nedovoljne kolicine istih ili prvelike
koncentracije ROS dolazi do oksidativnih oStecenja makromolekula i smrti celije (Khan i
Khan, 2017; modifikovano).

U normalnim uslovima u ¢eliji se nalazi velika koli¢ina antioksidativnih enzima i
metabolita koji mogu smanjiti ili ukloniti ROS i time smanjiti oksidativna o$tecenja. Medutim,
pri vodnom deficitu dolazi do povecanja koncentracije ROS i oksidativnog stresa, ¢ime se bavi
veliki broj studija (Malencic i sar., 2000, Blokhina i sar., 2003, Foyer i Noctor, 2005; Sarker i
Oba, 2018) (Slika 2.21). ROS izazivaju lipidnu peroksidaciju i dovode do oste¢enja membrana.
Pored toga dovode do degradacije proteina, inaktivaraju enzime (Sairam i sar., 2005).
Tolerantni genotipovi biljaka ne bi samo trebali zadrzavati vodu tokom vodnog deficita nego

bi trebali imati veoma efikasan sistem koji ¢e ih §tititi od oksidativnih oStecenja.

Tokom vodnog deficita povecana aktivnost antiokdiativnih enzima je povezana sa
smanjenim nivoom lipidne peroksidacije, a u vezi sa tolerantno$¢u na vodni deficit (Bowler i

ar., 1992). Antioksidansi male molekulske mase kao §to su Car, tokoferoli, GSH, AA mogu
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reagovati sa skoro svim vrstama ROS. Posebnu ulogu imaju poliamini u prevenciji
fotooksidativnog oStecenja (Tadolini, 1988; Laovaas, 1996).

Usled razli¢itih genetskih predispozicija, razliciti hibridi iste vrste mogu imati razli¢it
odgovor na stres iz spoljasnje sredine kao i odgovor na oksidativna ostecenja nastala pri istom.
Zato je neophodno pronaci hibride koji ¢e biti tolerantni na vodni deficit, sa naglaskom na
pronalaZzenja mehanizama za prevazilazenje ili smanjivanje oksidativnih oStecenja izazvanih
istim (Foyer i sar., 1997). Naime, studije Foyer i sar. (1997) upucuju na ¢injenicu da su najveca
oStecenja izazvana abiotickim ili biotickim stresorima povezana sa oksidativnim oSte¢enjima
na ¢elijskom nivou.

Zlatev i sar. (2006) u svojoj studiji objasnjavaju da pri kraju perioda vodnog deficita
dolazi do nakupljanja vodonik peroksida i OH'". Visoke koncentracije H.O> dovode do lipidne
peroksidacije, smanjenje metaboli¢kih funkcija 1 naruSavanje integriteta cele ¢elije (Menconi 1
sar., 1995; Velikova i sar., 2000). Vodonik peroksid moze da difunduje kroz membranu na
vece distance izazivaju¢i promene u redoks statusu susednih ¢elija i tkiva, gde u veoma malim
koncentracijama izaziva antioksidativni odgovor (Foyer i sar., 1997). Produkcija H.O>
indukovana vodnim deficitom u mezofilu lista moZe biti povezana sa promenama u strukturi

¢elijskog zida (Scandalios i sar., 1997).
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Slika 2.21. Model koji objasnjava promene u metabolizmu tokom vodnog deficita u tri
sukcesivne faze. Normalan nivo ROS-a pri vodnom deficitu (7). Poveéan nivo ROS zbog
zatvaranja stoma, poveéana signalna transdukcija (Il), prolongiran vodni deficit rezultira
eskalaciji produkcije ROS koji vise ne moze biti uklonjen antioksidativnim sistemom i
rezultira smréu celijom (Cruz de Carvalho, 2008, modifikovano).
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Tabela 2.5. Uticaj vodnog deficita i suficita na enzimske i neenzimske antioksidante

Tip stresa Biljka (organ) Trajanje stresa Enzimski i neenzimski antioksidanti | Odgovor Referenca
APX,GPX, CAT, GSH T
Sesamum indicum (list) 2,4,618dana Anee i sar., 2019.
GR, AA !
Cajanus cajan (list) SOD, APX, GR, CAT 0 _
] 2,4, 6 dana Kumutha i sar., 2009.
Genotip ICP 301
Cajanus cajan (list) SOD, APX, GR, CAT 3 _
) 2,4, 6 dana Kumutha i sar., 2009.
Genotip PUSA 207
SOD, APX, GR, CAT 0
= Citrus paradise (list) 13, 18, 23, 28 dana Hossain i sar., 2009.
@) DHAR, MDHAR J
LL
2 Zea mays (list) 2,4,6,8, 10 dana CAT, POX, SOD 0 Bin i sar., 2010
% Zea mays (list) 3, 6, 9 dana CAT, POX, SOD T Tian i sar., 2019b
O
> AA, GHS, SOD, CAT, APX u prvim h T
Zea mays (list) 48, 96, 144, 196 sati . Jamei i sar., 2009;
SOD, CAT, APX kasnije J
AA, GSH T
Zea mays (koren) 72 sata Chugh i sar., 2011
SOD, CAT, APX J
Hordeum vulgare (list) 1,4, 8,12, 18 dana CAT, POX, SOD, GR 0 Zhang i sar., 2007a
Cajanus cajan (list) SOD, APX, GR, CAT T

ICPL 84023

2,4, 6 dana

Sairam i sar., 2009.
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Cajanus cajan (list) SOD, APX, GR, CAT d o
2,4, 6 dana Sairam i sar., 20009.
ICP 7035
SOD, POD, APX, GR, DHAR, T
Malus pruifolia (list) 12 dana Wang i sar., 2012
GSH, AA
SOD, POD, APX, GR, DHAR T
Malus hupehensis (list) 12 dana Wang i sar., 2012
GSH, AA
=
) Oryza sativa SOD, APX, MDHAR, DHAR, GR 0
m ) 24 sata Sharma i Dubey, 2005a
Ul (list) CAT J
= Oryze sativa MDHAR, DHAR, GR 0
o 2 dana Boo iJ 1999
o . - SOD, APX, CAT, POX 00 1Jung,
> (nadzemni deo biljke) v
Beta vulgaris (list) SOD, CAT, GRX T Sayfzadeh i Rascid, 2011
Triticum sativum SOD, CAT, GR T Sgherri i sar., 2000
Ailanthus althissima (list) 14 dana SOD, CAT T Gibbs i sar., 1995

58



3. Cﬂf!evi

istraZivanja



Doktorska disertacija Cilj istraZivanja

Cilj ovog istrazivanja je bio utvrdivanje interhibridne razlike u odgovoru na vodni
suficit 1 deficit antioksidativnog sistema zastite u listu dva hibrida kukuruza, ZP 555 i ZP 606,

Sto bi dalje dalo moguénost selekcije otpornijeg hibrida.

Ciljevi su realizovani merenjem slede¢ih parametara u listovima sadnica kukuruza izlozenih

uslovima vodnog suficita, odnosno deficita:

e FizioloSkih parametara: koncentracije fotosintetickih pigmenata, relativnog sadrzaja
vode, koncentracije solubilnih proteina i slobodnog prolina;

e Parametara oksidativnog stresa: koncentracije H.O> i MDA,

e Antioksidatnivnih parametara: aktivnosti enzimskih antioksidanasa (SOD, CAT, APX
i POD) te koncentracije neenzimskih antioksidanasa (polifenola).

Hipoteze:

H1: Stres izazvan vodnim suficitom 1 deficitom ¢e dovesti do promena u fizioloskim
parametrima, kao Sto su koncentracije fotositetiCkih pigmenata, relativni sadrzaj vode u
biljkama, koncentracije solubilnih proteina te koncentracija slobodnog prolina, kod ispitivanih
hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP 606).

H2: Vodni suficit i deficit ¢e inicirati promene u oksidativnim parametrima, kao S§to su

koncentracije H>O2 i MDA, kod ispitivanih hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP 606).

H3: Stres izazvan vodnim suficitom i deficitom ¢e dovesti do promena u atioksidativnom
mehanizmu (aktivnosti SOD, CAT, POX i APX) ispitivanih hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP
606).

H4: Promene u merenim parametrima zavisie od intenziteta trajanja stresa i genetickim

predispozicijama.

H5: Ispitivani hibridi kukuruza ZP 555 i ZP 606, shodno razli¢itim genetskim
predodredenostima, ¢e pokazati interhibridne razlike te drugacije strategije antioksidativnog i

fizioloskog odgovora na ova dva abioticka stresna faktora.
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4.1. Biljke koriStene u eksperimentu

Kukuruz (Zea mays L.) je biljka poreklom iz Srednje Amerike koja ima kosmopolitsko
rasprostranjenje i pripada porodici trava (Poaceae). Kao jedna od tri zitarice koje su najvaznije
i najvise koriStene u ishrani ljudi i Zivotinja vrlo Cesto je bila model za proucavanje.

Morfoloski parametri. Kukuruz je jednogodiSnja jednodoma biljka sa opstim
karakteristika monokotiledonih biljaka.

Koren. Koren kukuruza je zili¢ast 1 moze rasti u dubinu zemlje 1 do 3 m. Korenov sistem
se sastoji od primarnog i sekundarnog korenja. Primarni koren se sastoji od glavnog korena,
bocnih korena i mezokotilenodih korena. Sekundarno korenje se razvija iz podzemnih ili
nadzemnih nodija stabljike.

Listovi i stablo. Prema mestu gde nastaju razlikuje se vise tipova listova kukuruza: klicini
listovi, pravi listovi ili listovi stabljike 1 listovi omotaca klipa. Pravi listovi su sedeci listovi sa
paralelnom nervaturom koja krece sa svakog nodusa. Pravi listovi su gradeni od lisne ploce,
ligule i rukavca. Stabljika - sastavljena je od nodusa i internodusa, cilindri$na i ispunjena
parenhimom.

Cvet i cvast. Ova zitarica koja moze narasti i do 2 m visine ima razdvojene muske i
zenske cvetove ¢ineci cvasti metlicu od muskih cvetova i klip od Zenskih cvetova. Muska cvast
(metlica) je pozicionirana na vrh stabljike 1 sastoji se od srednje ose 1 bo¢nih grana na kojima
se nalaze klasi¢i. Sa druge strane, klip je pozicioniran u pazuhu listova i se sastoji od
zadebljalog vretena na koje su uzduzno poredani klasic¢i sa zenskim cvetovima. Klip je po gradi
analog metlici uz redukciju bo¢nih grana. Tucak ¢ine svilenkaste niti prekrivene dlacicama
koje luce lepljivu te¢nost koja omogucava hvatanje polenovih zrna.

Plod. Plod kukuruza je zrno (caryopsis) koji je graden od tri osnovna dela: perikarpa,
klice 1 endosperma. Zrno je bogato proteinima (najveéi procenat u endospermu, a manji
procenat u Klici) i Secerima. Najve¢i procenat endosperma ¢ini skrob te i neke druge vrste
prostih Secera. Zrno kukuruza sadrzi oko 34% ulja, 19% proteina u 28% tecnosti (Secera,
proteina rastvorenih u vodi, minerala i vitamina). Najve¢i deo ulja kukuruza €ini linoleinska
kiselina (polinezasi¢ena ulja), dok najveéi procenat od ukupnih proteina, preko 65% cine
albumini (proteini rastvorljivi u vodi) i globulini. Perikarp ploda je bogat celulozom i
hemicelulozom (Eckhoff i sar., 2003).

Razvojne faze. Tokom razvojnog stadijuma kukuruz prolazi kroz vegetativnu i
reproduktivnu fazu (Slika 4.1). Vegetativnu fazu Cine podfaze: klijanje i nicanje (VE), faza
prvih listova (V1), faza drugih listova (\V2), faza trecih listova (V3), faza metlicenja (VT), dok
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reproduktivnu fazu Cine: faza svilanja (R1), vodena faza (R2), mle¢na faza (R3), faza vostane

zrelosti (R4), faza potpune zrelosti (R6) (Kiniry, 1991).

( f‘xﬂ |
(/ ‘f ks ,-‘ \("\
2 = W, .
N "
r r r\‘ \
" ' B Y\ [ :_:\‘
“N N

N NN N
VE Vi v3 V6 V9 vT R1 R6
{ I J L J
Vegetativna faza Reproduktivna faza

Slika 4.1. Razvojne faze biljke kukuruza (Zea mays L.). Skracenice: VE — faza klijanja, V1
— faza prvih listova, V2 —faza drugih listova, V3 — faza trecih listova, V6 — faza Sestih
listova, V9 — faza devetih listova, VT — faza metlicenja, R1 —faza svilanja, R6 — zrelost

(https://www.pioneer.com/us/agronomy/staging_corn_growth.html)
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Sistematika kukuruza. Kukuruz pripada porodici trava (Poaceae) u okviru vrste Zea
mays postoji joS osam razli¢itih podvrsta kukuruza (www.plants.usda.gov). Bioloska

klasifikacija vrste je predstavljena u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Bioloska klasifikacija kukuruza Zea mays L.

Regnum (Carstvo) Plantae
Subregnum (Podcarstvo) Tracheobionta
Superdivisio (Nadrazdeo) Spermatophyta
Divisio (Razdeo) Magnoliophyta
Classis (Klasa) Liliopsida
Subclassis (Podklasa) Commelinidae
Ordo (Red) Poales

Familia (Familija) Poaceae

Genus (Rod) Zea

Species (Vrsta) Zeamays L.

Hibridi kukuruza. Kukuruz ima veliki broj razli¢itih sorti koje koriste veliki broj
istrazivaca pri ukrstanju 1 kreiranju velikog broja hibrida. Medusobnim ukrstanjem razlicitih
sorti kukuruza dobija se potomstvo koje je mnogo kvalitetnije u odnosu na roditeljsku liniju.
Kvalitet se ogleda u ve¢em prinosu, otpornosti na razlicite bioticke i abioticke faktore, bolja
prilagodenost razli¢itim uslovima sredine i1 dr. Usled fizicke odvojenosti muskih i Zenskih
cvetova postupak hibridizacije je znatno olakSan i strogo kontrolisan. U ovom radu su koristena
dva hibrida kukuruza ZP 555 i ZP 606 koja se koriste u usevima u Republici Srpskoj.

Hibrid ZP 555 se karakteriSe kao kukuruz sa velikim prinosom koji ima veliku
toleranciju na vodni deficit i raste na podlozi ¢ija zemlja je veoma plodna na nadmorskoj visini
do 500 metara (www.mrizp.rs). Biljka dostize visinu od oko 230 cm. Prinos je 15 t suvog zrna
po hektaru (www.mrizp.rs). Ovaj hibrid kukuruza (Slika 4.2A; 4.3. A, B, C) pripada FAO
(Organizacija za prehranu i poljoprivredu Ujedinjenih nacija, eng. Food and Agriculture
Organisation of the United Nations) grupi srednjeg ili prelaznog vremena zrenja koji imaju

veoma dobru brzinu otpustanja vlage (Camdzija i sar., 2012).

Hibrid ZP 606 (Slika 4.2B; 4.3 D, E, F) se takode karakterise kao kukuruz sa velikom
tolerancijom na vodni deficit i takode preferira plodna zemljista koja se nalaze ispod 400

metara nadmorske visine. Biljka dostize visinu od oko 260 cm (www.mrizp.rs). Prinos ovog
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kukuruza je 15,5 t suvog zrna po hektaru (www.mrizp.rs). Za razliku od prethodnog hibrida
ovaj hibrid pripada grupi kasnog vremena zrenja koji takode ima jako dobru brzinu otpustanja
vlage (CamdZija i sar., 2012). Oba tipa hibrida imaju sli¢nu genetsku roditeljsku liniju.

Ova dva hibrida su novija u procesu hibridizacije i savremeni trendovi oplemenjivanja
se kre¢u upravo ka kreiranju hibrida nizeg habitusa, uspravnog polozaja listova, klipova sa
velikim brojem zrna, i sa velikom otpornos$¢u na otpustanje vlage iz zrna u periodu sazrevanja

(Camdzija i sar., 2012).

A) B)

Slika 4.2. Morfologija klipa dva testirana hibrida kukuruza ZP 555 (A) i ZP 606 (B)
(Www.mrizp.rs).
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4.2. Postavka eksperimenta i priprema uzoraka

a) Dizajn eksperimenta

Biljke su za potrebe eksperimenta uzgojene u oglednoj prostoriji Prirodno-
matematickog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci, Bosna i Hercegovina.

Za oba eksperimenta su koriStena semena dva hibrida kukuruza (ZP 606 i ZP 555)
dobijena sa Instituta za kukuruz ,,Zemun Polje*, Beograd.

U saksije zapremine 12 L, napunjene humusom, posadeno je po 10 biljaka u razmaku
od 10 cm, koje su imale konstantan izvor svetlosti (16/8 rezim svetlo/mrak) tokom celog
eksperimenta. Po eksperimentu (vodni deficit/suficit) zasejano je 100 jedinki po hibridu, sto je
¢inilo 400 individua ukupno za oba hibrida i oba tretmana. Hibridi su u uslovima sa dovoljnom

koli¢inom vode gajeni 30 dana, nakon ¢ega su podeljeni u eksperimentalne grupe.

a) Eksperiment I — Vodni suficit
Prvi deo eksperimenta, za utvrdivanje uticaja vodnog suficita na dva ispitivana hibrida

je vrSen u periodu od januara do februara 2019. godine. Nakon 30 dana rasta u optimalnim
uslovima, biljke su podeljene u dve grupe: biljke koje su i dalje rasle u kontrolnim uslovima i
biljke koje su rasle u uslovima vodnog suficita. Polovina biljaka (5 saksija/50 biljaka po
hibridu) je bila potopljena u velike bazene sa vodom (60 L), u visini od 5 cm iznad povrSine
zemlje. Bazeni su punjeni srednje hladnom vodom sa ¢esme, te je pri svakom uzorkovanju
merena koncentracija kiseonika (oksimetar (HANNA, HI-9142, sa ta¢noséu 0.1 mg L) i pH
vrednost. Potopljene biljke su uzorkovane u razli¢itim vremenskim periodima, formirajuci tako
sledece eksperimentalne grupe (Slika 4.3; 4.4):

*  HsssK, HeosK — kontrolna grupa®,

*  Hss56h, Heos6h — eksperimentalna grupa uzorkovana nakon 6h,

*  Hss524h, Heos24h - eksperimentalna grupa uzorkovana nakon 24h,

*  Hss572h, Heos72h - eksperimentalna grupa uzorkovana nakon 72h,

*  Hsss144h, Heos144h - eksperimentalna grupa uzorkovana nakon 144h.

3 Biljke iz kontrolne grupe su uzorkovane pri svakom satu vodnog suficita zajedno sa ekperimentalnom grupom.
Ali su se pri obradi rezultata sve vrednosti za kontrolu po parametrima analizirale zajedno, te je predstavljena
samo jedna tacka.
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Slika 4.3. Kontrolni i eksperimentalni uzorci dva hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP 606) tokom
izlaganja vodnom suficitu. Seme hibrid ZP 555 (A), zatim hibrid ZP 555 u kontrolnim
uslovima (B) i uslovima vodnog suficita(C), te seme hibrid ZP 606 (D), zatim hibrid ZP 606
u kontrolnim uslovima (E) i uslovima vodnog suficita (F) (Luki¢, 2019, originalna
fotografija).
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b) Eksperiment Il — Vodni deficit
Drugi deo eksperimenta, za utvrdivanje vodnog deficita, vrsen je u periodu od avgusta

do kraja septembra 2019. godine. U ovom delu eksperimenta, biljke su takode nakon 30 dana
gajenja u optimalnim uslovima podeljene u dve grupe: kontrolnu i eksperimentalnu.
Eksperimentalna grupa je bila izloZzena potpunom deficitu vode (Slika 4.4; 4.5).
Biljke iz ove grupe su uzorkovane nakon:

*  HsssK, HeosK* — kontrolna grupa uzorkovana prvog dana primene stresa.

*  Hss58d, Heos8d - eksperimentalna grupa uzorkovana nakon 8 dana vodnog deficita.

*  Hss515d, Heos15d - eksperimentalna grupa uzorkovana nakon 15 dana vodnog deficita.

Slika 4.4. Kontrolni i eksperimentalni uzorci dva hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP 606) tokom izlaganja
vodnom deficitu. Hibrid ZP 555 u kontrolnim uslovima (A) i uslovima vodnog deficita (B), hibrid ZP
606 u kontrolnim uslovima (C) i uslovima vodnog deficita (D) (Lukié, 2019, originalna fotografija).

* Uzorkovanje kontrolnih biljaka vreno je samo prvog dana ekperimenta, pre podvrgavanja uslovima vodnog
deficita. Razlog ovakvog uzorkovanja je bio nedostatak biljaka za ekperimentalne i kontrolne uslove. Biljke u
vodnom deficitu brzo gube zive listove koji su neophodni za analize, te je bilo neophodno ostaviti vise biljaka za
ovaj tretman.
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Biljke u kontrolisanim Biljke u poplavi

uslovima (n=100)
@®=100)

ﬂke u kontrolisanim
uslovima
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&.

N
A )

0 dana

0 dana
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\

Y

0 dana

Y

15 dana
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0 dana
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(2=100)
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’m’w’w:
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S

Slika 4.5. Dizajn eksperimenta za biljke izloZene suficitu i deficitu vode.
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b) Priprema uzoraka

a) Priprema homogenata i ekstrakcija proteina

Pri svakom uzorkovanju sakupljeno je po deset listova sa vise razli¢itih biljaka iz istog
eksperimentalnog tretmana ili kontrole, te je pripremljen meSoviti uzorak radi bolje
reprezentativnosti. Za pripremu homogenata, tkiva su izmerena na tehni¢koj vagi (greska +
0,01 g) te su sprasena u te¢nom azotu uz upotrebu avana i tucka a nakon sprasivanja odvagano
je po 0,5 g tkiva uzorka i ekstrahovano sa 4 mL pufera za ekstrakciju.

Pufer za ekstrakciju proteina je sadrzao:

0,1 M natrijum-fosfatni pufer (Na Pi), pH 6,4,

0,02% polioksietilen sorbitol estar (Tween),

1% polivinilpirolidon (PVP)
1 mM fenilmetilsulfonil flourid (PMSF)

Isti pufer za ekstrakciju je koriSten kod oba eksperimenta. Zatim su uzorci centrifugirani
na 10 000 rpm, 10 min na 8°C. Nakon centrifuganja izdvojene su dve frakcije, talog i
supernatant (Slika 4.6). Supernatant je dalje koriSten za odredivanje koncentracije proteina,
aktivnosti CAT, POX i izoenzimskih profila POX i SOD. Uzorci su zamrznuti na -20°C do

daljih analiza.

N
» N
Homogemzacua T ‘ mj_

% |
\\":’f;///v
Centrifugiranje

Elektroforeza

Uzorkovanje

Slika 4.6. Shematski prikaz postupka uzorkovanja, homogenizacije i ekstrakcije te
elektroforeze (www.mindthegraph.com; Luki¢, 2019, originalna fotografija).
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4.3. Odredivanje fiziolosSkih parametara

4.3.1. Odredivanje relativnog sadrzaja vode (RWC)

Odredivanje relativnog sadrzaja vode je vrSeno prema metodi Barrs i Weatherley (1962).
Za odredivanje RWC u listovima biljaka koristena su tri lista kukuruza iz svake ekperimentalne
grupe. Listovi kukuruza su prvo isprani destilovanom vodom i blago posuseni, a zatim je na
analitickoj vagi odvagana sveza masa (FW) pojedina¢nih listova. Listovi su postavljeni u
petrijevke na vatu natopljenu destilovanom vodom u cilju dobijanja turgidnih ¢elija (24 h, na
+4 °C) i ponovo je odvagana masa (TW) pojedinacnih listova. Zatim su listovi suSeni 24 h na

temperaturi od 75 °C, nakon Cega je ponovo odvagana masa suvih listova (DW).

Za izraCunavanje relativnog sadrzaja vode u listovima kukuruza koristena je slede¢a formula:

FW-DW

RWC = (TW—DW

)x 100 [%]
FW — sveza masa (engl. Fresh Weight)

DW - suva masa (engl. Drought Weight)
TW — turgidna masa (engl. Turgid Weight)
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4.3.2. Ekstrakcija i odredivanje koncentracije fotosintetickih pigmenata

Odredivanje i izraCunavanje koncentracije ukupnih fotosintetickih pigmenata izvrSena je
prema metodi Lichtenthaler i Wellburn (1983).

Neophodni reagensi:

e 80% metanol

e (CaCOs;

Postupak: 0,5 g biljnog tkiva je homogenizovano sa 5 mL 80% metanola uz dodatak
CaCOs te centifugirano na 10 000 rmp, 10 min na 4°C. Za odredivanje koncentracije
fotosintetickih pigmenata koristen je supernatant dobijen ekstrakciom nakon cetrifugiranja.
Apsorbance su ocitavane spektrofotometrijski na 470 nm (Car), 653 nm (hlorofil b; Chl b) i
660 nm (hlorofil a; Chl a) koriste¢i UV-VIS spektrofotometar (Shimadzu UV-160, Kyoto,

Japan). Za izraCunavanje koncentracije pigmenata koriStene su slede¢e formule:

Hlorofil a: Ca = 15,65 X Asso — 7,34 X Ass3

Hlorofil b: Cb =27,05 x Ags3 — 11,21 X Asso
A470 — 12,2 XCh

Karotenoidi: Ckar = 1000 47;45 122 x

Rezultati su izrazeni u mg/gFW, te je za preracunavanje istih koristena slede¢a formula:

_ Cx XV XR

-1
¢= m x1000 [mg g~ FW]

Cx — koncentracija pigmenata;
V — zapremina ekstrakta (mL);
R — razblaZenje;

m — sveza masa biljnog tkiva u g.
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4.3.3. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija ukupnih proteina u supernatantu odredivana je metodom po Lowry i sar.
(1951).

Princip reakcije: Lowry metod se zasniva na reakciji formiranja kompleksa jona bakra
sa azotom iz peptidnih veza proteina, i dodatno redukcije Folin-Cikalteovog reagensa i
oksidacije aromati¢nih aminokiselina (uglavnom triptofana i tirozina), S$to povecava

senzitivnost metode. Maksimum apsorpcije je na 550 nm.

Neophodni reagensi

Tabela 4.2. Potrebni reagensi za Lowry-evu metodu

Rastvor 1 2% Na,COsu 0,1 M NaOH

Rastvor 2 1% rastvor CuSO4 x 5H20

Rastvor 3 2% rastvor K-Na-tartarata

Rastvor 4 98 mL Rastvora 1+ 1 mL Rastvora 2 + 1 mL Rastvora 3

Postupak: Kvantifikacija proteina je vrSena dodavanjem 100 uL uzorka, 100 uLL dH>O
vode i 3 mL Reagensa 4 (Tabela 4.2), nakon meSanja smesa je inkubirana 15 min. Nakon
inkubacije u svaku je epruvetu je dodato po 600 pL Folin-Cikalteov-og reagensa (razblaZenog
sa destilovanom vodom u omeru 1:2), nakon mesanja epruvete su inkubirane u mraku 30 min.
Apsorbanca je merena na 550 nm koriste¢i UV-VIS spektrofotometar (Shimadzu UV-160,
Kyoto, Japan).

Za seriju standardnih rastvora koriSten je rastvor govedeg albumin seruma (BSA, eng.
bovine serum albumin) (opseg koncentracija 0 — 1 mg/mL). Postupak merenja apsorbance za
standardne rastvore uradeno je na isti na¢in kao i za uzorke. Na osnovu konstruisane krive
zavisnosti apsorbance od koncentracije proteina dobijena je jednaCina pravca iz koje se
izraCunava koncentracija proteina u uzorku. Jednacina pravca koriStena u ovom eksperimentu
je: y=1,476x - 0,0056.

Napomena: Kod razblaZzenih uzoraka ukupna koncentracija je pomnoZena sa faktorom

razblaZenja.
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4.3.4. Odredivanje koncentracije prolina

Princip reakcije: Odredivanje koncentracije prolina je veoma vazno kako bi se utvrdio
fizioloski status biljke i generalno za razumevanje tolerancije na stres kod biljaka. U ovom radu
je koristena spektrofotometrijska metoda po Carillo i Gibon (2011). Pri odredivanju
koncentracije prolina koristen je ninhidrinski reagens koji u reakciji sa prolinom na niskom pH

daje proizvod crvene boje ¢ija se apsorbanca moze meriti na 520 nm.
Neophodni reagens:

e Reakciona smeSa (0,6 g ninhidrina, 36 mL siréetne kiseline 1 12 mL etanol, 12 mL
destilovane vode)

e Standardni rastvor prolina u opsegu koncentracija 0,005 - 0,2 mM

Postupak: Za odredivanje ukupne koncentracije prolina u uzorku odmereno je 200 mg
biljnog tkiva sprasenog u te¢nom azotu i homogenizovano je sa 4 mL rastvora etanol-voda
(70:30). Homogenat je inkubiran 2 h na 37°C u vodenom kupatilu, a nakon toga centrifugiran
10 minuta na 10 000 rpm. Za dalju analizu je koriSteno 500 pL supernatanta i 1 mL reakcione
smeSe. Sva merenja su radena u triplikatu. Apsorbanca je merena na 520 nm koriste¢i UV-VIS
spektrofotometar (Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan).

Za izraCunavanje koncentracije prolina koristeni su standardni rastvori prolina u opsegu

od 0,005 mM do 0,2 mM i standardna prava y = 0,1004 x — 0,0091 (R?=0,996).
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4.4. QOdredivanje parametara oksidativnog stresa

4.4.1. Odredivanje koncentracije MDA

Princip reakcije: Koncentracija malondialdehida je odredena metodom po Heath i
Packer (1968). Za odredivanje stepena lipidne peroksidacije neophodno je merenje nekih od
proizvod same reakcije, kao S§to su: lipid hidroperoksida, konjugovanih diena, hidroksilne
kiseline, etana te MDA. MDA je dialdehid koji u organizmu nastaje kao krajnji proizvod
razgradnje polinezasi¢enih masnih kiselina pri lipidnoj peroksidaciji (Hagege i sar., 1995).
TBA (tiobarbiturna kiselina) moze reagovati sa MDA dovode¢i do proizvoda roze (crvene)
boje u kiselom rastvoru, te se koncentracija MDA mozZe izracunati spektrofotometrijskim
merenjem intenziteta dobijene boje na 532 nm. Visoke temperature ubrzavaju reakciju dok je
niske temperature usporavaju (Slika 4.7).

. S
o o (o) n \(S Kiselina N\ OH HO /N SH
T (toplota) U o
HC-CH,-CH + < NH - N\ A A N + <2

2 OH OH
MDA TBA 1:2 MDA - TBA pigment

Slika 4.7. Shematski prikaz reakcije izmedu MDA i TBA (Azizi i sar., 2017; modifikovano).

Neophodni reagensi:

e 0,5% TBA
o 20% i0,1% trihlorsir¢etna kiselina (TCA)

Postupak: Za odredivanje MDA koriSteni su listovi iste starosti koji su usitnjeni do praha
uz pomo¢ te€nog azota, a zatim je 1 g biljnog tkiva homogenizovan sa 7 mL 0,1% TCA. Svaki
uzorak je raden u triplikatu. Zatim su uzorci centrifugani na 10 000 rpm, 20 min. Dobijeni
supernatant (0,5 mL) je pomeSan sa 1 mL 0,5% TBA rastvorene u 20% TCA. Nakon meSanja
uzorci su kuvani 30 min na 95°C i zatim su ohladeni na ledu. Uzorci su ponovo centrifugirani
na 10 000 rmp 10 min i nakon toga merene su apsorbance na 532 nm i 600 nm (apsorpcija
ekstrakta) koriste¢i UV-VIS spektrofotometar (Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan). Slepa proba
je bila 1,5 mL 0,5% TBA u 20% TCA.
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Koncentracija MDA je racunata prema formuli:

MDA = A 532£—A600 % 14 [p.mOI g_lFVV]

gFw

Das32600 - razlika apsorbanci ocitanih spektrofotometrijski na 532 nm i 600 nm;
& — ekstinkcioni koeficijent malondialdehida (155 mM*cm);
V — zapremina ekstrakta (mL);

gFW — masa svezeg biljnog tkiva u g.
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4.4.2. Odredivanje koncentracije H20>
Odredivanje koncentracije H2O2 u uzorku vr$eno je metodom po Sergiev i sar. (1997).

Neophodni reagensi:

e 0,1% TCA;
e 10 mM NaPi (pH 6,8);
e 1mLI1IMKI

Postupak: Za odredivanje koncentracije H2O> koriSteno su listovi iste starosti kao i za
ostale analize. Biljni materijal (1 g) je usitnjen do praha sa tecnim azotom i homogenizovan sa
7 mL 0,1% TCA u triplikatu. Nakon centrifugiranja smeSe na 10 000 rmp, 20 min supernatan
je odvojen i pomesan sa 0,5 mL 10 mM NaPi (pH 6,8) i 1 mL 1 M KI. Koncentracija je merena
u svim uzorcima u triplikatu. Slepu probu je ¢inio 0,5 mL supernatanta i 1,5 mL 10 mM NaPi
(pH 6,8), te je pri izraCunavanju oduzimana slepa proba od uzorka. Apsorbanca je merena
spektrofotometrijski, koriste¢i UV-VIS spektrofotometar (Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan),
na talasnoj duzini od 390 nm. Standardna kriva je konstruisana za opseg koncentracija H20>
od 0,05 do 1 mM. Odredivanje koncentracije H2O> je odredeno na osnovu standardne krive y

= 1,545 x — 0,0674, R?>= 0,997, a rezultati su izraZeni u pumol g'lFW.
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4.5. QOdredivanje parametara antioksidativnog sistema
4.5.1. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Princip reakcije: Vodonik peroksid pokazuje maksimum apsorpcije na 240 nm. Aktivnost
CAT je odredena pra¢enjem razlaganja H202 na datoj talasnoj duzini, pri ¢emu je smanjenje
apsorbance proporcionalno aktivnosti CAT (Beutler, 1984).

Neophodni reagensi:

e puferu za ekstrakciju (0,1 M NaPi pH 6,4; 1 mM PMSF; 0,2% Tween; 1% PVP);

e 3% H20:

Postupak: Reakciona smeS$a za merenje aktivnosti CAT, ukupne zapremine 1 mL, je
sadrzala: 35 pL supernatant, 10 pl 3% H>O i do 950 pL pufer za ekstrakciju. Meren je porast
apsorbance od 0 — 60 s na UV/VIS spektrofotometru (Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan) na
A=240 nm.

Za izracunavanje CAT je koriStena sledeca formula:

CAT = AA X Vr [ pmol ]

"~ g(H202) xm min x gFW

AA= Aw — Ao
Vr - zapremina ekstrakcionog pufera (mL),

& — ekstinkcioni koeficijent za vodonik peroksid (40 mM*cm?);
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4.5.2. Odredivanje aktivnosti ukupnih peroksidaza Klase II1 (POX)

Princip reakcije:  Odredivanje aktivnosti ukupnih  peroksidaza je vrSeno
spetrofotometrijskom metodom opisanom u Kukavica i sar. (2009). Peroksidaze su
antioksidativni enzimi koji katalizuju prevodenje vodonik peroksid u vodu u prisustvu fenolnih

jedinjenja kao kosupstrata.

Nephodni reagensi:

e Pufer za esktrakciju (1 M NaPi, pH 6,4; 1 mM PMSF, 0,2% TWEEN; 1% PVP)
e 1 M pirogalol (kosupstrat);

e 1MH0;

e 100 mM, NaPi (pH 6,4).

Postupak 1: Reakciona smesa (V=3 mL) je sadrzala 2,86 mL 100 mM, NaPi (pH 6,4), 30
pL 1 M pirogalola, 100 pL ekstrakta lista kukuruza 1 reakcija je zapoceta dodatkom 10 pL 1
M H20,. Merenje porasta apsorbance na 430 nm, koriste¢i UV-VIS spektrofotometar
(Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan), je vrSeno u triplikatu. Talasna duzna od 430 nm predstavlja
maksimum apsorpcije nastalog proizvoda oksidacije pirogalola purpurigalina (Aszo, € = 12
mM1).

Za izracunavanje POX aktivnosti spektrofotometrijski koristena je slede¢a formula:

POX =

A AXVTr [ umol

€ (purpurigalina) X m minx mg FW

AA = Ao -Aw — razlika izmedu pocetne apsorbance 0 - 60s;
Vr - zapremina ekstrakcionog pufera (mL);
& — ekstinkcioni koeficijent za purpurigalina (12 mM™ cm™);

m — sveza masa tkiva u g.
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4.5.3. Ekstrakcija i odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze (APX)

Princip reakcije: Odredivanje APX je vrSeno spetrofotometrijskom metodom
modifikovanom prema Nakano i Asada (1981). APX je veoma vazan enzim u antioksidativnom
sistemu zastite koji uklanja vodonik peroksid generisan u citoplazmi i hloroplastima. U ovom
radu aktivnost APX je merena spektrofotometrijski, prate¢i smanjenje apsorbance na 290 nm.

Kao supstrat za APX koriSten je askorbat.

Neophodni reagensi za ekstrakciju APX:
e Pufer za ekstrakciju (90 mM NaPi pH 7,8, 1 mM PMSF, 1 mM EDTA, 8%

glicerol, 5 mM askorbat)

Postupak ekstrakcije: Za odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze homogenizovano

je 0,5 g biljnog tkiva (prethodno sprasenog u te€nog azota uz pomoc¢ avana 1 tucka) sa 4 mL
pufera za ekstrakciju. Ekstrakt je zatim centrifugiran 20 min na 10 000 rpm. Supernatant je
koristen za dalja merenja.
Neophodni reagensi za ekstrakciju APX:

e 90 mM NaPi pH 7,8 pufer

e 3% H20:

e 0,5 mM askorbat

Reakciona smesa za merenje aktivnosti APX (1 mL) je sadrzala 935 uL 50 mM NaPi pH 7,0,
50 uL biljnog ekstrakta, 5 uL 0,5 mM askorbat i 10 pL 3% H>O. Apsorbanca je merena na
290 nm i praceno je smanje apsorpcije tokom jednog min koriste¢i UV-VIS spektrofotometar
(Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan). Sva merenja su radena u triplikatu.

Za izraunavanje APX aktivnosti spektrofotometrijski koristena je slede¢a formula:

APX =

A AXVT [ umol

€ (askorbata) xm minx mg FW

AA = Ao -Ap — razlika izmedu pocetne apsorbance 0 — 60 s;
Vr - zapremina ekstrakcionog pufera (mL);

& — ekstinkcioni koeficijent za askorbat (2,8 mM* cm™);
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4.5.4. Nativna elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (PAGE)

U svrhu analize proteinskih frakcija uradena je metoda elektroforeze proteina na
poliakrilamidnom gelu (PAGE) u nativnim uslovima. Nativna gel elektroforeza sa 5% gelom
za koncentrovanje i 10% gel za razdvajanje koriStena je za dobijanje izoenzimskih profila
(Slika 4.8 B,C).

A) | B) Pufer

Elektrode
B Uzorak
E Zid
§_ -~ Gel
=
«
g v
§ Velitina ) o Protein male MW
=~ - ,/
427 =
s Male | o > o Elektrode

Pufer

Slika 4.8. Aparatura za elektroforezu (A) i primer gela za elektroforezu (B)
https://www.genome.gov/genetics-glossary/Electrophoresis; modifikovano).

Princip reakcije: Elektroforeza je fizicko-hemijska metoda koja radi na principu
elektricnog polja u kojem se molekule krecu kroz rastvore. Naime, naelektrisane Cestice se pod
dejstvom homogenog elektricnog polja krecu ka anodi ili katodi kroz rastvor slabog elektrolita
(pufer). Metoda se moze Koristiti za razdvajanje proteini na osnovu molekularne mase i
naelekreisanja. Brzina kretanja jedne naelektrisane Cestice zavisi od: naelektrisanja Cestice,
veli¢ine i oblika naelektrisane Cestice, jacine elektricnog polja, karakteristike potporne sredine,

temperature (Trenkovski i sar., 2006).
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Neophodni reagensi:

Tabela 4.3. Potrebni rastvori za pripremu i izvodenje nativne elektroforeze

1. Monomerni rastvor (akrilamid) Akrilamid 58,49
Bisakrilamid 1,6 g
dH20 do 200 mL
2. Pufer gel za razdvajanje Tris 36,39
(1M Tris HCI; pH 8.8) dH0 do 200 mL
4 M HCldo pH 8,8
3. Pufer za gel za koncentrovanje Tris 69
(0,5 M Tris HCI; pH 6,8) dH20 do 100 mL
4 M HCldo pH 6,8
Tris 39
4. Pufer za elektroforezu Glicin 14,4 g
dH20 do 1L
3. Inicijator polimerizacije 10 % APS 0,29
dH20 do 2 mL

Postupak: Postupak pripreme gelova i elektroforeze je uraden na aparatu Mini-

PROTEAN Tetra Cell (BioRad). Gelovi su pripremljeni izmedu dve staklene ploce, najpre
izlivaju¢i gel za razdvajanje (10%) koji se sastoji do 4 mL 30% akrilamida, 2,5 mL 0,5 M Tris
pufera pH 8,8, 2,5 mL 10% APS, 0,004 mL tetrametiletilendiamid (TEMED) i 3,3 mL vode
(Tabela 4.4). Nakon polimerizacija gelova za razdvajanje dodati su rastvori i za gel za
koncentrovanje (5%), koga ¢ine: 0,830 mL 0,5 M Tris pufera pH 6,8, 0,630 mL 10% APS,
0,005 mL TEMED i 3,4 mL vode (Tabela 4.4). Nakon pripreme gelova pristupilo se pripremi

uzoraka za elektroforezu. Ekstrakcija biljnog materijala je opisana u tacki 4.3.

Uzorci su pomesani sa puferom za uzorke koji je sadrzao:

e 50 mM Tris pH 6,8
e 10% glicerol
e 0,001% bromfenol plavo

Pre nanoSenja na gel uzorci su pripremani tako $to je pomesano je 100 pL uzorkai 50 pL

pufera za uzorke kada su prac¢ene POX izoforme, dok je za pra¢enje SOD izoformi pomesano
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100 pL uzorka i 25 pL pufera za uzorke, a koli¢ina ukupnih proteina koja je nanoSena na gel
je uvek bila 15 pg.

Kada su uzorci naneseni na gelove, isti su premesteni u kadicu za elektroforezu u kojoj je
dodat pufer koji je sadrzao: 0,025 M Tris 1 0,192 M glicin pH 8,3. Konstantna voltaza od 100
V primenjena je dok su uzorci prolazili kroz gel za koncentrovanje, a povecana je na 150 V za

prolazak kroz gel za razdvajanje.

Tabela 4.4. Sastav gelova za nativnu poliakrilamidnu elektroforezu

5% gel za koncentrovanje 10% gel za razdvajanje za SOD

Komponente (5mL) (10 mL)
Zapremina (mL)
H20 34 33
30% akrilamid 0,830 4,0
0,5M Tris 0,630 (pH 6,8) 2,5 (pH 8,8)
10% APS 0,05 0,1
TEMED 0,005 0,004
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4.5.5. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD)

Princip reakcije: 1zoforme SOD izolovane iz biljnog tkiva su razdvojene na gelu za nativnu

elektroforezu. Specificno bojenje SOD izoformi na elektroforeskom poliaktilamidnom gelu

radeno je prema Beauchamp i Fridovich (1971). Pri ovom bojenju koristi se nitro blue

tetrazolium (NBT) koje predstavlja veoma vazno jedinjenje za detekciju O3 . Aktivnost SOD

se odreduje kao sposobnost inhibicije reakcije izmedu NBT i 05 .

Postupak: Nakon zavrsetka elektroforeze gel se inkubira u rastvoru za bojenje i inkubira

30 min u mraku. Rastvor za bojenje SOD sadrzi:

40 mL 0,1M Tris, pH 7,8

1 mM etilendiamintertra siréetna ksileina (EDTA)
0,245 mM NBT

0,133 mM riboflavina

1,72 mM TEMED

Gel se nakon inkubacije u rastvoru za bojenje ispere destilovanom vodom i osvetli (5-15

min). Na mestima gde su izoforme superoksid dismutaza pojavljuju se ahromatske trake u

odnosu na ljubicasto obojen gel. Aktivnost SOD 1 procenat inhibicije odreden je

denzitometrijski na osnovu gela za nativnu elektroforezu pomocu programa TotalLab.
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4.5.6. Specifi¢no bojenje POX

Princip reakcije: Specifi¢no bojenje POX je uradeno prema metodi Kukavica i sar., 2013.
Pod uticajem POX a-hloronaftol oksiduje u prisistvu H20> generisuci jedinjenje tamno-plave
boje koje je vidljivo na prozirnom poliakrilamidnom gelu.

Postupak: Izoforme POX izolovane iz biljnog tkiva su razdvojene nativhom

elektroforezom. Nakon zavrsene elektroforeze gel je inkubiran 10 — 30 min u mraku.

Rastvor za bojenje POX sadrzi:

e 5mg 0,01% a-hloronaftanola;
e 5 mL 80% metanola;

e 45 mL NaPi pufera (pH 6,4),
e 0,03% H,0-.

Gel se nakon inkubacije u rastvoru za bojenje ispere destilovanom vodom. Na mestima gde su
izoforme peroksidaze pojavljuju se ljubicaste trake u odnosu na proziran gel. Aktivnost POX

je odreden denzitometrijski na osnovu gela za nativnu elektroforezu pomoc¢u programa
TotalLab.
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4.5.7. Odredivanje koncentracije polifenola

a) Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih polifenola

Princip reakcije: Koncentracija ukupnih polifenola je odredena Folin-Cikalteovom
metodom koja je opisana od strane Singleton i Rossi (1965). Folin-Cikalteov reagens je rastvor
koji sadrzi Na volframat 2-hidrat i Na molibdat 2-hidrat kao osnovne komponente koje rade po
principu oksido-redukcionih reakcija. U reakciji sa polifenolnim jedinjenjima formira se
obojeni hromogen. Komponente Folin-Cikalteovog reagensa reaguju sa polifenolima samo pri
baznim uslovima koji se postizu dodatkom natrijum karbonata. U baznim uslovima polifenolna
jedinjenja disosuju i formiraju fenolne anijone koji redukuju Folin-Cikalteov reagens i
formiraju plavu boju (Slika 4.9). Intenzitet dobijene boje se meri spektrofotometrijski

ocitavanjem apsorbance na 720 nm (Huang i sar., 2005).

> : Redukovam Folin-
Cikalteov reagens

M OS+W'§+)

sa!’

Slika 4.9. Shematizovana reakcija Folin-Cikalteovog reagensa i polifenolnih jedinjenja
(https://bioguochem.com)

Neophodni reagensi:
e 80% metanol;
e 1M Na»COs;

e Folin-Cikalteov reagens.
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Postupak: Koncentracija ukupnih polifenola je dobijena ekstrakcijom 0,5 g biljnog tkiva
sa 4 mL 80% metanola. Smesa je inkubirana 60 min na tamnom na 37°C (vorteks svakih 5 min
po 15 s). Smesa je zatim centrifugana na 10 000 rmp 10 minuta na 8°C. 100 pL supernatanta je
pomesano sa 450 pL 1 M Na.COs, te 450 uL Folin-Cikalteovim reagensom (odnos reagensa i
vode 1:2). Apsorbanca je merena na talasnoj duzini od 724 nm koriste¢i UV-VIS
spektrofotometar (Shimadzu UV-160, Kyoto, Japan).

Standardna kriva koriStena u ovom radu je konstruisana na osnovu standardnih rastvora za

galnu kiselinu: y = 0,613x — 0,0161, R? = 0,9897. Rezultati su izrazeni kao mg gFW.
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b) Odredivanjem koncentracije polifenola HPLC metodom

Princip reakcije: Za analizu koncentracije pojedina¢nih polifenola koriStena je metoda
teCne hromatografije visokih performansi (eng. HPLC — High Performance Liquid
Chromatography) (DAD-HPLC Agilent 1260 Infinity). Na Slici 4.10 se nalazi shematski
prikaz osnovnih delova neophodnih za izvodenje HPLC metode: rezervoar mobilne faze,
HPLC pumpa, injektor za uzorke, hromatografska kolona te detektor u ovom radu je koriSten
DAD (engl. DAD — Diode-Array Detection detektor).

Postupak: Koncentracija polifenola je dobijena ekstrakcijom 0,5 g biljnog tkiva sa 4
mL 80% metanola. Smesa je inkubirana 60 min na tamnom na 37°C (vorteks svakih 5 min po
15 s). Smesa je zatim centrifugirana na 10 000 rmp 10 minuta na 8°C. Uzorci su zatim filtrirani
kroz filter ¢ija su okca bila promera 0,45 mm. Tako pripremljeni uzorci su koriSteni za
razdvajanje te¢nom hromatografijom.

Hromatografija: Stacionarnu fazu je ¢inila kolona EC-C18, Poroshell-120 (4.6 x 50
mm, veli¢ina Cestica 2,7 pum). Mobilnu fazu su cinili rastvori: 0,1% siréetna kiselina 1
acetonitril, pri ¢emu je protok bio 0,5 mL min™. Temperatura kolone je podesena na 25°C, a
injektovano je 2 uL uzorka. Detekcija je vrSena na A = 280 nm. Za ispiranje je koristen 9%
metanol koji je puStan kroz kolonu zajedno sa 91% rastvorom siréetne kiseline na 0,8 min.
Rastvor acetonitrila je postepeno povecan za 55% nakon 1,5 min, za 40% nakon 2,3 min, te
30% acetontrila 6,8 min, i na kraju 40% acetonitrila za 8 min. Polifenolna jedinjenja su

identifikovana poredeci retenciono vreme komponenti uzorka sa odgovaraju¢im standardima.
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Tecna hromatografija visokih performansi (HPLC)

Mobilna faza

HPLC pumpa

Injektor za uzorke

Hromatografska kolona

DAD detektor

NS

Vijale sa
uzorcima

Analiza rezultata

Slika 4.10. Shematski prikaz delova hromatografa za izvodenje tecne hromatografije
visokih perfomansi (engl. HPLC — High Performance Liquid Chromatography)
(https://slideplayer.com/slide/6660641/, modifikovano).
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C) Odredivanjem koncentracije pojedinacnih polifenola upotrebom

UHPLC/DAD/(+))HESI-MS/MS

Princip reakcije: Za razdvajanje, detektovanje i kvatifikaciju pojedina¢nih polifenola
vrseno je upotrebom Dionex Ultimate 3000 tecne hromatografije ultra visokih performansi
(engl. Ultra High Performance Liquid Chromatography, UHPLC) sa didodnim detektorom
(DAD) na koga je povezan TQS Quantum Access Max triple-kvadripol (QQQ) masenim
spektrofotometrom (MS) (Thermo Fisher Scientific, Bazel, Svajcarska). U ovom radu je

koristena metoda opisana od strane PeSic i sar. (2019).

Neophodni reagensi:
- Acetonitrile (FisherScientific, Lafboro, Belika Britanija)
- 1% mravlja kiselina (FisherScientific, Lafboro, Belika Britanija);
- Metanol (AppliChem, Cesir, SAD).;
- Ultra Cista dejonizovana voda (Millipore, Billerica, SAD);

- Standardi polifenola (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka).

Postupak: Koncentracija polifenola® je dobijena ekstrakcijom 0,5 g suvog biljnog tkiva
sa 4 mL 80% metanola. SmeSa je zatim centrifugirana na 10 000 rmp 10 minuta na 8°C. Za
razdvajanje pojedina¢nih polifenolnih komponenti koristena je Syncronis C 18 kolona (100 x
2,1 mm, 1,7 um veli¢ine partikula) (ThermoFisher Scientific). Mobilna faza se sastojala od
slede¢ih rastvora: (A) ultra Ciste dejonizovane vode sa 1% mravljom kiselinom i (B)
acetonnitrila (skala za MS, Fisher Scientific Lafboro, Belika Britanija). Temperatura kolone
je bila 30°C, a injektovano je 0,3 mL/min, dok je detekcija vrSena na talasnim duzinama od
254 1280 nm. Gradijent eluiranja: 5% acetonitrila u prvih 2 min, 2-14 min 5-95% acetonitrila,
14-14,2 min 95-5% acetonitrila, 5% acetonitrila do 15. min.

TSQ Quantum Access Max QQQ maseni spektrofotometar je bio podeSen na sledeci
nacin: voltaza 5000 V, gas (N2), pritisak 40 AU, pritisak jonskog gasa 1 AU i pritisak
pomocnog gasa (N2) je bio 8 UA, kapilarna temperature je bila 300°C. Polifenolne komponente
su identifikovane komparacijom sa komercijalnim standardima Sigma-Aldrich, Steinheim,

Nemacka) sa direktnim poredenjem sa masenim spektrima, karakteristicnim fragmentima 1

® Uzorci za vodni suficit i deficit su uradeni u jednom ponavljanju i predstavljeni kvalitativno. Usled velikog broja
prethodno uradenih metoda, za ove analize nije bilo dovoljno biljnog tkiva. Takode, usled nedostatka biljnog tkiva
za biljke koje bile izlozene vodnom deficitu u trajanju od 8h, nije bilo moguce uraditi UHPLC/DAD/(+/)HESI-
MS/MS metodu.
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karakteristicnim retencionim vremenom. Totalna koli¢ina pojedina¢nih komponenti je izrazena

u mg Kg* suve mase.

4.6. Statisticka obrada podataka

Gelovi nativnom elektroforezom su analizirani u programu Image Master Total Lab TL
120 program (Nonlinear Dynamics Ltd, Durham, USA). Svi rezultati su statisticki obradeni
koriste¢i program Microsoft Excel 2019 te program R, verzija 3.6.0. Razlike izmedu srednjih
vrednosti dobijenih rezultata utvrdene su ANOVA analizom 1 Studentovim t-testom, te
Pearsonovi koeficijenti korelacije sa nivoom znaéajnosti 5% (p<0,05). Svi rezultati Su

prikazani kao srednje vrednosti + standardna devijacija (SD).
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Usled evidentnih klimatskih promena i sve ¢e$¢ih i duzih susnih perioda u toku leta, sa
jedne strane, i fluktuaciji u koli¢ini i ucestalosti padavina tokom godine, sa druge strane,
evidentna je vaznost istrazivanja mehanizama i efikasnosti odgovora kukuruza, kao jedne od
najvaznijih kultivisanih biljaka, na uslove vodnog suficita i deficita. Upravo istrazivanje oba
tipa vodnog stresa na istim genotipovima kukuruza je kljuéno za razumevanje stresa u
prirodnom okruzenju gde su smene vodnog suficita i deficita sve ucestalije u toku godine.
Raspored susnih i vlaznih, ili poplavnih dana u godini odreduje kompoziciju i distribuciju
biljnog sveta u geografskom kontekstu (Kreft i Jetz, 2007). U skladu sa prethodnim,
sprovedena istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji imala su za cilj bolje razumevanje
odgovora dva hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP 606) na ova dva tipa abiotickog stresa (vodni
suficit i deficit), a na temelju analize fizioloSkih i biohemijskih pokazatelja. Osim toga, kao
jedan od ciljeva istrazivanja postavljeno je i pojaSnjene interhibridne razlike ukoliko bi
postojala kao odgovor datih hibrida na ova dva tipa stresa, u smislu definisanja tolerantnijeg
hibrida.

U naSem radu rezultati za vodni deficit i suficit su uporedo i diskutovani zbog bolje
interpretacije 1 objasnjenja dobijenih rezultata. Kroz analizu svakog pojedina¢nog parametra
razmatrana je manja ili veca osetljivost/tolerantnost ispitivanih hibrida na vodni suficit/deficit,
a na kraju poglavlja Rezultati i diskusija sve je sumirano i izveden generalni zakljuc¢ak o

mehanizmu i toleranciji hibrida na ispitivane stresne uslove.

5.1. Ispitivanje efekata vodnog suficita na dva hibrida kukuruza ZP 555 i ZP 606

Tokom stresa izazvanog vodnim suficitom koren biljaka se nalaze u okruzenju sa
smanjenom koncentracijom kiseonika. Usled smanjenja koncentracije kiseonika nastaje stanje
hipoksije, odnosno anoksije ukoliko kiseonika uopsSte nema u okruzenju u kome biljke rastu.
Zbog toga dolazi do znacajnog smanjenja uticaja na proces respiracije. Kako bi prevazisle
ovakav oblik stresa biljke redukuju sve procese za koje je neophodan kiseonik, te tako aerobni
metabolizam menjaju anaerobnim. S toga ATP dobijaju anaerobnom fermentacijom iako je u
ovom slu¢aju dobijaju mnogo manje koli¢ine ATP u odnosu na aerobnu glikolizu, alise NAD*

regeneriSe putem mlecne ili alkoholne fermentacije (Bailey-Serres i Voesenek, 2008).

Kao posledica hipoksije dolazi do smanjenja citoplazmati¢nog pH, i nastajanja acidoze.
Jo§ uvek nije do kraja objasnjen nastanak acidoze usled hipoksije ali neka od mogucih

pojasnjenja su da acidoza nastaje usled pasivnog ,.curenja“ H* iz vakuole u citoplazmu,
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hidrolize Mg?*, zatim usled akumulacije ko-proizvoda anaerobne fermentacije koji nisu
uklonjeni iz ¢elije, te sinteza laktata (Chang i sar., 2000). Osim akumulacije laktata dolazi i do
akumulacije etanola pri alkoholnoj fermentaciji, ¢ije koncentracije mogu dosti¢i za biljke

toksiéni nivo.

Kako bi izbegle ovakav scenario biljke formiraju adaptivne strukture koje im mogu
pomoci u usvajanju Sto vece koncentracije kiseonika tokom vodnog suficita, pa tako formiraju
aerenhim u korenu, adventivne korene (Jackson i Drew, 1984) te lakune i lenticele na
nadzemnom delu biljaka (Asheaf, 2012).

U nasem radu u cilju ispitivanja mehanizama 1 postojanja eventualnih interhibridnih
razlika u odgovoru dva hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP 606) u uslovima stresa izazvanog vodni
suficitom, biljke kukuruza su bile izlozene vodnom suficitu pri kontrolisanim uslovima
temperature 1 fotoperioda. Neposredno pre i nakon 6, 24, 72 i 144 h od pocetka tretmana
uzorkovani su listovi biljaka 1 odmah homogenizovani. U uzorcima su odredivani fizioloski
parametri, okisdativni parametari i parametri antioksidativnog sistema zastite datih hibrida.
Od fizioloSkih parametara mereni su: koncentracija fotosintetickih pigmenata (hlorofila i
karotenoida) te koncentracija proteina, a od parametara oksidativnog stresa i antioksidativne
zastite: koncentracije MDA, H20;, ukupnih polifenola, te koncentracija pojedina¢nih
polifenola, kao i aktivnost antioksidativnih enzima SOD, CAT i POX.
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5.1.1. Fizi¢ko-hemijski parametri vode u kojoj su biljke bile potopljene tokom
tretmana

Rezultati u ovom radu su nedvosmisleno pokazali da su biljke izloze vodnom suficitu
izlozene i uslovima hipoksije. Koncentracija kiseonika u vodi u kojoj su biljke bile potopljene
je merena nakon 6, 24, 72 i 144 h od pocetka tretmana, a rezultati su prikazaniu Tabeli 5.1. Sa
produzavanjem perioda vodnog suficita zabeleZzeno je smanjenje koncentracije kiseonika u
vodi u kojoj su biljke bile potopljene. Nakon 24 h od vodnog suficita koncentracija kiseonika
se smanjila za -47% i dalje nastavila znacajano da opada, te je nakon 72 h zabelezeno smanjenje
od -77% te -82% nakon 144 h, u poredenju sa prvim satima vodnog suficita (Tabela 5.1). Sa
druge strane vrednosti temperature i pH su bile bez velikih oscilacija tokom trajanja vodnog
suficita. Najveca pH vrednost je izmerena nakon 72 i 144 h vodnog suficita i iznosila je 7,98.
Sa druge strane, prose¢na temperature vode u toku trajanja vodnog suficita je iznosila 19,5 °C.
Zbog toga je ocekivano da promene svih ostalih parametara budu u skladu sa potvrdenim

stanjem hipooksije.

Tabela 5.1. Koncentracija kiseonika, temperatura i pH vrednost izmerene u vodi u kojoj su bile
potopljene biljke oba hibrida (ZP 555 i ZP 606) kukuruza nakon 6, 24, 72 i 144 h od pocetka
vodnog suficita.

Eksperimentalne grupe
Fizicko-hemijski parametri

6 h 24 h 72 h 144 h
Temperatura (°C) 19,5 19,5 19,0 20,0
pH vrednost vode 7,67 7,81 7,98 7,98
Koncentracija kiseonika (mg/L) 8,25 4,32 1,85 1,37
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5.1.2. Fizioloski parametri

Kako je odgovor i tolerantnost biljke na stres izazvan vodnim suficitom i deficitom veoma
kompleksan, u ovom istrazivanju je analizirano nekoliko klju¢nih fizioloSkih parametara ¢ija
se promena cesto povezuje s odgovorom biljaka na razli¢ite oblike stresa, kao Sto su
koncentracija proteina i fotosintetickih pigmenata. Cilj tih analiza je bio ustanoviti kako
indukovani stres nastao vodnim suficitom kod dva hibrida kukuruza uti¢e na pomenute

parametre, ali i uo¢avanje eventualnih interhibridnih razlika.

a) Koncentracija hlorofila

Faktori kao Sto su zatvaranje stoma, smanjenje koncentracije hlorofila, smanjenje povrSine
lista, znacajno utiCu na smanjenje intenziteta fotosinteze i transpiracije pri vodnom stresu
(Malik i sar., 2001). Koncentracija fotosintetickih pigmenata u hloroplastima nije konstantna i
zavisi od spoljasnjih faktora (Ronzhina, 2004). Pa tako destrukcija hlorofila, a s tim 1 smanjenje
intenziteta fotosinteze, koji su usko povezani, je detektovana kod biljaka koje su gajene u

nepovoljnim uslovima zivotne sredine.

Prema nasim rezultatima, vodni suficit nije znacajno utica0 na promene u koncentraciji
Chl a kod ZP 606 hibrida, ali je indukovala zna¢ajne promene u koncentraciji Chl a kod ZP
555 hibrida (Tabela 5.2). Naime, izmereno je povecanje koncentracije Chl a kod hibrida ZP
555 nakon 24 h 1 72 h u poredenju sa kontrolom (Tabela 5.2). Osim toga uoCene su promene u
koncentraciji Chl b kod oba hibrida. Vodni suficit je izazvao povecanje koncentracije Chl b
kod hibrida ZP 555 nakon 24 h i 72 h. Dok je sa druge strane zabelezeno smanjenje
koncentracije Chl b kod hibrida ZP 606 ali je statisti¢ki znacajno smanjenje zabeleZeno nakon
24 h od primenjenog stresa, iako je trend pada uocen ve¢ nakon 6h. Medutim, nakon 72 i 144h
vodnog suficita izmereno je povecanje koncentracija Chl b kod biljaka ZP 606 u odnosu nakon

24h, i bilo je na nivou kontrolne grupe (Tabela 5.2).

Literaturni podaci ukazuju da Chl b, moze biti vise ostecen nego Chl a pri stresnim
uslovima (Mauchamp i Methym, 2004). Odnos hlorofila a i b je veoma vazan aspekt koji govori
0 nivou stresa u biljci. Kod ZP 555 znacajno smanjenje odnosa Chl a/b zabelezeno je samo kod
biljaka koje su u uslovima vodnog suficita provele 24 h (p=0,009). Terletskaya i sar. (2017) su
ukazali na vaznost ovog parametra za adaptaciju biljaka na promene u Zivotnoj sredini. Smatra
se da vrste sa manjim Chl a/b pokazuju vecu adaptiranost na negativne uslove iz Zivotne sredine

(Terletskaya i sar., 2017). Medutim u nasem radu vodni sufict nije imao znacajnog efekta na
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odnos hlorofila a i b kod hibrida ZP 606 tokom celog tretmana. Ovaj podatak bi mogao ukazati
da nije bilo znacajnih promena u strukturi fotosinteticCkog aparata nakon primenjenog stresa
indukovanog vodnim suficitom kod ovog hibrida S§to je u saglasnosti sa rezultatima koje su

dobili autori Terletskaya i sar. (2017).

Promene u koncentraciji hlorofila su povezane sa njegovom destrukcijom ili biosintezom
tokom stresnih uslova. Rezultati mnogih studija su pri uslovima vodnog suficita zabelezili i
povecanje (Estill i sar., 1991; Pirzad i sar., 2011) i smanjenje (Mafakheri i sar., 2010; Akram i
Ashraf, 2011; Din i sar., 2011) koncentracije hlorofila kod osetljivin kultivara i vrsta
monokotiledonih 1 dikotiledonih biljaka. Takode, rezultati mnogih studija govore da pri
procesu degradacija, Chl b moZe biti preveden u Chl a (Santos, 2004; Eckardt, 2009). Tako je
1 u naSem radu stres, koji je izazvan vodnim suficitom, doveo je do promene u koncentraciji

ispitivanih fotosinteti€kih pigmenata kod oba hibrida kukuruza (ZP 555 1 ZP 606).

Razlike u koncentraciji Chl a i Chl b, kao i Chl a/b kod dva hibrida kukuruza, a prema

ZP 555 tolerantantniji na vodni suficit.
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b) Koncentracija karotenoida

Karotenoidi imaju vaznu ulogu u procesu fotosinteze kao antena pigmenti a pored toga
vazni su antioksidativni molekuli (Pospisil i Prasad, 2014). Rezultati za koncentracije
karotenoida odredenih u uslovima vodnog suficita ispitivanih hibrida, ZP 555 i ZP 606,
prikazani su u Tabeli 5.2. Promene koncentracije Car, u nasem radu, su imale suprotan trend
kod dva ispitivana hibrida. U prvim satima vodnog suficita hibrida ZP 555 (6, 24 i 72 h)
koncentracija Car je bila znacajno veca u poredenju sa kontrolom datog hibrida. Medutim,
zabelezeno je smanjenje koncentracije Car kod biljaka koje su bile izlozene vodnom suficitu u
trajanju od 144 h i tako da je vrednost bila na nivou kontrole hibrida ZP 555. Povecanje
koncentracije karotenoida moZe biti povezano sa njegovim antioksidativnim o0sobinama.
Karotenoidi imaju sposobnost vezivanja i neutralizacije singlet kiseonika u hloroplastima,
peroksil radikala generisanog tokom procesa lipidne peroksidacije i uklanjanje ekscitovanog
Chl (Inze i Van Montagu, 1995; Arora i sar., 2002; Stahl i Sies, 2003; Tracewell i sar., 2001;
Logan i sar., 2007; Sharma i sar., 2012; Noctor i sar., 2015).

Porast koncentracije Car je pokazana u radu autora Barickman i sar. (2019) pri izlaganju

biljaka vrste Cucumis sativa vodnom suficitu u trajanju od 10 dana.

Medutim, pri stresu izazvanom vodnim suficitom kod ZP 606 hibrida zabelezen je trend
smanjenja koncentracije Car kod biljaka koje su bile izlozene vodnom suficitu u trajanju od 6
h, ali statisticki znac¢ajno smanjenje je izmereno tek nakon 24 h u poredenju sa biljaka u kontroli
hibrida ZP 606 (Tabela 5.2). Nakon 24 h koncentracija ovih pomo¢nih pigmenata se povecala,
tako da je kod biljaka izlozenih vodnom suficitu u trajanju od 72 i 144 h bila na nivou kontrole.
Istrazivanja drugih autora takode ukazuju na smanjenje koncentracije Car i ukupnog Chl tokom
izlaganja biljaka razli¢itih vrstavodnom suficitu, kao $to su Vigna radiata (Kumar i sar., 2013),

Triticum aestivum (Collaku i Harrison, 2002) te Allium fistulosum (Yiu i sar., 2008).

Biljke hibrida ZP 555 u uslovima vodnog suficita su imale ve¢u koncentraciju Car u
odnosu na kontrolne biljke, i na osnovu ovog parametra bi se moglo re¢i da je ovaj hibrid
tolerantnijim na ovu vrstu stresa. Kod hibrida ZP 606, vodni suficit je indukovao smanjenje

koncentracije Car ¢ineci ga osetljivim na ovaj tip stresa kada je ovaj parametar u pitanju.
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Tabela 5.2. Koncentracija fotosintetickih pigmenata izmerena kod dva hibrida kukuruza u

listovima kontrolnih i biljaka izloZenih vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i 144 h.

Fotosinteti¢ki Eksperimentalne grupe
pigmenti Kontrola 6 h 24 h 72 h 144 h
Chla 4,74+0592 4,56+0,101 4,90+0,674 5,92+0,456 4,72+0,169
[mg g'lFV\/] c bc b a bc
" Chib 1,71#0,389 1,870,198 2,10£0,116 2,15%0,048 1,820,218
o | [mg g~FW] b ab ax a absk
(a
N Chl a/b 2,654_-30,123 2,87;_+b(2,291 2,144_rb0,286 2,78;_+b(3,187 2.6140,304%
Car 0,43+0,184 0,5240,047 0,60+0,077 0,58+0,045 0,43+0,085
[mg g'lFVV] b a ax a b
Chla 5,06+0,784 4,36+1,366 4,147+0,048 5,380,225 5,63+0,803
[mgg FVV] ab ab b a ab
© Chl'b 1,9140,279 1,79+#0,531 1,64+0,164 2.20+0,085 2,14+0,389
8 [mgg FVV] a ab bx a ax
Q Chl a/b 2,600,183 2,47+0,207 2,53+0,219 2,43+0,108 2,60+0,360
a a*x a ax* a
(_iar 0,51+0,059 0,43+0,135 0,34+0,036 0,55+0,042 0’531280139
[mgg FVV] a ab bx a

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD (standardna devijacija).

Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p < 0,05.

Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavijene slovima dok
su razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali statisticki znacajnu
razliku.
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d) Koncentracija ukupnih proteina

Promene u koncentraciji solubilnih proteina su veoma znacajan adaptivni odgovor
biljaka izlozenih vodnom suficitu ili deficitu. Tako je vodni suficit uticao na promenu sinteze
proteina kod oba ispitivana hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP 606). Rezultati merenja
koncentracije ukupnih proteina kod ova dva hibrida kukuruza u uslovima vodnog suficita

prikazani su u Tabeli 5.3.

U naSem radu, hibrid ZP 555 je pokazao znaCajne promene u koncentraciji ukupnih
proteina tek nakon 72 h vodnog suficita, gde se koncentracija ukupnih proteina znacajno
povecala za +32% u odnosu na kontrolne biljke hibrida ZP 555 (p=0,03) (Tabela 5.3). Sa druge
strane, kod hibrida ZP 606, kao odgovor na izlaganje biljaka vodnom suficitu nakon 6 h
izmereno je znacajno vece povecanje koncentracije ukupnih proteina (+52%) u poredenju sa
kontrolom (p=0,02). Medutim, kod istog hibrida nakon Sto su biljke bile 24 h u uslovima
vodnog suficita koncentracija proteina se smanjila za -36% u odnosu na biljke koje su provele
u vodnom suficitu 6 h. lako se tokom 72 i 144 h vodnog suficita sinteza proteina povecala, tako
da je koncentracija ukupnih proteina bila ve¢a za +22% u odnosu na kontrolu hibrida ZP 606,
ovo povecanje je bilo bez statistiCke znacajnosti (Tabela 5.3). Akumulacija solubilnih proteina
odrZzava osmotski potencijal biljne Celije, te je svojstven genotipovima tolerantnijim na vodni
suficit (Rai i sar., 2004; Ou i sar., 2011; Yu i sar., 2017). Rezultati dobijeni u ovom
eksperimentu su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim izlaganjem biljaka kukuruza vodnom

suficitu u trajanju od 5, 10 i 15 dana u radu Tian i sar. (2019b).

Nasi rezultati su takode pokazali, da je hibrid ZP 606 imao veci nivo sinteze proteina kod
biljaka koje su bile izlozene vodnom suficitu u poredenju sa biljkama hibrida ZP 555. Najveca
razlika izmedu hibrida je detektovana kod biljaka koje su provele 6 h u uslovima vodnog
suficita, gde je koncentracije ukupnih proteina kod hibrida ZP 606 bila veca za +33% od
koncentracije ukupnih proteina kod hibrida ZP 555 (p=0,003). Osim u prvim satima (6 h),
primecena je takode i znacajna razlika u poslednjim satima vodnog suficita (144 h) izmedu
hibrida, gde je koncentracija ukupnih proteina bila veca kod hibrida ZP 606 u odnosu na hibrid
ZP 555 (+21, p=0,04) (Tabela 5.3). Kako je prethodno rec¢eno da veca koncentracije solubilnih
proteina omogucava odrZanje osmotskog potencijala te je time svojstvenija biljkama koje su
tolerantne na vodni suficit (Rai i sar., 2004; Ou i sar., 2011; Yu i sar., 2017), tako se oba
testirana hibrida mogu okarakterisati kao tolerantni na vodni suficit kada je u pitanju ovaj

parametar.
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Tabela 5.3. Koncentracija ukupnih proteina izmerena kod dva hibrida kukuruza (ZP 555 i
ZP 606) u listovima kontrolnih i biljaka izloZenih vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i
144 h,

Eksperimentalne grupe

Proteini
Kontrola 6 h 24 h 72 h 144 h
3,53+0,318  3,79+0,128 3,73+0,151 4,69+0,099 3,69+0,494
ZP | [mg g'Fw]
555 b bx b a bx
ZpP B 3,670,404  5,58%0,356 3,560,421 4,67+0,188 4,710,184
606 [mgg FVV] bc aAx c b bx

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD (standardna devijacija).
Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p <

0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene
slovima dok su razlike izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali statisticki
znacajnu razliku.
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5.1.3. Parametri oksidativnog stresa

U ovom istrazivanju je analizirano nekoliko klju¢nih metabolita i parametre oksidativnog
stresa ¢ija se promena vrednosti ¢esto povezuje sa odgovorom biljke na stres izazvan vodnim
suficitom. Cilj analiza je bio ustanoviti kako vodni suficit kod dva hibrida kukuruza uti¢e na
slede¢e znaCajne parametre oksidativnog stresa: koncentracija vodonik peroksida i
koncentracija malondialdehida, aktivnost antioksidativnih enzima SOD, CAT i POX, te sadrzaj

polifenola.

a) Koncentracija vodonik peroksida

Vodni suficit dovodi do povec¢ane produkcije ROS i posledi¢no oksidativnog stresa kod
biljaka (Xiong i sar., 2002). ROS su neizbezni ko-proizvodi fotosinteze (Apel i Hirt, 2004; Li
i sar., 2009). Medutim, povecana proizvodnja ROS je upravo zabelezena u uslovima stresa
kada je fotosinteza inhibirana. U ovakvim uslovima, dolazi do redukcije elektron transportnog
lanca u svetloj fazi fotosinteze te nastanka ekscitovanog triplet hlorofila. Ekscitovani hlorofil
energiju moze preneti na kiseonik pri ¢emu nastaje singlet kiseonik, dok ,,curenje* elektrona
sa elektron transportnog lanca dovodi do nastanka superoksid anjon radikala i ostalin ROS.
Povecana proizvodnja ROS dovodi do narusavanja strukture FS 11 i oksidativnih procesa, kao
Sto su lipidna peroksidacija, inhibicija enzima, oksidacija proteina i nukleinskih kiselina, Sto
na kraju moze dovesti do smrti ¢elije (Grene, 2002). Treba naglasiti da je HoO2 manje reaktivan
u poredenju sa drugim ROS, medutim moze biti izuzetno Stetan zbog stabilnosti i sposobnosti
difundovanja kroz membrane unutar i izmedu c¢elija, omogucavajuéi na taj nacin nastanak
veoma reaktivnog hidroksilnog radikala u Fentonovoj reakciji (Feierabend, 2005). Zbog
navedenog je aklimatizacija na povecane koncentracije ROS, koje nastaju tokom stresa, od
krucijalne vaznosti za rast i razvoj biljaka (Foyer i Noctor, 2005a, b).

U nasem radu kao posledica vodnog suficita izmerena je vece koncentracije H2O2 u prvim
satima vodnog suficita kod oba ispitivana hibrida (Slika 5.1). Najveca koncentracija H20> je
izmerena nakon 6 h trajanja vodnog suficita kod oba ispitivana hibrida, ali statisti¢ki znac¢ajno
povecanje je samo kod hibrida ZP 555. Naime, kod ZP 555 hibrida u prvim satima vodnog
suficita, nakon 6 i 24 h dolazi do znacajnog porasta koncentracije H202 od +39% (p=0,001) i
+20% (p=0,05) u poredenju sa kontrolom. Nakon 24 h sledi postepen pad koncentracije H203,
ali se statisticki znacajno ne razlikuje od kontrole. Veliki broj studija je pokazao povecanje

koncentracije H202 pri duzem ili kra¢em izlaganju biljaka vodnom suficitu (Bansal i
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Srivastava, 2012; Yadav i Srivastava, 2017; Tian i sar., 2019b). Poveéano generisanje H2O: je
povezano upravo sa hipooksi¢nim uslovima koji su evidentni pri vodnom suficitu gde se koren
biljaka nalazi u okruzenju sa smanjenom koncentracijom kiseonika, pri ovom tipu Stresa
(Bailey-Serres i Voesensk, 2008).

Kod drugog ispitivanog hibrida ZP 606, kao odgovor na vodni suficit u nasem radu je
izmereno znacajno smanjenje koncentracije H.O2 nakon 72 h i 144 h. U prvim satima vodnog
suficita (6 h) izmeren je blagi porast koncentracije H2O2 u poredenju sa kontrolom, medutim
sa produzenim izlaganjem vodnom suficitu dolazi do smanjenja koncentracije H20. kod hibrida
ZP 606 u poredenju sa njegovom kontrolom. Tako je nakon 72 1 144 h od primenjenog stresa
zabeleZeno statistiCki znacajano smanjenje koncentracije H202 za -22% (p=0,02) odnosno -
23% (p=0,01) u poredenju sa kontrolom ispitivanog hibrida. Smanjenje koncentracije H20>
detektovano kod hibrida ZP 606 u poredenju sa njegovom kontrolom moze ukazati na vecu
tolerantnost ovog hibrida na stres izazvan vodnim suficitom u odnosu na hibrid ZP 555. Prema
literaturnim podacima, manja koncentracije H20: je adaptivna prednost tolerantnih genotipova
kukuruza na stres izazvan vodnim suficitom, dok sa druge strane osetljivi genotipovi imaju
manju adaptivnu plasti¢nost, $to ih vodi ka ve¢im oste¢enjima uzrokovanim stresom (Yadav 1
Srivastava, 2017). Autori su do navedenih zaklju¢aka dosli ispitivanjem uticaja vodnog suficita
u trajanju od 6 dana na biljke kukuruza starosti 20 dana. Sli¢no istrazivanje uticaja vodnog
suficita u trajanju od 6 dana sproveli su Bansal i Srivastava (2012) na dva genotipa Cajanus
cajan, starosti 20 dana. Autori su pokazali da osetljivi genotipovi generiSu veée koncentracije
H20,, a tolerantniji genotipovi sadrze znac¢ajno manje koncentracije H2O, (Bansal i Srivastava,
2012). Jos§ jedan primer koji govori u prilogu smanjenju koncentracije H20. kod tolerantnih
genotipova, a povecanju kod osetljivih genotipova je ispitivanje uticaja vodnog suficita u
trajanju od 2, 4 i 6 dana na biljke Vigna radiata, starosti 25 dana (Sairam i sar., 2011).

Generalno vece koncentracije H2O2 su izmerene kod ZP 555 hibrida u poredenju sa ZP 606.
Statisticki znacajna razlika izmedu hibrida je zabelezena tokom celog eksperimentalnog
perioda, tj. nakon 6 h (p=0,02), 24 h (p= 0,01), 72 h (p=0,0003) i 144 h (p=0,02) vodnog
suficita. Upravo zbog zabeleZene znacajne interhibridne razlike u pogledu koncentraciji H202
pri izlaganju vodnom suficitu, u poredenju sa literaturom kada je ovaj parametar u pitanju, se

ovaj tip stresa.

103



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

%
0.90 -

0.80 -
= 0.70 -
=060 -
'vo 0.50 -
g 0.40 -
=030 -
0.20 -
0.10 -
0.00 -

€ ab ¢
+ be ch B ZP 555

¢ mZP 606

Koncentracija H,0O,

Kontrola 6h 24h 72h 144h

Slika 5.1. Koncentracija vodonik peroksida (H20.) izmerena kod kontrolnih biljaka i
biljaka koje su bile izloZzene vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i 144 h kod dva hibrida
kukuruza (ZP 555 — svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na grafiku su predstavljene srednje

vrednosti i standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je

dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p< 0,05. Statisticki znacajne

razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavijene slovima dok
su razlike izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
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b) Koncentracija malondialdehida

Jos jedan veoma znacajan parametar koji ukazuje na nastanak oksidativnog stresa
izazvanog vodnim suficitom i deficitom jeste proizvod lipidne peroksidacije, malondialdehid
(MDA), koji se koristi kao veoma vazan indikator oSte¢enja ¢elijske membrane nastalih pod
uticajem ROS (Wang i sar., 2014; Noctor i sar., 2015). H20O. kao i drugi ROS se smatraju
inicijatorima lipidne peroksidacije kod biljaka kukuruza (Yan i sar., 1996), pa se tako MDA
koristi kao veoma dobar indikator generisanja ROS tokom stresa te kao marker oksidativnog
stresa kod biljaka. Osim toga Sto predstavlja proizvod lipidne peroksidacije 1 ukazuje na stepen
oSteCenja membrana, pokazano je da MDA ima Stetna dejstva na DNK formirajuci
deoksiguanozin i deoksiadenozin (Marnett, 1999). Osim toga, novija istrazivanju ukazuju da
primarni i sekundarni proizvodi lipidne peroksidacije uti¢u negativno ne samo na lipide nego i

na proteine FSII (Yamauchi i sar., 2008; Pospisil i Yamamoto, 2017).

Rezultati merenja koncentracije MDA, kao pokazatelja stepena lipidne peroksidacije,
kod oba ispitivana hibrida nakon izloZenosti vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i 144 h,
prikazani su na Slika 5.2. Ispitivani hibridi kukuruza u naSem istrazivanju su pokazali
interhibridne razlike u pogledu koncentraciji MDA u uslovima vodnog suficita. Naime,
koncentracija MDA je bila nepromenjena kod hibrida ZP 555 dok je koncentracije MDA, kod
hibrida ZP 606, varirala u zavisnosti od duzine trajanja vodnog suficita. lako zabeleZene
promene u koncentraciji MDA pri izlaganju vodnom suficitu kod hibrida ZP 555 nisu bile
statistiCki znacajne u odnosu na kontrolu, nakon 72h od pocetka tretmana izmerena je najveca
koncentracija MDA, ali se statisti¢ki nije znacajno razlikovala od koncentracije MDA izmerene

kod kontrolnih biljaka.

Sa druge strane, vodni suficit je doveo do znaCajne promene u stepenu lipidne
peroksidacije kod hibrida ZP 606 pri ¢emu je koncentracija MDA varirala u zavisnosti od
trajanja stresa. U prvim satima (6 h) i poslednjim satima (144 h) vodnog suficita je izmereno
znacajno smanjenje koncentracije MDA za -47% (p=0,002) i -35% (p=0,006) kod hibrida ZP
606 u poredenju sa kontrolom. Medutim, koncentracija MDA se zna€ajno povecala za +30%
nakon 24 i 72 h od aplikacije stresa u poredenju sa kontrolom hibrida ZP 606. U radu Ren i
sar. (2016) izmereno je povecanje koncentracije MDA kod kukuruza, u tri razvojna stadijuma:
3 lista (V3), 6 listova (V6) i 10 dana nakon faze metlicenja (10 VT), koji su bili izloZeni
vodnom suficitu u trajanju od 3 i 6 dana. Osim toga, autori ukazuju na vaznost starosti biljaka

pri izlaganju ovom tipu stresa, jer je pokazano da su najosetljivije bile V3 biljke, dok su
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najotpornije na vodni suficit bile biljke koje su se nalazile u fazi deset dana nakon metlicenja
(Renisar., 2016). Povecanje koncentracije MDA pri vodnom suficitu je pokazano i kod drugih
biljnih vrsta: Mentha aquatica L. (Haddadi i sar., 2016), Saccharum sp. (Jain i sar., 2016) i
Vigna angularis (Ullah i sar., 2017), Triticum aestivum (Tan i sar., 2008). Takode, Bin i
saradnici (2010) ukazuju da pri izlaganju mladih sadnica, otpornog (genotip HZ32) i osetljivog
(genotip K12), genotipa kukuruza vodnom suficitu u trajanju od 2, 4, 6, 8 i 10 dana dolazi do
povecanja koncentracije MDA kod osetljivog genotipa kukuruza (genotip K12) do 6 dana
nakon izlaganja vodnom suficitu, te nije zabeleZena znacajna promena koncentracije MDA kod
tolerantnog genotipa kukuruza pri stresu. Do sli¢nih rezultata se doslo i u radu Rai i sar. (2004)
gde je izmerena veca koncentracija MDA kod osetljivih genotipova u odnosu na tolerantne
genotipove izlozene uslovima vodnog suficita. Tolerantni genotipovi imaju sposobnost duzeg
zadrZavanja vode i odrzavanja membranske stabilnosti (Deshmukh i sar., 1991; Gupta i Gupta,
2005). Intenziviranje oksidativnog stresa u uslovima vodnog suficita za posledicu ima
intenzivniju lipidnu peroksidaciju i manju stabilnost membrana. Manji indeks membranske
stabilnosti podrazumeva izrazeniju lipidnu peroksidaciju, S§to je posledica izraZenijeg
oksidativnog stresa u uslovima vodnog suficita.

Izmerene su interhibridne razlike u samoj kontroli, gde je hibrid ZP 555 imao manju
koncentraciju MDA u odnosu na hibrid ZP 606 (p=0,03). Osim u kontroli, izmerene su
znacajno manje koncentracije MDA u uzorcima hibrida ZP 555 nakon 24 h (p=0,05) dok je u
uzorcima nakon 144 h vodnog suficita zabelezena znac¢ajno veca koncentracija MDA (0,03) u
poredenju sa hibridom ZP 606. 1z prethodno re¢enog moze se zakljuciti da je hibrid ZP 606

otporniji pri duzem izlaganju vodnom suficitu.
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Slika 5.2. Koncentracija malonildialdehida (MDA) izmerena kod kontrolnih biljaka i
biljaka koje su bile izloZzene vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i 144 h kod dva hibrida
kukuruza (ZP 555 — svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na grafiku su predstavljene srednje
vrednosti i standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je

dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p < 0,05. Statisticki znacajne

razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavijene slovima dok
su razlike izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
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5.1.4. Antioksidativni sistem zaStite

Antioksidativni sistem zaStite je jedan od najvaznijih adaptivnih mehanizama tokom
vodnog suficita deficita. Funkcionisanje ovog sistema je razlicito i zavisi od genotipa biljaka
(osetljivi ili tolerantni genotipovi), od tipa stresa i duzine stresa, kao i razvojnog stadijuma
biljaka. Razlike u adaptaciji izmedu genotipova nastaju usled varijabilnosti njihovih
antioksidativnih sistema (Pastori and Trippi, 1992; Turcsanyi i sar., 1994; Kraus i sar., 1995).
Indukovanje antioksidativnog sistema zaStite se smatra kao znacajna osobina rezistentnih
genotipova biljaka na vodni suficit i deficit. Mnoga istrazivanja govore u prilog podsticanja
antioksidativnog sistema zaStite, njegovog enzimskog i1 neenzimskog dela, kao metodu
smanjenja oksidativnog stresa i progresivnog razvoja tolerantnih genotipova biljaka (Sharma i
Dubey, 2005a; de Carvalho, 2008). Osim toga, nedavno je pokazano da je memorija biljaka, a
time 1 favorizovanje tolerantnih genotipova upravo povezano sa povecanom aktivnoscéu
anioksidativnog sistema zastite (Luki¢ i sar., 2020). Naime, do sada je utvrdeno da genotipovi
koji su tolerantni na vodni suficit formiraju aerenhim, imaju pove¢anu koncentraciju Secera,
vecu aktivnost enzima zaduzenih za fermentaciju pri anaerobnom metabolizmu, zatim
unapreden antioksidativni sistem (Almagir i Uddin, 2011). Tako se smatra da su genotipovi
biljaka koji generiSu manje ROS, imaju vece aktivnosti antioksidativnih enzima i koncentracije

neenzimskih komponenti, tolerantniji su na vodni suficit (Yin i sar., 2010; Li i sar., 2018).
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Aktivnosti antioksidativnih enzima

U nasem radu aktivnost antioksidativnih enzima (SOD, POX i CAT) merena je u
listovima dva hibrida kukuruza, ZP 555 i ZP 606, nakon izlaganja vodnom suficitu u trajanju
od 6, 24, 72 1144 h i hipooksija izazvana vodnim suficitom je dovele do znacajnih promene u

aktivnosti ispitivanih antioksidativnih enzima.

a) Aktivnost superoksid dismutaza (SOD)

Kao najveci izvor superoksid anjon radikala smatra se FSII tokom procesa fotosinteze
(Fischer i sar., 2013). SOD je klju¢ni enzim koji katalizuje reakciju dismutacije dva molekula
superoksid anjon radikala do H20» (Giannopolitis i Ries, 1977). S toga SOD predstavlja prvu
liniju odbrane protiv generisanih ROS tokom vodnog deficita i suficita. U uslovima vodnog
suficita u nasem eksperimentu izmerene su znacajne promene u aktivnosti SOD kod biljaka
izlozenih vodnom suficitu u odnosu na kontrolu kod oba ispitivana hibrida kukuruza. Rezutati
merenja aktivnosti SOD kod ispitivanih hibrida u uslovima vodnog suficita su prikazani na
Slici 5.3. Generalno, odgovor SOD na uslove hipooksije se ogledao u postepenom povecavanju
aktivnosti SOD sa duzinom izlaganja biljaka vodnom suficitu, te naglim smanjenjem aktivnosti
u poslednjim satima izlaganja stresu.

Izlaganje biljaka ZP 555 hibrida vodnom suficitu je izazvalo postepeno povecanje
aktivnosti SOD kod biljaka izloZzenih vodnom suficitu u trajanju od 24 h, a zatim je svoj
maksimum dostigla nakon 72 h vodnog suficita (+38%, p=0,02) u poredenju sa kontrolom
(Slika 5.3). Sa druge strane, maksimum aktivnosti SOD kod biljaka ZP 606 je izmeren veé
nakon 6 h vodnog suficita, gde doslo je do zna¢ajnog povecéanja aktivnosti SOD (+32%) u
poredenju sa kontrolom (p=0,04). Povecéana aktivnost SOD je mehanizam odbrane i uklanjanja
velike koncentracije superoksid anjon radikala iz ¢éelije koji se generiSu u uslovima vodnog
suficita i deficita i ima krucijalnu funkciju u prezivljavanju biljaka (Kukreja i sar., 2005;
Gambarova i Gins, 2008; Gapinska i sar., 2008). Tako je povecanje aktivnosti SOD pokazano
i kod drugih vrsta izloZenih vodnom suficitu kao $to su: citrusi (Hossain i sar., 2009), Cajanus
cajan (Kumutha i sar., 2009), Hordeum vulgare (Zhang i sar., 2007a). Medutim, Ahmed i sar.
(2002) su pokazali da dolazi do smanjenja aktivnosti SOD kod biljaka vrste Vigna radiata,
starosti 21 dan, nakon izlaganja vodnom suficitu u trajanju od 8 dana, $to moZe ukazati na
osetljivost ove vrste na ovaj tip stresa. Bin i sar. (2010) ukazuju da tolerantniji genotipovi
kukuruza, na stadijumu mladih sadnica (V3), imaju vecu aktivnost SOD u listovima u odnosu

na osetljive genotipove kukuruza pri izlaganju vodnom suficitu u trajanju od 2, 4, 6, 8 i 10
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dana. Takode, autori Yadav i Srivastava, (2017) su ukazali na poveéanje aktivnosti SOD u
korenu kod tolerantnog genotipa kukuruza, starosti 20 dana, u odnosu na osetljivi pri izlaganju
vodnom suficitu u trajanju od nula do Sest dana. Pokazano je da genotipovi koji su tolerantni
na vodni suficit i deficit povecavaju aktivnost SOD (Yadav i Srivastava, 2017) Sto predstavlja
snazan mehanizam zastite od oksidativnog stresa izazvanog ovim tipovima stresa.

U nasem radu, nakon produzenog tretmana vodnog suficita, tj. nakon 144 h od pocetka
vodnog suficita, doslo je do znacajnog smanjenje aktivnosti SOD kod oba tipa hibrida (za -
50% kod ZP 555 (p=0,01), te -72% kod hibrida ZP 606 (p=0,009%) u poredenju sa kontrolom
(Slika 5.3), sto ukazuje da su oba genotipa podjednako osetljiva na produzeni vodni suficit,

kada je u pitanju ovaj parametar.
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Slika 5.3. Ukupna aktivnost superoksid dismutaza (SOD) izmerene kod kontrolnih biljaka i

biljaka koje su bile izlozene vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i 144 h kod dva hibrida

kukuruza (ZP 555 — svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na grafiku su predstavljene srednje
vrednosti i standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je

dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p < 0,05. Statisticki znacajne

razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima dok
su razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
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Izoenzimski profil SOD se nije menjao tokom trajanja vodnog suficita (Slika 5.4 A, B).
Detektovane su dve SOD izoforme obelezene kao SOD I (Rf=0,440) i SOD Il (Rf=0,834) kod
oba ispitivana hibrida u kontroli i eksperimentalnim grupama. Kod hibrida ZP 606 detektovana
je ujednacena aktivnost obe izoforme, medutim nakon produzenog vodnog suficita (144 h)
doslo je do potpune inhibicija SOD I (4B, D), dok kod ZP 555 ova izoforma je konstantno
imala manji udeo u ukupnoj aktivnosti SOD, sa izrazito malim vrednostima nakon 6 i 144 h.
Promene u aktivnosti SOD I su generalno imale najveci efekat opisane promene u ukupnoj

aktivnosti SOD.

A) B)
Kontrola 6h 24h  72h  144h SOD i Kontrola 6h 24h 72h 144h
SOD I :
—_—

SOD II SOD II )
— —l )

. 1.00 a
=0.90 4 0.60 a
2 = o } a
ET 80 g
a0 e —
ES omf b b g1 030 + T
&8 : 5e aa a A a
£E 0601 b S 5040
-3 a B TR HE
g.8 0.50 £ T OZP 555 50DI o » a
= £ I 2 o .
2 BT B ZP 555 SODII SE 0.30 BZF 606 50D
£q i ¢ 5% BZP 606 SODII
ZE 030 T @y 0.20
=2 o £
g :__E 0.20 A , é =l
FE o1 b ] éE 0.10
0.00 4 L m < 0.00
Kontrola  6h 24h 72h 144h Kontrola  6h 24h 72h 144h

Slika 5.4. 1zoenzimski profil superoksid dismutaza (SOD) kod ZP 555 (A) i ZP 606 (B)
hibrida te SOD aktivnost za pojedinacne SOD izoforme izmerena kod ZP 555 (C) i ZP 606
(D) kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile izloZene vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72

i 144 h. Na grafiku su predstavljene srednje vrednosti i standardne devijacije uzoraka.

Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo

znacajnosti p< 0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru

istog hibrida su predstavljene slovima.
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b) Aktivnost katalaza (CAT)

Vaznu ulogu u odbrani ¢elija od ROS ima CAT koja katalizuje razgradnju H>0O>. Katalaza
je enzim koji se nalazi kod svih aerobnih eukariota i ima sposobnost direktnog prevodenja
H202do H20 i Oy, §to ¢ini ovaj enzim nezamenljivim enzimom u uslovima oksidativnog stresa
nastalog usled izlaganja biljaka razli¢itim tipovima stresa, ali i stresa izazvanog vodnim
suficitom i deficitom (Van Breusegem i sar., 2001). Katalaza je izuzetno efikasan enzim pri
visim koncentracijama H20,. Jedan molekul CAT moze katalizovati razgradnju oko 6x10°
molekula H>O> u vodu i kiseonik u jednoj minuti.

Aktivnost CAT je merena kod biljaka oba hibrida kukuruza ZP 555 i ZP 606 koje su
rasle u kontrolnim uslovima i kao i kod biljaka koje su rasle u uslovima vodnog suficita 6, 24,
72 i 144 h. Rezultati za oba ispitivana hibrida su prikazani na Slika 5.5. Promene u aktivnosti
CAT izazvane vodnim suficitom nisu bile statisticki znacajne ni kod jednog ispitivanog hibrida
u odnosu na kontrolne biljke. Neznatne promene aktivnosti CAT kao posledica vodnog suficita
su primecene kod hibrida ZP 555. Naime, najniza aktivnost CAT je izmerena kod biljaka koje
su u uslovima vodnog suficita bile 24 h, gde je aktivnost CAT smanjena za -38% u odnosu na
kontrolne biljke, bez statisticke znacajnosti, ali je bila znacajno niza u odnosu na druge
tretmane (6 h za -45% (p=0,03), odnosno nakon 72 h od -67% (p=0,03)). Zabelezene promena
u aktivnosti CAT kod ZP 606 tokom vodnog suficita nisu se statisticki znacajno razlikovale.
Trend je bio sledeci: vodni suficit je indukovao prvo porast aktivnosti CAT, nakon 6 h vodnog
suficita, a zatim je detektovano smanjenja aktivnosti, nakon 24 i 72 h u poredenju sa biljkama
koje su rasle u kontrolnim uslovima hibrida ZP 606. Medutim, nakon blagog smanjenja
aktivnosti CAT, u 144 satu vodnog suficita izmeren je blagi porast aktivnosti CAT u poredenju
sa kontrolom hibrida ZP 606.

Druga istrazivanja pokazuju da pri duZzem izlaganju vodnom suficitu ipak dolazi do
povecanja aktivnosti CAT. U radu Bin i sar., 2010 u listovima i kod tolerantnog i kod osetljivog
genotipa kukuruza (stadijum sadnica) izmereno je povecanje aktivnosti CAT pri izlaganju 2,
4, 6, 8 i 10 dana vodnom suficitu. Osim kod biljaka kukuruza, zabeleZzeno je povecanje
aktivnosti CAT kod biljke Sesamum indicum, starosti 21 dan, pri izlaganju vodnom suficitu u
trajanju od 2, 4, 6 18 dana (Anee i sar., 2019), kao i kod tolerantnog genotipa Hordeum vulgare
(genotip Xiumai 3) u odnosu na osetljivi genotip (genotip Gerdner) pri izlaganju vodnom
suficitu u trajanju od 1, 4, 8, 12 i 18 dana (Zhang i sar., 2007a). Medutim, smanjenjena ili
nepromenjena aktivnost CAT kod nekih vrsta moze ukazati na vaznost drugih antioksidativnih

enzima, poput POX i APX u uklanjanju H2O2 generisanog tokom stresa (Harinasut i sar., 2003).
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Razlika izmedu hibrida, a kao odgovor na vodni suficit, je primeéena kod biljaka koje
su u uslovima vodnog suficita provele 24 h, gde je aktivnost CAT bila vece za +56% kod ZP
606 biljaka u odnosu na biljke hibrida ZP 555. Neznatno vece aktivnosti CAT su izmerene kod
hibrida ZP 606 i kod kontrole i tokom tretmana.
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Slika 5.5. Aktivnosti katalaze (CAT) izmerene kod kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile
izloZene vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i 144 h kod dva hibrida kukuruza (ZP 555
— svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na grafikonu su predstavljene srednje vrednosti i
standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno

primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p=<0,05. Statisticki znacajne razlike

izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima dok su
razlike izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
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c) Aktivnost peroksidaza Klase 111 (POX)

Peroksidaze Klase I11, pored CAT i APX, imaju veoma vaznu ulogu u eliminaciji H202
nastalog tokom vodnog suficita i deficita. U ovom radu je praé¢ena aktivnost nespecificnih POX
koje pripadaju Klasi Ill, a predstavljaju jedini enzim koji uklanja H2O- iz ekstracelularnog
prostora (Veljovi¢ Jovanovic i sar., 2018).

Rezultati za aktivnosti POX u uslovima stresa izazvanog vodnim suficitom kod dva
hibrida kukuruza, ZP 555 i ZP 606 prikazani su na Slici 5.6. Kao odgovor na stres izazvan
vodnim suficitom kod oba hibrida kukuruza je izmeren porast aktivnosti POX $to se moze
smatrati kao mehanizam odbrane od ROS.

Biljke hibrida ZP 555 izloZzene vodnom suficitu su imale vecu aktivnost POX u odnosu
na kontrolne biljke. ZabeleZen je postepen porast aktivnosti POX kod ovog hibrida, nakon 6 h
od +27% (p=0,01) i nakon 72 h od +15% (p=0,02) u poredenju sa biljkama koje su rasle u
kontrolnim uslovima. Osim toga, najveca aktivnost POX je izmerena kod biljaka koje su u
uslovima vodnog suficita bile 144 h, kada je aktivnost bila vec¢a za +36% (p=0,01) u odnosu
na kontrolne biljke hibrida ZP 555.

Kod hibrida ZP 606 najveca aktivnost POX je izmerena u listovima biljaka koje su bile
izlozene vodnom suficitu u trajanju od 6 h (+50%, p=0,0005) u poredenju sa kontrolnim biljaka
(Slika 5.6). Takode, u odnosu na uzorke koji su bili izloZzeni vodnom suficitu 6 h izmereno je
znacajno smanjenje aktivnosti POX kod biljaka koji su bile izlozene vodnom suficitu u trajanju
od 24 h (-20%, p=0,02). Kao odgovor na izlaganje biljaka vodnom suficitu u trajanju od 144 h
aktivnost POX, je bila povecana za +33% u odnosu na kontrolu hibrida ZP 606 (p=0,008).

U saglasnosti sa naSim rezultatima su rezultati dobijeni i kod drugih genotipa i biljnih
vrsta kod kojih je ispitivan uticaj vodnog suficita. Povecanje aktivnosti POX je izmereno u
prva Cetiri dana vodnog suficita, a zatim je zabeleZzeno smanjenje aktivnosti POX u listovima
Zea mays, na stadijumu mladih sadnica u radu Bin i sar. (2010). Osim toga porast aktivnosti je
zabelezen i kod drugih biljnih vrstam, kao $to su: Triticum arvensis (Tan i sar., 2008), Hordeum
vulgare (Zhang i sar., 2007a) kao i kod biljke Cajanus cajan (Bansal i Srivastava, 2012) koje
su na duzi ili kraéi period bile izloZzene uticaju vodnog suficita.

Kako nasi rezultati pokazuju, odgovor na hipoksiju izazvanu vodnim suficitom kod
ispitivana dva hibrida je dinamicki bio razli¢it. Tako je aktivnost POX kod ZP 555 hibrida
postepeno rasla sa produzenjem perioda izlaganja vodnom suficitu, dok je sa druge strane kod
ZP 606 izmerena najveca aktivnost u prvih 6 h vodnog suficita. Razlike izmedu hibrida su

uocene u svim satima vodnog suficita, 6 h (p=0,007), 24 h (p=0,04), 72 h (p=0.05) te nakon
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144 h (p=0,003), a generalno je aktivnost POX bila veca kod hibrida ZP 606. Iz dobijenih
rezultata za aktivnosti POX bi se mglo zakljuciti da oba hibrida imaju podjednaku tolerantnost

na stres izazvan vodnim suficitom.
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Slika 5.6. Ukupna aktivnost Klase 111 peroksidaza (POX) izmerene kod kontrolnih biljaka i
biljaka koje su bile izloZzene vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i 144 h kod dva hibrida
kukuruza (ZP 555 — svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na grafikonu su predstavljene
srednje vrednosti i standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika

je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p< 0,05. Statisticki znacajne
razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima dok
su razlike izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
Kada su u pitanju POX izoenzimski profili, detektovane su po tri POX izoforme kod hibrida
ZP 555 kod kontrolnih biljaka i biljaka koje bile podvrgnute vodnom suficitu. Izoenzimski
profil POX je takode bio promenjen kod hibrida ZP 606. Tri detektovane POX izoforme,
oznacene kao POX I (Rf=0,268), POX Il (Rf=0,339) i POX 11l (Rf=0,429), su detektovane kod
kontrolnih biljaka hibrida ZP 555, kao i kod biljaka koje su u uslovima vodnog suficita provele
6, 24, 72 i 144 h (Slika 5.7 A, C). Za razliku od hibrida ZP 555, kod hibrida ZP 606 je
detektovana potpuna inhibicija POX III izoforme kod biljaka koje su bile izlozene vodnom
suficitu 144 h, dok su kod ostalih ekperimentalnih grupa i kontrole detektovane po tri izoforme.
Kod oba hibrida izoforma POXII je dala najve¢i doprinos ukupnoj POX aktivnosti (Slika 5.7A,
B).
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Slika 5.7. I1zoenzimski profili peroksidaza Klase 111 (POX) kod ZP 555 (A) i ZP 606 (B)
hibrida te aktivnost pojedinacnih POX izoformi kod ZP 555 (C) i ZP 606 (D) kontrolnih
biljaka i biljaka koje su bile izloZzene vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i 144 h. Na
graficima su predstavljene srednje vrednosti i standardne devijacije uzoraka. Postojanje
statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p

< 0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida

su predstavijene slovima dok su razlike izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci
bez zvezdica nisu pokazali statisticki znacajnu razliku.
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Neenzimski antioksidativni sistem zaStite
a) Koncentracija ukupnih polifenola

Polifenoli predstavljaju neenzimski deo antioksidativnog sistema zastite koji imaju
sposobnost uklanjanja ROS i poveéanje otpornosti na abioticke i1 biotiCke faktore spoljasnje
sredine (Grace, 2005; Boo i sar., 2011; Korayem i sar., 2012). Polifenolne komponente imaju
ulogu donora elektrona POX u vakuolama i apoplastu, s toga mogu doprineti antioksidativnoj
funkciji 1 neutralizaciji vodonik peroksida (Grace, 2005). Polifenoli kao donori i protona i
elektrona mogu da ucestvuju u eliminaciji H.O>, ali takode mogu biti i helatori metala
(Blokhina i sar., 2003; Pourcel i sar., 2007; Gill i Tuteja, 2010).

Povecanje ukupne koncentracije polifenolih komponenti, kao $to su na primer
flavonoidi, odgovor je na razli¢ite abioti¢ke stresne faktore (vodni deficit, UV zracenje, niske
temperature i sliéno) (Chalker-Scott, 1999; Sakihama i sar., 2002; Michalak, 2006). U naSem
eksperimentu povecana koncentracija polifenola, kod hibrida ZP 555, nakon 24 h (+11%,
p=0,03) i 72 h (+8%, p=0,05) je izmerena kao odgovor na vodni suficit u poredenju sa
kontrolnim biljkama (Tabela 5.4). Medutim, nakon 144 h od pocetka vodnog suficita
koncentracija polifenola je bila znac¢ajno smanjena za -31% (p=0,005). Kod hibrida ZP 606 je
izmereno znacajno povecéanje koncentracije polifenola nakon 6 h (+8%, p=0,04), 24 h (+5%,
p=0,05), te za +8% (p=0,04), kod biljaka izloZzenih vodnom suficitu 144 h u poredenju sa
kontrolom hibrida ZP 606 (Tabela 5.4). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
Alhdad i sar. (2013) koji su detektovali veée koncentracije polifenolnih komponenti kod biljaka
vrste Suaeda maritima pri vodnom suficitu. Takode, mnoga istrazivanja su pokazala postojanje
ili genotipova, kao odgovor na vodni suficit (Bansal i Srivastavam, 2012).

U pogledu interhibridne razlike, uo€ava se razlika u odgovoru ispitivanih hibrida na
uslove vodnog suficita kada je u pitanju koncentracija polifenola. Vodni suficit je indukovao
kod hibrid ZP 555 povecanje koncentracije polifenola u prvim satima vodnog suficita dok je
nakon 144 h doslo da smanjenja konentracije polifenola. Sa druge strane, izmeren porast
koncentracije ukupnih polifenola nakon 6, 24 i 144 h kod ZP 606 ukazuje da je hibrid ZP 555
otporniji na vodni suficit samo u prvim satima, dok je hibrid ZP 606 otporniji i pri duzem i pri

kra¢em izlaganju vodnom suficitu.
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Tabla 5.4. Koncentracija ukupnih polifenola u listovima hibrida (ZP 555 i ZP 606) kukuruza kod
kontrolnih biljaka i biljaka izlozenih vodnom suficitu na 6, 24, 72 i 144 h.

Polifenoli Eksperimentalne grupe
Kontrola 6 h 24 h 72 h 144 h
ZP ] 22140,261 2,21+0,056 2,49+0,113 2,36+0,032 1,52+0,090
555 [mg g 1FVV] bx b a ax Cx
ZP 1 2,100,181 2,29+0,038 1,79+0,111 2,20+0,173 2,27+0,146
606 [mg g FVV] bx a b ax Ax

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD (standardna devijacija).
Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima.

Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p=< 0,05.
Statisticki znacajna razlika izmedu hibrida su predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali statisticki

znacajnu razliku.
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a) Koncentracija pojedinacnih polifenola

Osim ukupne koncentracije polifenola u uzorcima dva ispitivana hibrida kukuruza
odredena je koncentracija pojedina¢nih  polifenola upotrebom HPLC/DAD i
UHPLC/DAD/(+/—) HESI-MS/MS metoda. Dve navedene metode su uradene u svrhu
pokazivanja potencijalnih razlika u rezultatima pri razliitim ekstrakcijama (iz svezeg
(HPLC/DAD) i suvog (UHPLC/DAD/(+/—) HESI-MS/MS) tkiva i upotrebe razli¢itih

detektora.

HPLC/DAD metoda

Povecanje antioksidativnog kapaciteta sa kvalitativnim 1 kvantitativnim povecanjem
koncentracije polifenola ima veoma vaznu ulogu u prezivljavanju i toleranciji na abioticki stres
(Lin i sar., 2006). Osim ukupne koncentracije polifenola u uzorcima dva ispitivana hibrida
kukuruza odredena je koncentracija pojedina¢nih polifenola HPLC metodom. Literaturni
podaci su pokazali da apoplast kukuruza sadrzi najvise polifenola koji su prekurskori za sintezu
lignina, medu kojima je najviSe zastupljen koniferil alkohol, zatim kumarinska kiselina, te
feruli¢na kiselina. Osim prekursora za sintezu lignina, u listu kukuruza su detektovane u
manjim koncentracijama hlorogena i kafei¢na kiselina (Maksimovic¢ 1 sar., 2008). Znacajno
povecanje ukupne koncentracije polifenola i feruli¢ne kiseline je izmereno u listu kukuruza
tolerantnog na vodni deficit (genotip Tina), starosti tri sedmice, koji je stresu bio izloZzen dve
sedmice (Hura i sar., 2008). U nasem radu, HPLC metodom u ispitivanim hibridima kukuruza
detektovana su tri polifenolne komponente, i to dve iz grupe flavonoida, katehin i malvidin i
jedna iz grupe hirdoksibenzoevih kiselina, galna kiselina. Pri analizi rezultata retenciono vreme
pojedinac¢ni pikova je poredeno sa retencionim vremenom ve¢ poznatih standarda. Prose¢no
poklapanje retencionog vremena dobijenog pri analizi uzoraka sa standardom katehina je bilo
91%, sa standardom galne kiselina je bilo 77,8% te sa standardom malvidina 79,4%.

Katehin je flavonoid koji u veéim koncentracijama ima sposobnost sa jedne strane
direktnog uklanjanja ROS, dok sa druge strane ima sposobnost heliranja jona Fe. Zahvaljuju¢i
osobini uklanjanja viska jona Fe iz biljnog tkiva, onemogucéava odvijanje Fentonove reakcije
pri kojoj nastaje Stetni hidroksil radikal (Chobot 1 Huber, 2009). Pokazano je da katehin ima
vecu antioksidativnu sposobnost od ostalih flavonoida, te od neenzimskih antioksidanasa
askorbinske kiselne i GSH (Grzesik i sar., 2018). Upravo zbog navedenih antioksidativnih
sposobnosti, pokazano je da su vece koncentracije katehina svojstvene biljkama koje su
tolerantnije na abioticki stres (Close i McArthur, 2002; Grace, 2005; Hatier i Gould, 2008). U

nasem radu kod oba hibrida izmerena je najve¢a koncentracija katehina u odnosu na ostale
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detektovane polifenole (Slika 5.8A). Kao odgovor na stres izazvan vodnim suficitom izmerena
je najveca koncentracije katehina kod biljaka hibrida ZP 555 koje su bile izlozene vodnom
suficitu u trajanju od 24 h (+79%, p=0,0008) u poredenju sa kontrolom. Sa druge strane najveca
koncentracija katehina kod biljaka ZP 606 je izmerena 6 h nakon vodnog suficita (+10%,
p=0,05) (Slika 5.8A).

Galna kiselina takode ima izraZzena antioksidativna svojstva koja se ogledaju u
efikasnom uklanjanju ROS, azotnih reaktivnih vrsta, peroksila i hidroperoksid radikata (Bors i
Michel, 1999; Marino i sar., 2014). Stres nastao kao rezultat izlaganja biljaka vodnom suficitu
je doveo do znacajnih promena u koncentracijama galne kiseline kod biljaka oba hibrida koje
su bile izlozene vodnom suficitu (Slika 5.8 B). Naime, znac¢ajno povecanje koncentracije galne
kiseline kod hibrida ZP 555 za 40% (p=0,03) izmereno je nakon 24 h vodnog suficita u
poredenju sa kontrolom. Sa druge strane, najve¢a koncentracija galne kiseline kod hibrida ZP
606 je izmerena ve¢ nakon 6 h od pocetka vodnog suficita (+43%, p=0,02).

Malvidin je polifenol iz grupe antocijanina koji je u najmanjim koncentracijama bio
prisutan u uzorcima kukuruza (Slika 5.8C). Antioksidativna svojstva su takode detektovana i
prisustvu katehina malvidin ima mnogo veca antioksidativna svojstva inhibirajuci time lipidnu
peroksidaciju (Rossetto i sar., 2002). Nasi rezultati su pokazali znacajno povecanje
koncentracije malvidina kod biljaka koje su u vodnom suficitu bile 72 h (+24%, p=0,005) u
poredenju sa kontrolom kod hibrida ZP 555, dok je kod hibrida ZP 606 najveca koncentracija
malvidina detektovana nakon 6 h vodnog suficita (+30%, p=0,02) (Slika 5.8 C).

Takode, detektovana je znacajna interhibridana razlika u koncentraciji katehina izmedu
biljaka koje su bile izloZene stresu u trajanju od 6 h (p=0,0001), 24 h (p=0,0001), 72 h
(p=0,008) i 144 h (p=0,005) (Slika 5.8A). Osim toga znaajna razlika izmedu hibrida u
koncentraciji galne kiseline izmerena je i kod biljaka koje su bile izloZzene vodnom suficitu u
trajanju od 6 h (p=0,0001), 24 h (p=0,002), 72 h (p=0,0003) i 144 h (p=0,0001). I u
koncentraciji malvidina izmedu hibrida su uocene razlike za 6 h (p=0,004), 24 h (p=0,006) i
72 h (p=0,004) trajanja vodnog suficita.
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Slika 5.8. Koncentracija katehina (A), galne kiseline (B) i malvidina (C) izmerene kod kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile
izloZene vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i 144 h kod dva hibrida kukuruza (ZP 555 — svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na
grafikonu su predstavijene srednje vrednosti i standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno

primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p<0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru

istog hibrida su predstavljene slovima dok su razlike izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statistic¢ki znacajnu razliku.
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UHPLC/DAD/(+/-) HESI-MS/MS metoda

Upotrebom UHPLC/DAD/(+/—) HESI-MS/MS detektovano je ukupno 13 polifenolnih
komponenti (Tabela 5.5). Naime, detektovane su fenolne kiseline iz grupe hidroksicimetnih
kiselina (p-kumaric¢na, feruli¢na, ruzmarinska i kafei¢na kiselina) i hidroksibenzoevih kiselina
(protokatehui¢na kiselina), te flavonoidi (izorhamnetin i rutin (flavonoli), eriodiktiol
(flavanon), hispidulin, narcisin i viteksin (flavoni), te slobodna hininska kiselina. Takode,
detektovano je jedno jedinjenje iz grupe monoterpenoidnih iridoida - iridoidni glukozid
deoksiloganinska kiselina. UHPLC/DAD hromatogrami ekstrakata dva hibrida kukuruza su
prikazani u Prilogu 3.

Polifenolne komponente su detekovane u apoplastu i vakuolama (Sirikantaramas i sar.,
2008; Ferreres i sar., 2011). Polifenoli mogu biti supstrati za POX, ali i sami uklanjati H20>
koja ima sposobnost difundovanja kroz ¢elijski zid u ostale organele, a posebno vakuolu.
Prisustvo polifenola, AA i POX u vakuoli i kreiranja polifenol/AA/POX kompleksa
omogucava uklanjanje velikih koncentracije H2O> iz ove organele (Ferreres i sar., 2011). Ovaj
ROS difunduje iz hloroplasta, pri svetloj fazi fotosinteze, u vakuolu.

Kada su u pitanju fenolne kiseline, izmerena je najvisa koncentracija p-kumari¢ne
kiseline kod oba tretirana hibrida u kontrolnim i tretiranim uzorcima. Takode, zabeleZena je
visoka koncentracija hidroksicinami¢nih Kiselina, feruli¢ne i kafei¢na kiseline, kod oba hibrida
kukuruza.

Nasi rezultati su sli¢ni 1 literaturnim podacima koji su pokazali da apoplast kukuruza
sadrzi najviSe polifenola koji su prekurskori za sintezu lignina, medu kojima je najvise
zastupljen koniferil alkohol, zatim kumari¢na Kiselina, te feruli¢na Kiselina. Osim prekursora
za sintezu lignina, u listu kukuruza su detektovane u manjim koncentracijama hlorogena i
kafei¢na kiselina (Maksimovi¢ i sar., 2008). Takode, feluri¢na i p-kumari¢na Kiselina su
prisutne u trans obliku kao slobodne ili vezane za celijski zid. Feluri¢na kiselina je najvise
zastupljena u ¢elijskom zidu monokotila i pronacena je u svm tkivima kukuruza, a posebno u
zrnu (Das i Singh, 2016).

U radu Ferreres i sar. (2011) pokazano je da kvercetin i kafei¢na kiselina imaju veci
afinitet za H20O. i predstavljaju odlican supstrat za POX, dok feluri¢na kiselina ima nizak
afinitet za ovaj ROS i predstavlja losiji supstrat za POX. Razlog za nizak afinitet POX za
feluri¢nu kiselinu jeste $to je ona vezana za ¢elijski zid (Ros Barcelo i sar., 2004; Ralph i sar.,
2004), dok se kvercetin i kafei¢na kiselina akumuliraju u vakuoli (Harborne i Williams, 2000;
Marinova i sar., 2007). POX ima ve¢i afinitet za sustrat koji je lokalizovan u vakuoli u odnosu

na onaj u ¢elijskom zidu (Ferreres i sar., 2011).
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Protokatehui¢na Kiselina je detektovana kod kontrolnih biljaka (ZP 555 i ZP 606), te je
znacajno povisena koncentracija ovog jedinjenja kod biljaka koje su bile izlozene vodnom
suficitu u trajanju od 6 h, 24 h (ZP 555) te 72 h (samo kod hibrida ZP 606). Sa druge strane,
detektovana je potpuna inhibicija sinteze protokatehui¢ne Kiseline kod biljaka koje su bile
izlozene vodnom suficitu u trajanju od 72 h (ZP 555) i 144 h (ZP 555 i ZP 606).

Kada su u pitanju flavonoidi, detektovane su slicne koncentracije izorhamnetina, rutina,
narcisina i viteksina kod kontrolnih i tretiranih biljaka ZP 555 i ZP 606. Flavonoidi imaju
znaCajnu antioksidativnu ulogu, prvenstveno u sprecavanju lipidne peroksidacije (Liu 1 sar.,
2011).

Medu analiziranim jedinjenjima, najnize koncentracije zabelezene su u slu¢aju hininske
i deoksiloganinske kiseline, kod oba hibrida. Naime, hininska kiselina je detektovana samo kod
kontrolnih biljaka hibrida ZP 555, dok kod biljaka koje su bile izlozene vodnom suficitu nije
detektovana. Sa druge strane kod hibrida ZP 606, hininska kiselina nije detektovana kod
kontrolnih i kod biljaka izloZzenih vodnom suficitu.

Deoksiloganinska kiselina je detektovana u vrlo niskim koncentracijama kod
kontrolnih biljaka (ZP 555 i ZP 606) i biljaka koje su bile izlozene vodnom suficitu u trajanju
od 6 h (ZP 5551 ZP 606), 24 hi72h (ZP 555). Medutim, akumulacija deoksiloganinske kiseline
je znacajno indukovana nakon 144 h vodnog suficita kod hibrida ZP 606. Potpuno odsustvo
ovog iridoidnog glukozida je zabelezeno nakon 144 h u uslovima vodnog suficita kod hibrida
ZP 555 i nakon 24 h i 72 h kod hibrida ZP 606.

123



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

Tabela 5.5. Toplotna mapa jedinjenja zabeleznih u listovima dva hibrida kukuruza (ZP

555 i ZP 606) izlozenih vodnom suficitu, dobijenih HPLC/DAD/(-)HESI-MS? metodom.

Koncentracija pojedinacnih polifenola (mg Kg ™ suve mase)
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Korelacija izmedu merenih parametara u uslovima vodnog suficita

Vrednosti za korelacione koeficijente izmedu merenih parametara za oba hibrida (ZP
555 i ZP 606) su prikazane u Tabeli 5.6. Kada su u pitanju parametri oksidativnog stresa za
hibrid ZP 555 su dobijene slabe negativne korelacije izmedu koncentracije H20- 1 aktivnosti
POX (r=-0,270), SOD (r=-0,120) i CAT (r=-0,173), te pozitivna korelacija sa ukupnom
koncentracijom polifenola (r=0,304). Medutim, kod hibrida ZP 606 je detektovana jaka
pozitivna korelacija izmedu koncentracije H>O> i aktivnosti SOD (r=0,635), te nesto slabija u
odnosu na aktivnost CAT (r=0,392).

Kada je upitanju koncentracija MDA kod hibrida su dobijene razli¢ite vrednosti za
korelacije. Kod hibrida ZP 555 za MDA su zabeleZena jaka pozitiva korelacija sa aktivnoscu
SOD (r=0,666), slaba pozitivna korelacija sa koncentracijom polifenolima (r=0,294), a sa
druge strane jaka negativna korelacija sa koncentracijom H20: (r=-0,755). Za razliku od
hibrida ZP 555, kod hibrida ZP 606 je detektovana jaka negativna korelacija izmedu MDA 1
aktivnosti CAT (p=-0,947), aktivnosti POX (p=-0,887) i koncentracije polifenola (p=-0,825),

te slaba negativna korelacija sa koncentracijom H20- (p=-0,292).

Tabela 5.6. Korelacija izmedu merenih parametara u uslovima vodnog suficita kod dva hibrida kukuruza
(ZP 555 i ZP 606).

MDA H20; CAT POX SOD Phe

ZP ZP ZP ZP ZP ZP ZP ZP ZP ZP P ZP
555 606 555 606 555 606 555 606 555 606 555 606

MDA 1 1

H.0. | -0,755 -0,292 1 1

CAT | 0,082 -0,947 -0,173 0,392 1 1

POX | -0,032 -0,887 -0,270 0,141 0,571 0,928 1 1

Sob | 0,666 0,318 -0,120 0,635 -0,196 -0,047 -0,683 -0,232 1 1

Phe 0,294 -0,825 0,304 0,027 -0,553 0,842 -0,788 0,981 0,848 -0,339 1 1

Crvena - statisticki znacajna negativna korelacija; zelena — statisticki znacajna pozitivna korelacija (p<0,05).
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Kada su u pitanju korelacije izmedu antioksidativnih enzima medusobno, detektovana
je pozitivna korelacija izmedu aktivnosti POX i CAT kod hibrida ZP 555 (r=0,571) te ZP 606
(r=0,928). Jaka negativna korelacija je detektovana izmedu aktivnost POX i aktivnosti SOD
kod hibrida ZP 555 (r=-0,682), te slabija negativna korelacija kod hibrida ZP 606 (r=-0,232).
Kod hibrida ZP 555 detektovana jaka negativna korelacija (r=-0,788) izmedu aktivnosti POX

i koncentracije polifenola, a kod hibrida ZP 606 jaka pozitivna korelacija (r=0,981) izmedu ova

dva parametra.
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5.2. Ispitivanje efekata vodnog deficita na dva hibrida kukuruza ZP 555

I ZP 606

Efekat stresa uzrokovanog vodnim deficitom ispitivan je kod dva hibrida kukuruza, ZP
555 1 ZP 606. Nakon 30 dana gajenja u kontrolisanim uslovima, formirana je eksperimentalna
grupa biljaka, oba hibrida, koja je bila izloZena potpunom vodnom deficit. Listovi biljaka iz
kontrolne 1 eksperimentalne grupe izloZene vodnom deficit su uzorkovani nakon 8 1 15 dana
od pocetka tretmana. U uzorcima ispitivane su promene fizioloSkih parametara i parametara
oksidativnog stresa 1 antioksidativnog sistema zaStite. Kako abioticki stresovi, ukljucujuci i
vodni deficit, dovode do promene u ekspresiji gena koji su odgovorni za povecanu sintezu
osmolita i aktivnost antioksidativnih enzima kod tolerantnijih genotipova (Igbal, 2018),
poredene su promene datih parametara oba hibrida da bi se iz interhibridnih razlika mogli

doneti zakljucci o tolerantnijem hibridu kada je upitanju vodni deficit.
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5.2.1. Fizioloski parametri

a) Relativni sadrZaj vode (RWC)

U uslovima nedostatka vode, fizicke ili fizioloSke, naruSava se ravnoteza izmedu
usvajanja i odavanja vode, i1 kao posledica toga dolazi do promene sadrzaja vode u biljkama.
Zbog toga prvi pokazatelj uticaja vodnog deficita jeste smanjenje relativnog sadrzaja vode
(RWC) u listovima. Rezultati merenja RWC u kontrolnim i biljkama izlozenim vodnom
deficitu 8 i 15 dana kod dva hibrida kukuruza, ZP 555 i ZP 606, prikazani su na Slika 5.9. Kod
oba hibrida kukuruza je nakon prvih 8 dana vodnog deficita izmereno blago smanjenje RWC
u listovima biljaka u poredenju sa biljkama koje su rasle u kontrolnim uslovima. Medutim,
statisticki znac¢ajan pad RWC u listova biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu zabelezene
su nakon 15 dana vodnog deficita, gde je zabeleZen gubitak od -25% (p=0,03) kod hibrida ZP
555 te -35% (p=0,01) kod biljaka hibrida ZP 606 u odnosu na kontrolu (Slika 5.9).

Smanjenje RWC pri vodnom deficitu se smatra mehanizmom koji je svojstven biljkama
koje izbegavaju vodni deficit (engl. drought escape) i imaju sposobnost da zavrSe svoj zivotni
ciklus pre vodnog deficita, pre nego biljake koje su tolerantne na vodni deficit (Persons i Howe,
1984; Grashoff i Ververke, 1991). Biljke ovog tipa imaju veoma dobru plasticnost, rastu vrlo
ograni¢eno tokom perioda vodnog deficita, produkuju¢i veoma malo cvetova i semena, ali
tokom vlaZznog perioda rastu veoma brzo i produkuju veliki broj semena. Sto se ti¢e kukuruza,
generalno na vodni deficit netolerantni genotipovi imaju izrazenije smanjenje RWC tokom
vodnog deficita od tolerantnijih genotipova. Tako, smanjenje RWC za oko 30% kod osetljivih
kultivara kukuruza detektovali su autori Moussa i Abdel-Aziz (2008). Takode, tolerantni
genotipovi kukuruza (genotipovi: Tx205, C2A554-4 i B76) su odrzali vi$i nivo RWC
(smanjenje RWC je bilo oko 15% u odnosu na kontrolu) kada su bili izlozeni vodnom deficitu
u odnosu na osetljive genotipove (genotipovi: B73 i C273A) (smanjenje RWC oko 35%), koji
su pokazali redukciju RWC ve¢ pri prvim fazama vodnog deficita (Chen i sar., 2012). Osim
toga, smanjenje RWC je zabelezeno ikod osetljivih genotipova Oryza sativa (17-85%), starosti
10 dana, pri izlaganju vodnom deficitu u trajanju od 24h, 48h i 72h dok je kod je kod

tolerantnog genotipa zabelezeno smanjenje od 15-19% (Pyngrope i sar., 2013).
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U nasem radu, uocene su i interhibridne razlike u smislu manjeg RWC kod hibrida ZP 606
(-35%) u odnosu na hibrid ZP 555 (-25%) nakon 15 dana tretmana, ali pomenute razlike nisu

bile statisticki znaCajne. Razlike u procentu RWC kod dva hibrida kukuruza, a prema

ZP 555 tolerantniji za trajanje vodnog deficita od 15 dana.
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Relativni sadrzaj vode (RWC)
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Slika 5.9. Relativni sadrzaj vode (RWC) izmeren hibrida kukuruza (ZP 555 — svetlo sivi i
ZP 606 — tamno sivi) u kontroli i u biljkama koje su bile izloZzene vodnom deficitu u
trajanju od 8 i 15 dana. Na grafiku su predstavljene srednje vrednosti i standardne

devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom

Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p<0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu

eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima.
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Koncentracija fotosinteti¢kih pigmenata

Vodni deficit dovodi do redukcije fotosinteze usled smanjenja povrSine lista, zatvaranja
stoma ili nekih drugih metabolickih prepreka (Al-Tawaha i sar., 2017). Nastavljanje svetle faze
fotosinteze i tokom vodnog deficita, pri limitiranoj koncentraciji CO,, kao rezultat ima
redukciju fotosintetickog elektron-transportnog lanca, a koji za posledicu ima redukciju
molekularnog kiseonika i produkuju ROS. Sa druge strane, ROS dovodi do velikih oSte¢enja
na fotosintetickom aparatu (Lawlor i Cornic, 2002; Al-Tawaha i sar., 2017). Uticaja vodnog
deficita na proces fotosinteze je vrlo Cesto pracen smanjenjem koncentracije kljucnih
fotosintetickih pigmenata, nastalog usled redukcije asimilacije CO2 (Gill i Tuteja, 2010; Zlatev
i Lidon, 2012; Ashraf i Harris, 2013; Moharramnejad i sar., 2019). Stres izazvan vodnim
deficitom u nasem radu, doveo je do promena u koncentraciji ispitivanih fotosintetickih
pigmenata kod oba ispitivana hibrida kukuruza. Merene su koncentracije Chl a i b, kao i Car.

Rezultati su prikazani u Tabeli 5.6.

a) Koncentracija hlorofila

Vodni deficit je izazvao vec¢e promene u koncentraciji fotosintetickih pigmenata u odnosu
na vodni suficit. Promene koncentracije Chl izazvane vodnim deficitom su detektovane kod
oba hibrida kukuruza i prikazane su u Tabela 5.7. Naime hibridi su imali isti odgovor na vodni
deficit kada je u pitanju koncentracija Chl a pa je tako zabeleZeno znacajno smanjenje
koncentracije Chl a kod oba ispitivana hibrida kukuruza nakon 8 dana (-29% kod ZP 555
(p=0,03) i -27% kod hibrida ZP 606 (p=0,03) i 15 dana (-22% (p=0,04) kod hibrida ZP 555 i -
27% (p=0,03) kod hibrida ZP 606) trajanja vodnog deficita (Tabela 5.7). Smanjenje
koncentracije hlorofila, detektovano u uslovima razli¢itih vrsta abiotickog stresa, je posledica
inhibicije sinteze ili ubrzane razgradnje hlorofila (Poljakoff-Mayber, 1981; Smirnoff i
Colombe, 1988). S druge strane, kod tolerantnih vrsta formiraju se jace molekulske veze
izmedu hlorofila i lipid-protein kompleksa membrane hloroplasta, i na taj nacin se hlorofil u¢ini
otpornijim (Poljakoff-Mayber, 1981; Smirnoff i Colombe, 1988). Rajasekar i sar. (2016) su u
svom radu pokazali da dolazi do smanjenja koncentracije Chl a i koncentracija ukupnog Chl
kod biljaka kukuruza izloZzenih vodnom deficitu u trajanju od cetiri dana. Autori su takode
pokazali i da dolazi i do smanjenja koncentracije Chl b u uslovima izloZenosti biljaka kukuruza
vodnom deficitu. Medutim, stres izazvan vodnim suficitom u naSem radu je indukovao
povecanje koncentracije Chl b kod hibrida ZP 555 i ZP 606. Naime, povecanje koncentracije
Chl b za +30% (p=0,03) izmereno je nakon 8 dana vodnog deficita kod oba hibrida kukuruza
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u poredenju sa kontrolnim biljkama. Sa produzenjem trajanja vodnog deficita u
eksperimentalnim biljkama izmereno je povecanje koncentracije Chl b od +28% (p=0,02) kod
ZP 555, 1 +31% (p=0,03) kod hibrida ZP 606 u odnosu na kontrolne biljke. Razlog za razlike
u dobijenim rezultatima u nasem radu, mogu biti razliiti geneticki varijeteti kukuruza kao i

duzina trajanja vodnog deficita u odnosu na one opisane u radu Rajasekar i sar. (2016).

Kukuruz se smatra Zzitaricom koja ima vecu otpornost na stres izazvan vodnim
deficitom, a sa druge strane veliku osetljivost na stres izazvan vodnim suficitom (Kono i sar.,
1987; lijima i sar., 1991; Grzesiak i sar., 2014). Vodni deficit moZe indukovati povecanje
intenziteta fotosinteze kod tolerantnih genotipova u odnosu na senzitivne genopove kukuruza
(Moussa i Abdel-Aziz, 2008). Tako, veca koncentracija hlorofila je izmerena kod genotipova
kukuruza koji su tolerantni na vodni deficit u odnosu na genotipove koji su osetljivi na ovaj
stres (Khayatnezhad i sar., 2011). Osim toga, Zaefzadeh i Goliov (2009) su pokazali da
tolerantni genotipovi biljaka generalno imaju vece koncentracije hlorofila pri vodnom deficitu.
Osim koncentracije Chl a i Chl b i promena njihovog odnosa moZe ukazati na nivo stresa
(Tabela 5.7). Usled smanjenja koncentracije Chl a i povecanja koncentracije Chl b nisu

detektovane promene u odnosu Chl a i b ni kod jednog hibrida.

Kada je u pitanju interhibridna razlika u toku vodnog deficita, mozemo reé¢i da oba
hibrida su pokazala isti odgovor, tj. smanjenje koncentracije Chl a i povec¢anje Chl b u odnosu
na kontrolu, time ne menjaju¢i ukupan sadrzaj hlorofila. Iako je zabeleZen trend smanjenja
odnosa Chl a/b kod biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu u trajanju i 8 i 15 dana kod

oba hibrida kukuruza u odnosu na kontrole, ove promene su bile bez statistiC¢ke znac¢ajnosti.
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b) Koncentracija karotenoida

Kao jedni od hloroplastnih antioksidanasa, Car, ne ucestvuju u direktnoj eliminaciji
superoksida, vodonik peroksida, ali imaju znacajnu ulogu u balansiranju produkcije i1 u
uklanjanja slobodinih radikala tokom fotosinteze. Car, kao Sto su lutein i zeaksantin su efikasni
tilakoidni antioksidansi lokalizovani u blizini FS 1 i FS 11 (Foyer, 2018). Upravo zbog toga,
promena koncentracije Car u uslovima vodnog deficita i u kontrolnim uslovima dva hibrida
kukuruza ZP 606 i ZP 555 je veoma bitan parametar, a rezultati su prikazani u Tabela 5.7.

Stres izazvan vodnim deficitom indukovao je smanjenje koncentracije Car kod oba
hibrida. Nakon 8. dan vodnog deficita zabelezeno je smanjenje od -75% (p=0,03) kod ZP 555,
odnosno -67% (p=0,04) kod ZP 606 hibrida. Iako je nakon 15 dana vodnog deficita zabelezen
blagi porast koncentracije Car kod oba hibrida u odnosu na 8. dan vodnog deficita, kod ZP 555
(+60%) i kod ZP 606 (+25%), koncentracija je i dalje bila statisti¢ki znacajno niza u odnosu
na kontrolne biljke. U suprotnosti sa rezultatima dobijenim u ovom radu, autori Rahman i sar.
(2004) su izmerili povecanje koncentracije Car pri izlaganju dva kultivara kukuruza vodnom
deficitu. Sa druge strane, smanjenje koncentracije Car izmerena je kod biljaka kukuruza

izloZzenih vodnom deficitu u trajanju od Cetiri dana u radu Rajasekar i sar. (2016).

U naSem radu nije zabeleZena statisticki znacajna interhibrida razlika kada je u pitanju
koncentracija Car osim izmedu kontrola ispitivanih hibrida. Vodni deficit je indukovo
smanjenje koncentracije Car kod oba hibrida ¢ine¢i ih osetljivim na ovaj tip stresa kada je ovaj

parametar u pitanju.
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Tabela 5.7. Koncentracija fotosintetickih pigmenata (Hlorofila a (Chl a) i b (Chl b) i

karotenoida (Car)) odredena spektrofotometrijski u kontrolnim uzorcima hibrida kukuruza

ZP 555 i uzorcima izlozenim 8 i 15 dana vodnom deficitu.

Fotosinteti¢ki pigmenti

Eksperimentalne grupe

Kontrola 8 dana 15 dana
Chla [mg g FW] 0,830,070%* 0,59+0,045" 0,65+0,031°
10 Chlb [mg gtFW] 0,33+0,023° 0,47+0,0412 0,46+0,030?
E’ Chl a/b 2,50+0,0372 1,25+0,0122 1,406+0,0242
N Car [mg gtFW] 0,08+0,011%* 0,02+0,001° 0,05+0,009°
© Chl a [mg gtFW] 0,88+0,064%* 0,64+0,025° 0,65+0,032°
3 Chlb [mg gtFW] 0,35+0,064° 0,50+0,025% 0,51+0,0322
N Chl a/b 2,53+0,165% 1,28+0,1742 1,35+0,0062
Car [mg gtFW] 0,09+0,011%* 0,03+0,031° 0,04+0,001°

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD (standardna devijacija).

Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p<

0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavijene
slovima dok su razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali statisticki
znacajnu razliku.
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Koncentracija ukupnih proteina

Suprotno stimulisanoj sintezi solubilnih proteina kod testiranih hibrida kukuruza koja
je pokazana kao odgovor na vodni suficit izmereno je smanjenje koncentracije solubilnih
proteina pri vodnom deficitu kod oba ispitivana hibrida kukuruza nakon vodnog deficita u
poredenju sa kontrolom (Tabela 5.8).

Nakon 8. dana vodnog deficita izmereno je smanjenje koncentracije solubilnih proteina za
-22% (p=0,01) kod hibrida ZP 555 i -24% (p=0,01) kod hibrida ZP 606. Sa prolongiranim
izlaganjem vodnom deficitu u trajanju od 15 dana izmereno je dodatno smanjenje koncentracija
solubilnih proteina za — 15% (p=0,001) kod hibrida ZP 555, odnosno -2% (p=0,01) kod hibrida
ZP 606 (Tabela 5.8). Smanjenje koncentracije proteina izmerena je i u radu Rajasekar i sar.
(2016) kod biljaka kukuruza izlozenih vodnom deficitu u trajanju od cetiri dana, Sto ne
doprinosi adaptivnoj plasti¢nosti biljaka. Zna¢ajno smanjenje koncentracije solubilnih proteina
izmereno je u korenu i listovima 36 dana starih sadnica pirin¢a koje su bile izloZzene vodnom
deficitu u trajanju od 10 dana (Sharma i Dubey, 2005). Takode, smanjenje koncentracije
solubilnih proteina moze nastati kao posledica inhibicije sinteze proteina neophodnih za
odvijanje fotosinteze, koja je tokom vodnog deficita takode inhibirana. Kod tolerantnih
genotipova dolazi do sinteze proteina stresa, kao S§to su LEA 1 dehidrini (Mohammadkhani 1

Heidari, 2008).

Izmedu hibrida nisu izmerene znacajne razlike u koncentraciji proteina kao odgovor na
vodni deficit, a hibridi bi se mogli obeleziti kao osetljivi na vodni deficit zbog smanjenja

koncentracije proteina pri izlaganju vodnom deficitu.

Tabela 5.8. Koncentracija ukupnih proteina izmerena u kontrolnim uzorcima dva hibrida
kukuruza (ZP 606 i ZP 555) i uzorcima izloZenim 8 i 15 dana vodnom deficitu.

Eksperimentalne grupe

Proteini
Kontrola 8 dana 15 dana
ZP 555 [mg gtFW] 6,110,223 4,76+0,207° 3,82+0,045°
ZP 606 [mg gtFW] 6,26+0,033° 4,77+0,324 4,64+0,950°

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD (standardna devijacija).
Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p <

0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene
slovima, a statisticki znacajne razlike izmedu hibrida su predstavijene zvezdicama (p<0.05). Uzorci bez
zvezdica nisu bili statisticki znacajni.
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Koncentracija prolina

Pri stresnim uslovima, kao §to je vodni deficit, dolazi do znacajne akumulacije prolina,
¢ime se smanjuje ostecenje Celija tokom ovog tipa abiotickog stresa. Prolin kao osmolit ima
vrlo znaCajne uloge u odrzavanju funkcionisanja celije kroz odrzanje stabilne strukture
proteina, ¢elijske membrane, fotosintetskih komponenti (Banu i sar., 2009), ali takode ima
znacajnu ulogu u eliminaciji singlet kiseonika (Alia i Maysik, 2001) i hidroksil radikala
(Smirnoff 1 Cumbes, 1989) Sto ga €ini 1 neenzimskim antioksidansom.

U Ilistovima dva ispitivana genotipa kukuruza, u nasem radu, nije detektovana
akumulacija prolina u uslovima vodnog deficita. Naime, stres izazvan vodnim deficitom je
indukovao smanjenje koncentracije prolina kod ZP 555 hibrida nakon 8 dana za -31% (p=0,03)
i 15 dana za -20% (p=0,04) trajanja vodnog deficita. Slican odgovor na vodni deficit je
zabeleZen i kod hibrida ZP 606. Znacajno smanjenje koncentracije prolina od -27% (p=0,05)
je izmereno kod hibrida ZP 606 nakon 8 dana od primenjenog stresa u poredenju sa kontrolnim
biljkama. Liu i sar. (2011) su pokazali smanjenje koncentracije prolina sa produzenim
izlaganjem vodnom deficitu (100 dana), usled metabolickih oStec¢enja kod Cetiri vrste drveca:
Roussonetia papyrifera, Cinnamomum bodinieri, Platycarya longipesand i Pteroceltis
tatarinowi.

Sa druge strane, nakon 15 dana kod ZP 606 koncentracija prolina se znacajno povecala
u poredenju sa biljkama koje su bile izloZene stresu u trajanju od 8 dana (+26%, p=0,05) i
dostigla nivo kontrole. VVodni deficit indukuje povecanje koncentracije prolina u znatno vecoj
meri u odnosu na druge aminokiseline kod kukuruza, pa se tako vrlo Cesto uzima kao
evaluacioni parametar za selekciju varijeteta koji su otporni na vodni deficit (Song i sar., 2011).
Tako, biljke kod kojih je zabeleZzene veca koncentracija prolina se smatraju tolerantnijima na
stres izazvan vodnim deficitom (Song i sar., 2011). Akumulacija prolina je svojstvena
genotipovima biljaka koje su otpornije na vodni deficit pri ¢emu je uloga prolina zastita celijske
strukture. U suStini, pri smanjenju koli¢ine vode u c¢eliji znacaj prolina kao 1 ostalim
osmoprotektanata je u vezivanju vode ¢ime se odrzavaju hidrofilne interakcije u Celiji i
stabilizacija celijske strukture.

AKo se uzme u obzir da koncentracija prolina predstavlja osnovnu strategiju pri zastiti
biljaka od ovog tipa stresa (Chen i sar., 2007) i da se ovaj parametar uzima kao jako vazan za
odredivanje tolerantnih odnosno osetljivih genotipova na vodni deficit, pri ¢emu se treba uzeti
u obzir duzina trajanja stresa te starost biljaka, moze se zakljuciti da bi se, u odnosu na ovaj

parametar, oba testirana hibrida mogla okarakterisati kao osetljivi na stres izazvan vodnim
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deficitom. Jabeen i sar. (2008) su pokazali da izlaganje 12 dana starih genotipova kukuruza
vodnom deficitu u trajanju od 15 dana dovodi do poveéanja koncentracije prolina. Takode,
izmerena je ve¢a akumulacija prolina kod genotipa kukuruza koji je tolerantan na vodni deficit
u odnosu na genotip koji je osetljiv na ovaj tip stresa, kod 15 dana starih biljaka izlozenih 15
dana vodnom deficitu (Oregan i sar., 1993). Tolerancija na vodni deficit je u pozitivnoj
korelaciji sa akumulacijom prolina kod mnogih vrsta zitarica kao $to su jeam (Nayyar i Walia,
2003), rize (Hsu i sar., 2003), kukuruz (Efeoglu i sar., 2009), Brassica juncea (Madan i sar.,
1995).

Veca koncentracije prolina izmerena je kod ZP 555 hibrida i kod kontrolnih uzoraka 1
kod biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu od 8 dana u odnosu na hibrid ZP 606. Sto se
tice odgovora na vodni deficit moze se re¢i da su generalno hibridi imali isti trend odgovora na
vodni deficit kada je u pitanju koncentracija prolina. Medutim, slican trend koncentracije
prolina kod dva hibrida kukuruza, a uzimajuci u obzir prethodno pomenute literaturne podatke,
u smislu znac¢aja akumulacije prolina i otpornosti na vodni deficit, mozemo rec¢i da su oba

hibrida podjednako osetljiva na vodni deficit.
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Slika 5.10. Koncentracija prolina izmerena kod kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile

izlozene vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana kod dva hibrida kukuruza (ZP 555 —

svetlo sivi i ZP 606 —tamno sivi). Na grafiku su predstavljene srednje vrednosti i
standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno

primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p=<0,05. Statisticki znacajne razlike

izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima dok su
razlike izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
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5.2.2. Parametri oksidativnog stresa

a) Koncentracija vodonik peroksida (H202)

Osim promene u metabolizmu proteina, tokom vodnog deficita dolazi i do znacajnih
promena u metabolizmu kiseonika i nastanka reaktivnih vrsta kiseonika (ROS). Koncentracija
H20, kod oba ispitivana hibrida kukuruza je prikazana na Slika 5.11. Nasi rezultati pokazuju
da vodni deficit rezultuje pove¢anim generisanjem H202 kod hibrida ZP 555.

U listovima hibrida ZP 555 je izmereno zna¢ajno povecane koncentraciju H202 (+58%,
p=0,03) kod biljaka koje su bile izloZzene vodnom deficitu 8 dana u poredenju sa kontrolnim
biljkama. Nakon 15 dana vodnog deficita nivo H>O: je znacajno smanjen u odnosu na 8. dan
tretmana (-42%, p=0,05), iako veci (+28%) bio je bez statisticke znafajnosti u odnosu na
kontrolu.

Sve promene kod hibrida ZP 606 bile su bez statisticke znacajnosti. U odgovoru na
vodni deficit u trajanju od 8 dana izmereno je blago povecanje koncentracija H2O2 za +22% u
poredenju sa kontrolnim biljkama. S prolongiranim trajanjem vodnog deficita (15. dana
vodnog deficita) nivo H202 je bio znacajno manji u odnosu na tretman od 8. dana (-27%,
p=0,04), ali u odnosu na kontrolu ZP 606 je bio neznatno smanjen, za oko -7%. U literaturi je
pokazano da tolerantni genotipovi pSenice, starosti 34 dana, u uslovima vodnog deficita u
trajanju od 42 i 72 dana pokazuju manju koncentraciju H>O2 i bolju adaptiranost na vodni
deficit u odnosu na osetljive genotipove (Khanna-Chopra i Selote, 2007). Osim toga Selote i
Khanna-Chopra (2004) su pokazali sli¢an odgovor tolerantnih genotipova rize na vodni deficit,
gde je kod tolerantnog genotipa izmerena znacajno manja koncentracija H2O2 i veca aktivnost
antioksidativnih enzima te znacajno veci prinos u odnosu na genotip riZe koji je bio osetljiv na
vodni deficit. Kao parametri za definisanje tolerantih genotipova uzima se smanjenje
parametara oksidativnog stresa i povecanje antioksidativnih sistema zastite (Khanna-Chopra i
Selote, 2007).

Nasi rezultati su pokazali znacajnu interhibridnu razliku u pogledu koncentraciji H20>
pri izlaganju vodnom deficit. Izmerena je znatno veca koncentracija vodonik peroksida kod

hibrida ZP 555 u odnosu na hibrid ZP 606 tokom vodnog deficita sto moze ukazati da je hibrid

138



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

1.20 - —

o
S
|

&

(o 0]

)
|

ab OZP 555

b | A m ZP 606

ab

S

N

o
|

o

(]

o
|

Koncentracya H,0,
[umol g~ FW]
-
o)
=
I]lTIITIITI[IIJTIITIIIIIIITIII\
-]

0.00 -

Kontrola 8 dana 15 dana
Slika 5.11. Koncentracija vodonik peroksida (H202) izmerena kod kontrolnih biljaka i
biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana kod dva hibrida
kukuruza (ZP 555 — svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na grafiku su predstavljene srednje
vrednosti i standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je

dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p< 0,05. Statisticki znacajne

razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstaviljene slovima dok
su razlike izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
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b) Koncentracija malonildialdehida (MDA)

Pri vodnom deficit, u nasem radu, kod oba ispitivana hibrida kukuruza, izmereno je
povecanje koncentracije MDA (Slika 5.12). Rezulrati su u saglasnosti sa ¢injenicom da
generalno pri stresnim uslovima, koncentracija MDA u listovima i korenu biljaka raste sa
duzinom izlaganja stresu (Guo i sar., 2018a).

Blago povecéanje koncentracije MDA izmereno je kod oba ispitivana hibrida kukuruza
nakon 8 dana vodnog deficita, ali bez statistiCke znacajnosti. Sa prolongiranjem su$nog perioda
za 7 dana (ukupno 15 dana vodnog deficita) izmereno je znacajno povecanje koncentracije kod
oba hibrida kukuruza, ZP 555 (+47%, p=0,05) i ZP 606 (+51%, p=0,008). Kod hibrida ZP 606
se uoCava znacajna razlika izmedu 8. 1 15. dana vodnog deficita, gde je povecanje koncentracije
MDA kod biljaka koje su u uslovima vodnog deficita provele 15 dana bilo za +44% (p=0,05)
veée u odnosu na biljke koje su u vodnom deficitu provele 8 dana. Upravo nakon 8. dana
vodnog deficita se uo¢ava znacajna interhibridna razlika. Chugh i sar. (2013) su izmerili vece
koncentracije MDA kod osetljivih genotipova (genotipovi: Trihybrid 321 i Paras) kukuruza u
poredenju sa tolerantnim genotipovima (genotipovi: Griza 2 i Parkach), ispitujuéi uticaj
vodnog deficita u trajanju od dve godine u listovima kukuruza od 0 do 42 dana svilanja (R1
germinativna faza razvoja kukuruza). Xin i sar. (2011) su izmerili pove¢anje koncentracije
MDA pri dugom izlaganju vodnom deficitu (25, 38, 65, i 95. dana) i kod osetljivih (genotip
Shaandan 911) i kod tolerantnih (genotip Shaandan 9) genotipa kukuruza kada su biljke bile u
stadijumu od tri lista. Osim toga, Tiirkan i sar. (2005) su zabeleZili znacajno vise vrednosti
MDA 1 povecan nivo lipidne peroksidacije kod biljaka pasulja, starosti 35 dana, izloZenih
vodnom deficitu u trajanju od 7 i 15 dana, $to je u skladu sa nasim rezultatima. Autori takode
navode kako se intenzitet lipidne peroksidacije povecavao sa prolongiranjem stresa.

Oba ispitivana hibrida kukuruza su pokazala slican odgovor na stres izazvan vodnim
deficitom kada je upitanju koncentracija MDA. Povecanje lipidne peroksidacije detektovano

je u uslovima vodnog deficita kod oba hibrida, ¢ineci ih tako osetljivim na ovaj stres.
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Slika 5.12. Koncentracija malonildialdehida (MDA) izmerena kod kontrolnih biljaka i
biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana kod dva hibrida
kukuruza (ZP 555 — svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na grafikonu su predstavljene
srednje vrednosti i standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika

je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p< 0,05. Statisticki znacajne

razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstaviljene slovima dok
su razlike izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
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5.2.3. Antioksidativni sistem zaStite

Veliki broj studija je pokazao pozitivnu korelaciju izmedu povecanja aktivnosti i
koncentracije antioksidanasa i otpornosti na stres izazvan vodnim deficitom (Ashraf, 2010;
Valizadeh i sar., 2013; Moharramnejad i sar., 2016; 2019). Upravo zbog toga je pracen odgovor
dva hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP 606) na uslove vodnog deficita, i to kroz promene u
enzimskim (aktivnost SOD, CAT, APX i POX) i neenzimskim (polifenoli) komponentama
antioksidativnog sistema zastite. Rezultati su prikazani na Slikama 5.13-5.18, kao i u Tabeli
5.8.

Antioksidativni enzimi

a) Aktivnost superoksida dismutaze (SOD)

Superoksid dismutaza je sveprisutan enzim u biljnim ¢éelijama sa glavnom funkcijom u
eliminaciji superoksid anjon radikala. Kao enzim prve linije odbrane od ROS, SOD ucestvuje
u skoro svim fizioloskim i biohemijskim reakacijama, omogucavajuci biljci bolji adaptivni
odgovor na abiotic¢ke stresore (Song 1 sar., 2009). Upravo iz tog razloga veca aktivnost ovog
enzima obezbeduje tolerantnost biljaka na stres izazvan vodnim deficitom (Guo i sar., 2018b).

Vodni deficit je i u naSem eksperimentu indukovao zna¢ajne promene u aktivnosti SOD
kod oba ispitivana hibrida kukuruza. Kod ispitivanih hibrida kukuruza u uslovima vodnog
deficita 8. dana vodnog deficita izmereno je povecanje aktivnost SOD za +57% (0,05) kod
hibrida ZP 555 i +67% (p=0,02) kod hibrida ZP 606, u odnosu na kontrolne biljke. Nakon 15
dana vodnog deficita kod biljaka je izmereno dodatno poveéanje aktivnosti SOD od + 71%
(p=0,01) kod hibrida ZP 555 i +70% (p=0,01) kod hibrida ZP 606 u odnosu na kontrolne biljke.
Povecéana aktivnost SOD u uslovima vodnog deficita je do sada detektovana kod razli¢itih
biljnih vrsta: Phaseolus vulgaris (Zlatev i sar., 2006), Alternathera philoxerides (Wang i sar.,
2008), Oryza sativa (Sharma i Dubey, 2005b; Wang sar., 2005), Euphorbia esula (Davis i
Swanson, 2001), Cassia angustifolia (Agarwal i Pandey, 2003), Triticum aestivum (Singh i
Usha, 2003; Chakraborty i Pradhan, 2012) i Hordeum vulgare (Salekjalali i sar., 2012).

Iako su promene aktivnosti SOD kod oba hibrida kukuruza u nasem radu imale isti trend
u uslovima vodnog deficita, znacajno veca aktivnost SOD je izmerena kod hibrida ZP 555 u
odnosu na ZP 606, s tim §to je samo za tretman od 8. dana povecanje bilo bez statisticke
znacajnosti (Slika 5.13). U radu Wang sar. (2012) kad su dve vrste jabuka, jedna tolerantna

(Malus prunifolia) i druga osetljiva (Malus huehensis), bile izlozene vodnom deficitu u trajanju
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od 12 dana, rezultati su pokazali smanjenu akumulaciju MDA i H20-, kao i povec¢anu aktivnost
SOD, POX, APX i GR kod M. pruniflora, koja je okarakterisana kao tolerantna vrsta. Takode,
izmerena je znacajno veca aktivnost SOD kod otpornog genotipa kukuruza (genotip Giza 2),
starosti 21 dan, u odnosu na osetljivi genotip (genotip Trihybrid 321) pri izlaganju vodnom
deficitu u trajanju od tri sedmice (Moussa i Abdel, 2008). Isti rezultati, povecanje SOD
aktivnosti kod tolerantnog genotipa su dobijeni i pri izlaganju Cetiri sedmice starih sadnica

Sesamum indicum vodnom deficitu u trajanju od ¢etiri sedmice (Fazeli i sar., 2007).
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Slika 5.13. Aktivnost superoksid dismutaza (SOD) izmerena kod kontrolnih biljaka i biljaka
koje su bile izloZene vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana kod dva hibrida kukuruza
(ZP 555 — svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na grafiku su predstavljene srednje vrednosti i
standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno

primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p < 0,05. Statisticki znacajne razlike

izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima dok su
razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
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Kada su u pitanju SOD izoenzimski profili dobijen je razli¢it broj izoformi u uzorcima
listova kukuruza izlozenih uslovima vodnog deficita i onih izlozenih uslovima vodnog suficita.
Razlog dobijenim razlikama izmedu profila moze biti u razlici u aktivnosti SOD izoformi
uzorkovanih u razli¢itim periodima godine.® Nativnom PAGE dobijenu su izoenzimski profili
SOD (Slika 5.14) na kojima su detektovane tri SOD izoforme, obelezene kao SOD I
(Rf=0,463), SOD Il (Rf=0,670) i SOD Il (Rf=0,879), kod kontrolnih biljaka i biljaka koje su
bile izlozene vodnom deficitu. VVodni deficit nije uticao na promene izoenzimskih profila SOD,
ali jeste na njihovu aktivnost. Najve¢i doprinos u ukupnoj SOD aktivnosti imala je izoforma
SOD 11, a sa produzetkom trajanja vodnog deficita povecavala se aktivnost obe detektovane
SOD izoforme. Sli¢ni rezultati su dobijeni u radu Moharramejad i sar. (2016) pri izlaganju
mladih sadnica kukuruza vodnom deficitu u trajanju od 5 dana. U navedenom radu su
detektovane tr1i SOD izoforme, pri ¢emu je kod tolerantnog genotipa kukuruza koji je bio
izlozen vodnom deficitu detektovano poveéanje aktivnosti svih detektovanih izoformi
(Moharramejad i sar., 2016).

U nasem radu je slicna promena u aktivnosti SOD detektovana kod oba hibrida kukuruza
u uslovima vodnog deficita. Prema literaturnim podacima, dobijeni rezultati ukazuju da bi oba

hibrida mogla biti ozna¢ena kao tolerantna na vodni deficit kada je ovaj parametar upitanju.

® Na gel elektroforezu je aplikovana ista zapremina uzoraka za oba tretmana (vodni suficit i deficit) preraunata u
odnosu na koncentraciju solubilnih protina dobijenih u uzorku. Takode, metod je ponovljen vise puta kako bi se
dobili reprezentativniji i relvantniji rezultati.
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Slika 5.14. 1zoenzimski profili superoksid dismutaza (SOD) kod ZP 555 (A) i ZP 606 (B)
hibrida te SOD aktivnost po izoformama izmerena kod ZP 555 (C) i ZP 606 (D) kontrolnih
biljaka i biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana. Na
grafikonu su predstavljene srednje vrednosti i standardne devijacije uzoraka. Postojanje
statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p

=< 0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida

su predstavljene slovima dok su razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci
bez zvezdica nisu pokazali statisticki znacajnu razliku.
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b) Aktivnost katalaza (CAT)

Katalaze su enzimi esencijalni za uklanjanje H202 u procesu fotorespiracije, oksidacije
masnih kiselina i drugim metabolickim procesima (Noctor i sar., 2000). Aktivnost ovog enzima
se smanjuje pri inhibiciji fotorespiracije i indukciji fotosinteze (Noctor i sar., 2000). Sa druge
strane, zabeleZen je porast aktivnosti CAT pri intenzivnoj fotorespiraciji, §to se desava kod
biljaka izlozenih vodni deficit (Gill i Tuteja 2010; Foyer i Shigeoka 2011). Takode, porast
peroksizomalne aktivnosti CAT Sstiti hloroplasti od oksidativnog stresa (Sofo i sar., 2005) Sto
doprinosi odrzanju balansa izmedu protoka elektrona u fotosintezi i asimilacije CO2 u Kalvin-
Bensonovom ciklusu pri vodnom deficitu (Foyer i Shigeoka, 2011).

Stres izazvan vodnim deficitom, u naSem radu, je izazvao znacajne promene u
aktivnosti CAT, ali samo kod hibrida ZP 555 u poredenju sa kontrolom (Slika 5.15). Kod
hibrida ZP 555, znacajnije povecanje aktivnosti CAT od +52% (p=0,008) je zabelezeno nakon
8 dana vodnog deficita u poredenju sa kontrolom. Sa prolongiranjem vodnog deficita aktivnost
CAT je dodatno povecana za +12% iznoseci ukupno +64% (p=0,008) u odnosu na kontrolu.
Kod hibrida ZP 606 povecanje aktivnosti od 48% u poredenju sa kontrolnim biljkama hibrida
je zabelezeno kod biljaka koje su u vodnom deficitu rasle 8 dana, ali je povecanje bilo bez
statisticke znacajnosti (Slika 5.15). U literaturi je pokazano da je povecana aktivnost CAT i
APX predstavlja veoma vazan pokazatelj da je vrsta tolerantna na vodni deficit (Laxa i sar.,
2019).

Istrazivanjem Simova-Stoilova i sar. (2010) pokazano je povecanje aktivnosti CAT kod
razli¢itih varijeteta pSenice, starosti osam dana, izloZenih vodnom deficitu u trajanju od sedam
dana. Osim toga, pokazano je poveéanje CAT aktivnosti i kod drugih vrsta kao $to su Allium
schoenoprasum (Egert i Tevini, 2002) i Triticum aestivum (Dalmia i Sawhney, 2004;
Chakraborty i Pradhan, 2012) u uslovima vodnog deficita. Generalno, uoc¢avaju se razli¢iti
odgovori na stres izazvan vodnim suficitom kod tolerantnih i osetljivih genotipova razli¢itih
vrsta. Pa tako je kod otpornog genotipa kukuruza (genotip Giza 2), starosti 21 dan, izmerena
znacajno vecéa aktivnost CAT u odnosu na osetljivi genotip (genotip Trihybrid 321) pri
izlaganju vodnom deficitu u trajanju od tri sedmice (Moussa i Abdel, 2008). Isti rezultati,
povecanje CAT aktivnosti kod tolerantnog genotipa su dobijeni i pri izlaganju Cetiri sedmice
starih sadnica Sesamum indicum, vodnom deficitu u trajanju od Cetiri sedmice (Fazeli i sar.,
2007). Kod ZP 555 hibrida je zabelezen porast aktivnosti ovog enzima tokom vodnog deficita

u odnosu na kontrolne uslove i na osnovu ovih rezultata mozemo da kazemo da CAT ima
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znacajnu ulogu pri eliminaciji H20z2, ¢iji rast tokom vodnog deficita je zabelezen kod ovog
hibrida.

Startisticki znacajna razlika u aktivnost CAT izmedu ispitivanih hibrida kukuruza nije
zabelezena, ali je uocljivo da je hibrid ZP 555 imao malo vecu aktivnost CAT nakon 15 dana

vodnog deficita u odnosu na hibrid ZP 606.
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Slika 5.15. Aktivnost katalaza (CAT) izmerena kod kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile
izloZzene vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana kod dva hibrida kukuruza (ZP 555 —
svetlo sivi i ZP 606 —tamno sivi). Na grafiku su predstavljene srednje vrednosti i
standardne devijacije uzorak. Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom

Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p < 0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu

eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima dok su razlike
izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali statisticki
znacajnu razliku.
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c) Aktivnost askorbat peroksidaze (APX)

Aksorbat peroksidaze je jo$ jedan enzim ¢ija je uloga u uklanjanju H20>, a detektovan
je u stromi i tilakoidima hloroplasta, u mikrozomima te u citosolu. Vecéa aktivnost ovog enzima
obezbeduje biljkama adekvatniji odgovor pri stresu izazvanim vodnim deficitom (Mittler i
Zilinskas, 1994; Kausar i sar., 2012).

U nasem radu je aktivnost APX pracena samo kod biljaka izlozenih vodnom deficitu, a
dobijeni rezultati ukazuju da stres izazvan vodnim suficitom nije znacajno uticao na aktivnost
APX (Slika 5.16). Naime, iako je izmereno povecanje od +5% (ZP 555) i +14% (ZP 606) u
aktivnosti APX kod biljaka koje su u uslovima vodnog deficita provele 8 dana u poredenju sa
kontrolnim biljkama, ovaj rast nije imao statisticku znacajnost. Sa produzetkom trajanja
vodnog deficita od 15 dana detektovano je neznatno smanjenje aktivnosti APX od -15% kod
biljaka ZP 555 odnosno neznatno povecanje aktivnosti od +16% kod hibrida ZP 606 u odnosu
na biljke u kontroli, takode bez statistiCke znacajnosti. Dosadasnja istrazivanja su pokazala
povecéanje aktivnosti APX kod tolerantnih genotipova biljaka Tritivum arvensis (Huseynova,
2012; Singh i sar., 2012) koje su bile izloZene vodnom deficitu. Sa druge strane pokazano je i
smanjenje aktivnosti APX kod osetljivih genotipova pri izlaganju vodnom deficitu, kod vrsta:
Triticum arvensis (Singh i sar., 2012) i Triticum durum (Huseynova, 2012). Rezultati analize
osetljivih genotipova kukuruza, u fazi svilanja, nisu pokazali znaajne promene u aktivnosti
APX pri vodnom deficitu, pri ¢emu su uzorci uzimani od 0 do 42 dana faze svilanja u radu
Chugh i sar. (2013).

Na osnovu toga moze se zakljuciti da kod ispitivanih hibrida kukuruza, klju¢nu ulogu, u

uklanjanju H202 pri vodnom deficitu verovatno imaju POX i CAT.
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Slika 5.16. Aktivnost askorbat peroksidaze (APx) izmerena kod kontrolnih biljaka i biljaka
koje su bile izlozene vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana kod dva hibrida kukuruza
(ZP 555 — svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na grafiku su predstavljene srednje vrednosti i
standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno

primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p< 0,05. Statisticki znacajne razlike

izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima dok su
razlike izmedu hibrida predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
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d) Aktivnost peroksidaza (POX)

U procesu uklanjanja H20: iz ¢elije veoma znacajnu ulogu imaju u POX. Osim uloge u
uklanjanju vodonik peroksida, ovi enzimi imaju sposobnost generisanja H>O> jedno-
elektronskom redukcijom Kkiseonika pri oksidaciji reduktanata (NAD(P)H, askorbata,
polifenola ili auksina). Generisani H20, ucestvuje u oksidativnim rekacijama u apoplastu kao
supstrat ili u polimerizacionim reakcijama (lignifikacija, odrvenjavanja i dr.) ¢elijskog zida
(Kukavica isar., 2012). Povecana ili smanjena aktivnost ovog enzima pomaze otpornost biljaka
ka razli¢itim vrstama abiotiCkog stresa (Shao i sar., 2008). Tako je povecana aktivnost ovog
enzima svojstvena biljkama koje su tolerantnije na stres izazvan vodnim deficitimo
(Mouharramnejad i sar., 2019).

Aktivnost peroksidaza Klase 111 merena je kod oba ispitivana hibrida kukuruza, ZP 555
i ZP 606, izlozena uticaju vodnog deficita, a rezultati su prikazani na Slici 5.17. Kao odgovor
na prolongiranu vodni deficit uoc¢eno je znacajno povecanje aktivnosti POX samo kod hibrida
ZP 555.

U nasem radu, nedostatak vode u periodu od 8 dana, imao je za posledicu porast aktivnosti
POX za +17% kod hibrida ZP 555 u odnosu na biljke koje su rasle u kontrolnim uslovima.
Studentovim t-testom je utvrdena zna¢ajna promena u aktivnosti POX tek kod biljaka koje su
u uslovima vodnog deficita rasle 15 dana pri ¢emu je aktivnost POX povecana za +49%
(p=0,02) u odnosu na kontrolne biljke, a +39% (p=0,04) u odnosu na biljke koje su 8 dana rasle
u uslovima vodnog deficita. Sa druge strane, prestanak navodnjavanja u periodu od 8 i 15 dana
kod biljaka ZP 606 nije indukovao znacajne promene u aktivnosti POX u odnosu na biljke koje
su rasle u kontrolnim uslovima. Naime. studentovim t-testom nisu utvrdene zna¢ajne promene
u aktivnosti ovog enzima tokom vodnog deficita kod ovog hibrida.

Istrazivanja pokazuju da postoje razlike izmedu genotipova kukuruza koji su otporni na
vodni deficit u odnosu na neotporne genotipove. Pa tako je kod otpornog genotipa kukuruza
(genotip Giza 2), starosti 21 dan, izmerena znaéajno vecéa aktivnost POX u odnosu na osetljivi
genotip (genotip Trihybrid 321) pri izlaganju vodnom deficitu u trajanju od tri sedmice
(Moussa i Abdel, 2008). Mouharramnejad i sar. (2019) su dobili iste rezultate izlazu¢i dva
hibrida kukuruza (otpornog i tolerantnog) vodnom deficitu u trajanju od 27 dana (pre cvetanja).
Isti rezultati, povecanje POX aktivnosti kod tolerantnog genotipa su dobijeni i pri izlaganju
sadnica Cetiri sedmice starih Sesamum indicum, vodnom deficitu u trajanju od Cetiri sedmice
(Fazeli i sar., 2007). Takode, rezultati koje smo dobili za hibrid ZP 555 su sli¢ni rezultatima

koji su dobili autori Shao isar. (2008) gde je zabelezena povecana aktivnost POX kod razlicitih
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genotipova pSenice izloZenih uticaju vodnog deficita. Osim toga, izlaganje soje vodnom
deficitu u trajanju od sedam dana rezultovalo je povecanjem aktivnosti POX (Zhang i sar.,
2006). Indukcija aktivnosti POX izmerena je kod tolerantnih vrsta citrusa (starosti jednu
godinu) i pri duzem izlaganju vodnom deficitu u trajanju od 24 dana (Hussain i sar., 2018).

U naSem istrazivanju pokazana je interhibridna razliku u aktivnosti POX unutar istog tipa
stresa, ali 1 izmedu razlicitih tipova stresa. Hibrid ZP 555 je imao isti mehanizam eliminacije
H202, pomoc¢u POX, nastalog i tokom vodnog suficita i deficita. Sa druge strane, hibrid ZP 606
je imao razli¢it odgovor na vodni deficit i suficit, gde je tokom vodnog suficita povecana
aktivnost POX, a sa druge strane tokom vodnog deficita nije zabelezena promena aktivnosti.
Iz pokazanih rezultata se moze zakljuciti da je hibrid ZP 555 tolerantniji na vodni deficit u
odnosu na hibrid ZP 606, kada je u pitanju ovaj parametar.

0.8 a
! mZP 555

0.6 f b 1] m ZP 606

0.4

Aktivnost POX
[Relativne jedinice mgprot™!]

Kontrola 8 dana 15 dana

Slika 5.17. Aktivnost peroksidaza Klase I11 (POX) izmerena kod kontrolnih biljaka i biljaka
koje su bile izlozene vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana kod dva hibrida kukuruza
(ZP 555 — svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na grafiku su predstavljene srednje vrednosti i
standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno

primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p< 0,05. Statisticki znacajne razlike

izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima dok su
razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
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Slika 5.18. 1zoenzimski profili POX kod ZP 555 (A) i ZP 606 (B) hibrida te aktivnost
pojedinacnih POX kod ZP 555 (C) i ZP 606 (D) kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile
izlozene vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana. Na grafikonu su predstavljene srednje
vrednosti i standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je

dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p < 0,05. Statisticki znacajne

razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima dok
su razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali
statisticki znacajnu razliku.
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Nativnom elektroforezom je utvrden izoenzimski profil POX u listovima biljaka
kontrolne grupe, kao i biljaka koje su bile izlozene uslovima vodnog deficita u trajanju od 8 i
15 dana, kod oba ispitivana hibrida kukuruza, a rezultati su prikazani na Slika 5.18. Kod hibrida
ZP 555 su detektovane tri POX izoforme obelezene na slede¢i nacin: POX I (Rf=0,107), POX
Il (Rf=0,222) i POX Il (Rf=0,270) (Slika 5.18 A, C). Medutim, kod hibrida ZP 606 su
zabelezene samo dve POX izoforme obelezene kao POX I (Rf=0,196) i POX II (Rf=0,295)
(Slika 5.18 B, D). Vodni deficit nije uticao na promene izoenzimskog profila u smislu broja
izoformi, ali je uticao na promene u aktivnosti istih. Najveca aktivnost POX kod oba hibrida je

zabelezena kod izoforme POX II (Slika 5.18 C, D).

Kao odgovor na vodni deficit aktivnost POX je generalno bila manja u listovima hibrida
ZP 606 u odnosu na hibrida ZP 555. Verovatno i izmenjen izoenzimski profil je uticao na
smanjenje aktivnosti POX kod ZP 606 hibrida.
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Neenzimski antioksidativni sistem zaStite

a) Koncentracija ukupnih polifenola

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka koji u¢estvuju u izgradnji éelijskog zida
(uglavnom lignina), imaju odbrambenu ulogu pri biotickom i abiotickom stresu (Purovié,
2019). Osim toga ova jedinjenja imaju veoma vaznu ulogu u uklanjanju ROS generisanih pri
stresnim uslovima (Zhang i sar., 2020). Pri oksidativnom stresu, nastalom usled vodnog
deficita, suficita, UV zracenja i sli¢no, dolazi do indukcije biosinteze plifenolnih jedinjenja.
Kao najbolji antioksidansi pokazali su se polimerni polifenoli i tanini, a mali polifenolni
molekuli ¢esto imaju ulogu pro-oksidanasa (Zhang i sar., 2020). U zavisnosti od supstituenta,
strukture bo¢nog niza, te pozicije na prstenu zavisi 1 antioksidativna aktivnost ovih jedinjenja.
Tako su hidroksicinami¢ne kiseline bolji antioksidanti u osnosu na hidroksibenzoeve kiseline
(najveca aktivnost je zabelezena kod galne kiseline) (Purovi¢, 2019). Sa druge strane,
flavonoidi imaju veoma vaznu antioksidativnu ulogu iz razloga Sto su veoma reaktivni donori
vodonika i elektrona (Giada, 2013). Uloga ovih jedinjenja pri stresnim uslovima je veoma
vazna. Rezultati merenja koncentracije ukupnih polifenola kod ZP 555 i ZP 606 hibrida
kukuruza u uslovima vodnog deficita, su prikazani u Tabela 5.9.

Za razliku od stresa izazvanog vodnim suficitom, stres izazvan vodnim deficitom je
indukovao smanjenje koncentracije polifenola kod oba ispitivana hibrida kukuruza. Naime,
prestanak navodnjavanja u periodu od 8 dana kod oba hibrida je kao posledicu imao smanjenje
koncentracije ukupnih polifenola za -35% (p=0,05) (ZP 555) te za -28% (p=0,05) (ZP 606) u
odnosu na kontrolu. Medutim, hibridi nisu imali jedinstven odgovor na produzeno trajanje
vodnog deficita od 15 dana, i izmereno je smanjene koncentracije ukupnih polifenola za -34%
(p=0,05) kod ZP 555, dok kod hibrida ZP 606 koncentracija ukupnih polifenola, nakon 15
dana, se smanjila za neznatnih -16% u odnosu na kontrolnu grupu, ali bez statisticke
znacajnosti.

Smanjenje koncentracije polifenola je detektovano i kod osetljivih genotipova biljake Salvie
officinalis, dok je povecanje istog svojstveno tolerantnim genotipovima (Bettaieb i sar., 2011).
Osim pomenutih uloga polifenola, polifenoli prisutni u tkivu lista mogu zastiti dublje slojeve
mezofila lista, absorbuju¢i vidljivu svetlost, na ovaj nacin polifenoli imaju ulogu u
ogranic¢avanju ekscitacije hlorofila. U skladu sa ovom ¢injenicom uocena je povecana koli¢ina
polifenola u listovima kukuruza genotipova tolerantnih na vodni deficit (Hura i sar., 2008).
Znacaju polifenola kod biljaka izloZenih stresu, govori i Cinjenica da je aktivnosti

fenilalanin amonijumlijaze (PAL), enzima koji je klju¢an za put sinteze fenil-propanoida
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(Kacperska, 1993), takode veoma vazan pokazatelj aklimatizacije biljaka uslovima stresa
(Kacperski, 1993; Leyva i sar., 1995; Bettaieb i sar., 2011).

Nakon poredenja koncentracije polifenola izmedu hibrida nije uo¢ena znac¢ajna razlika,
ali generalno nesto je manja koncentracija ukupnih polifenola kod hibrida ZP 555 kod biljaka
koje su bile izlozene vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana u odnosu na biljke hibrida ZP
606. Indukovano znac¢ajno smanjenje koncentracije ukupnih polifenola kod hibrida ZP 555 i

ZP 606, ¢ini oba hibrida osetljivim na vodni deficit, kada je ovaj parametar u pitanju.

Tabela 5.9. Koncentracija ukupnih polifenola izmerena u kontrolnim uzorcima dva hibrida

kukuruza (ZP 606 i ZP 555) i uzorcima izloZenim osam i 15 dana vodnom deficitu.

Eksperimentalne grupe

Polifenoli
Kontrola 8 dana 15 dana
ZP 555 [mg gLFW] 2,61%0,257° 1,6920,027° 1,71%0,235"
ZP 606 [mg gtFW] 2,61+0,0042 1,89+0,096° 2,17+0,039%

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD (standardna devijacija).
Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p<0,05.

Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavijene slovima dok
su razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali statisticki znacajnu

razliku.
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b) Koncentracija pojedinacnih polifenola

U ovom radu je ispitan uticaj vodnog deficita na dva hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP
606) na koncentraciju pojedinacnih polifenola koriste¢i pri tome dve razliite metode:
HPLC/DAD i UHPLC/DAD/(+/—) HESI-MS/MS. HPLC/DAD analizom detektovana su tri
polifenola: katehin, galna kiselina i malvidin. Sa druge strane, upotrebom UHPLC/DAD/(+/-)
HESI-MS/MS metode detektovano je 12 polifenola i to iz grupe hidroksicinami¢nih kiselina
(p-kumari¢na, ferulicna, ruzmarinska i kafei¢na kiselina), hidroksibenzoevih Kkiselina
(protokatehui¢na Kiselina), te iz grupe flavonoida (rutin (flavonol-glikozid), narcisin,
eriodiktiol, hispidulin (flavon), izorhamnetin (flavonol) te viteksin).

HPLC/DAD metoda

Osim ukupne koncentracije polifenola u uzorcima dva ispitivana hibrida kukuruza
odredena je koncentracija pojedinacnih polifenola HPLC metodom. Pri analizi rezultata
retenciono vreme pojedinac¢nih pikova je poredeno sa retencionim vremenom ve¢ poznatih
standarda. Prose¢no poklapanje retencionog vremena dobijenog pri analizi uzoraka sa
standardom katehina je bilo 91%, sa standardom galne kiselina je bilo 77,8% te sa standardom
malvidina 79,4%.

U nasem radu u svim uzorcima kod oba ispitivana stresa izmerena je najveca
koncentracija flavonola katehina, a zatim galna kiselina, dok je izmerena najmanja
koncentracija antocijana malvidina u svim ispitivanim uzorcima oba hibrida.

U ispitivanim uzorcima oba hibrida od detektovanih polifenola, izmerena je najveca
koncentracija katehina (Slika 5.19A). Kao odgovor na stres izazvan vodnim deficitom
izmereno je znacajno smanjenje koncentracije katehina kod biljaka hibrida ZP 555 koje su bile
izloZzene vodnom deficitu u trajanju od 8 (-66%, p=0,05) i 15 (-67%, p=0,04) dana u poredenju
sa kontrolom (Slika 5.19). Smanjenje koncentracije katehina kod hibrida ZP 555 pri vodnom
deficitu moze ukazati na osetljivost ovog hibrida na vodni deficit. Upravo promene detektovane
u koncentraciji katehina pri vodnom deficitu kod hibrida ZP 555 najvise doprinose izmerenim

promenama ukupnih polifenola.
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Galna kiselina pri ve¢im koncentracijama ima sposobnost uklanjanja hidroksil radikata,
dok pri manjim koli¢inama ima helatorsku sposobnost (Marino i sar., 2014). Osim toga, ovaj
polifenol inhibira lipidnu peroksidaciju (Badhani i sar., 2015). Sve ove osobine je ¢ine dobrim
antioksidansom koji pri ve¢im koli¢inama moze ukloniti ROS a time u€initi biljke otpornijim
na razliite tipove stresa. Medutim, stres nastao kao rezultat izlaganja biljaka vodnom deficitu
nije doveo do znacajnih promena u koncentracijama galne kiseline i melvidina kada je u pitanju
hibrid ZP 555. Uocen je trend smanjenja koncentracije galne kiseline 1 malvidina kod biljaka
koje su u vodnom deficitu provele 8 i 15 dana u poredenju sa kontrolom ZP 555, ali bez
statisticke znacajnosti.

Vodni deficit nije znacajno uticao na koncentraciju katehina, galne kiseline 1 malvidina
u listovima biljaka hibrida ZP 606 (Slika 5.19). Uocen je blagi negativan trend sa produZzenjem
trajanja vodnog deficita u poredenju sa kontrolnim biljaka hibrida ZP 606 kod sva tri ispitivana
polifenola.

Detektovana je znacajna interhibrida razlika u koncentraciji katehina izmedu kontrolnih
uzoraka (p=0,02) te uzoraka biljaka koje su bile izlozene stresu u trajanju od 15 dana (p=0,05)
(Slika 5.19). Osim toga znacajna razlika izmedu hibrida u koncentraciji galne kiseline izmerena
je 1 kod biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu u trajanju od 15 dana (p=0,002).
Genaralno, ve¢a koncentracija katehina, malvidina 1 galne kiseline je izmerena u kontroli kod
hibrida ZP 555, medutim pri izlaganju vodnom deficitu, detektovana je veca koncentracija
pomenutih polifenola kod hibrida ZP 606 u odnosu na hibrid ZP 555.

157



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

A) B)
0.80 * 0.40
0.70 _I_ o 035 a
= £
= E
£ 0.60 2 030 + p a —L
£E 050 £E 25
Er g 02
: ZP 555 8
E 040 . ) 2P 353 2020 a BZP 555
27030 b, — WZP 606 £ 0is ®ZP 606
0.20 010
0.10 .
0.05
0.00 0.00
Kontrola 8 dana 15 dana ‘ Kontrola 8 dana 15 dana
C)
0.05 4
0.04
0.04
g
Z = 3 a
g = (.03
& _E . a @ZP 555
=1 o)
g o 0.02 BZP 606
£E0.02 a
2
S 001
0.01
0.00
Kontrola 8 dana 15 dana

Slika 5.19. Koncentracija katehina (A4), galne kiseline (B) i malvidina (C) izmerena kod kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile izloZene vodnom
deficitu u trajanju od 8 i 15 dana kod dva hibrida kukuruza (ZP 555 — svetlo sivi i ZP 606 — tamno sivi). Na graficima su predstavljene srednje

vrednosti i standardne devijacije uzoraka. Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p<

0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u okviru istog hibrida su predstavljene slovima dok su razlike izmedu hibrida
predstavljene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali statisticki znacajnu razliku.
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UHPLC/DAD/(+/-) HESI-MS/MS

Upotrebom UHPLC/DAD/(+/—) HESI-MS/MS detektovano je ukupno 12 polifenolnih
komponenti (Tabela 5.9).

Kada su u pitanju fenolne kiseline, izmerena je najvisa koncentracija p-kumari¢ne
kiseline kod oba tretirana hibrida, kako u kontrolnim uslovima, tako i u uslovima vodnog
deficita. Na toplotnoj mapi je uocljivo blago opadanje koncentracije p-kumari¢ne kiseline kod
biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu tokom 15 dana. Takode, izmerena je visoka
koncentracija ostalih analiziranih hidroksicinami¢nih kiselina (feruli¢ne i kafei¢ne Kiseline)
kod oba hibrida kukuruza. Sli¢cno p-kumari¢noj kiselini, izmereno je blago opadanje
koncentracije feruli¢ne kiseline kod biljaka koje su bile izloZene uslovima vodnog deficita u
trajanju od 15 dana.

Protokatehui¢na Kiselina je detektovana kod kontrolnih biljaka (ZP 555 i ZP 606), te je
znacajno povisena njena koncentracija kod biljaka koje su bile izloZene vodnom deficitu u
trajanju od 15 dana. Ovaj trend je uoc¢en kod oba testirana hibrida kukuruza.

Hura 1 sar. (2008) su u svom radu zabelezili znacajno povecanje ukupne koncentracije
polifenola i feruli¢ne kiseline u listu kukuruza tolerantnog na vodni deficit (hibrid Tina),
starosti tri sedmice, koji je stresu bio izloZzen dve sedmice. Sa druge strane, u nasem radu je
uocen porast sadrzaja samo protokatehuicne kiseline kod oba ispitivana hibrida kukuruza.

Kada su u pitanju flavonoidi, detektovane su sli¢ne koncentracije izorhamnetina, rutina,
narcisina, ruzmarinske Kiseline i viteksina kod kontrolnih i tretiranih biljaka ZP 555 i ZP 606
hibrida.

Zabelezene su niske koncentracije hispidulina i deoksiloganinske kiseline kod oba
hibrida. Deoksiloganinska kiselina je detektovana u vrlo niskim koncentracijama kod
kontrolnih biljaka (ZP 555 i ZP 606) i biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu.
Detektovan je blagi porast deoksiloganinske kiseline kod ZP 555 biljaka koje su bile izlozene
vodnom deficitu u trajanju od 15 dana. Flavonoidi su jedinjenja koja imaju veoma izrazena
antioksidativna svojstva u biljnoj ¢eliji. Li i sar. (2021) su pokazali da poviSena koncentracija
flavonoida kod mladih biljaka kukuruza ¢ini biljke otpornijim na vodni deficit, snizenjem
koncentracije H202, usled efikasnijeg antioksidativnog sistema zastite. Osim toga, kod ovih
biljaka je primecena intenzivnija fotosinteza, bolji prinos biomase biljaka, te pove¢an odnos
mase korena i nadzemnog dela u korist korena (Li i sar., 2021). Takode, Gao i sar. (2020) su
pokazali da vodni deficit indukuje akumulaciju sekundarnih metabolita, kao Sto su flavonoidi

kod vrsta Adonis amurensis i Adonis pseudoamurensis, sto je dovelo do znacajnog smanjenja

159



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

koncentracije vodonik peroksida kod biljaka tolerantnih na ovaj tip abioti¢kog stresa. Naime,
geni citohrom Psso monooksigenaze imaju veoma znacajnu ulogu u oksidativnom i
antioksidativnom metabolizmu (Rao i sar., 2020). U nedavno objavljenom istrazivanju, Rao i
sar. (2020) su ukazali da je eksperesija citohrom Paso gena u pozitivnoj korelaciji sa pove¢anom
koncentracijom flavonoidima i pove¢anom rezistencijom na vodni deficit. Naime, transgen
CsCYT75B1 (citohrom P450 75B1) je unesen u biljku Arabidopsis thalina te su ove biljke bile
podvrgnute vodnom deficitu u trajanju od 14 dana. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da
je povecana ekspersija CsCYT75B1 gena pri vodnom deficitu dovela do znacajnog povecéanja
ukupne koncentracije flavonoida, ¢ime su smanjeni nivou oksidativnog stresa i povecana
antioksidativna zastita, te povecana tolerantnost ovih biljaka na vodni deficit (Rao i sar., 2020).
Nepromenjena ili smanjena koncentracija flavonoida, kao Sto je detektovano kod naSih
testiranih hibrida upucuje na zakljucak da su oba tipa hibrida podjednako osetljiva na vodni
deficit kada je ovaj parametar u pitanju.

Snizenje koncentracije ukupnih polifenola koje je detektovano kod biljaka izlozenih

vodnom deficitu je pokazano 1 pri detekciji pojedinaénih polifenola.
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Tabela 5.9. Toplotna mapa pojedinacnih jedinjenja kvantifikovanih UHPLC/(-)HESI-MS?
metodom u uzorcima dva hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP 606) izlozenih vodnom deficitu.

Koncentracija pojedinacnih polifenola (mg Kg ™ suve mase)

Hibridi Tretmani

Hininska kiselina
Protokatehui¢na kiselina
Kafei¢na Kiselina
Deoksiloganinska kiselina
Rutin
Viteksin
p-Kumariéna Kiselina
Narcisin
Feruri¢na Kiselina
Ruzmarinska kiselina
Eriodiktiol
Hispidulin
Izorhamnetin

Kontrola
ZP 555

15 dana

Kontrola
ZP 606

15 dana

Min Max
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Korelacija izmedu merenih parametara pri vodnom deficitu

Korelacija izmedu merenih parametara oksidativnog stresa i sistema antioksidativne

odbrane u uslovima vodnog deficita za oba hibrida kukuruza, je predstavljena u Tabeli 5.10.

Koncentracija H202 je pokazala znacajnu pozitivhu korelaciju sa aktivnosti APX
(r=0,433), kao i negativnu sa koncentracijom polifenola (r=-0,407) i prolina (r=-0,547 ) kod
hibrida ZP 555. Takode, koncentracija H2O- nije imala znacajnu korelaciju sa aktivnosti CAT
1 POX kod pomenutog hibrida. Sa druge strane kod hibrida ZP 606 je uocena pozitivna
korelacija izmedu koncentracije H2O> i aktivnosti CAT (r=0,272), jaka pozitivna korelacija
izmedu koncentracije H2O i aktivnosti POX (r=0,667) te negativna korelacija izmedu
koncentracije H2O> i aktivnosti APX (r=-0,318) i koncentracijom prolina (r=-0,700).

Koncentracija MDA kao jo$ jedan od parametara oksidativnog stresa kod hibrida ZP
555 je pokazao jaku pozitivnu korelaciju sa aktivnos¢u CAT (r=0,924), SOD (r=0,750) te POX
(r=0,299), a sa druge slabu negativnu korelaciju sa koncentracijom prolina (r=-0,327). Kod
hibrida ZP 606 uocena je neSto slabija pozitivna korelacija izmedu koncentracije MDA 1
aktivnosti CAT (r=0,385), SOD (r=0,336) i jaka pozitivna korelacija sa aktivno$¢u APX
(r=0,648).

Koncentracija prolina izmerena kod biljaka hibrida ZP 555 je pokazala jaku pozitivnu
korelaciju sa koncentracijom polifenola (r=0,813), te jake negativne korelacije sa slede¢im
parametrima: aktivnosti APX (r=-0,841), aktivnosti SOD (r=-0,522), koncentracijom H20; (r=-
0,547), te slabiju negativnu korelaciju sa aktivnosti CAT (r= -0,248), aktivnosti POX (r=-
0,376) i koncentracijom MDA (r=-0,327). Sa druge strane, koncentracija prolina je kod ZP 606
pokazala drugacije korelacije: jaku pozitivhu korelaciju sa koncentracijom polifenola
(r=0,627), jaku negativnu korelacija sa koncentracijom H>O> (r=-0,700) i aktivnosti CAT (r=-
0,477). Osim toga slaba negativna korelacija je takode pokazana izmedu koncentracije prolina
i aktivnosti SOD (r=-0,355) te pozitivna korelacija izmedu koncentracije prolina sa
koncentracijom MDA (r=0,353) kod hibrida ZP 606.

Korelacija izmedu antioksidativnih parametara kod oba tipa kukuruza je prikazana u
Tabela 5.10. 1z dobijenih korelacionih koeficijenata se moze videti jaka pozitivna povezanost
izmedu aktivnost CAT i aktivnosti POX (p=0,511) i aktivnosti SOD (p=0,842) kod hibrida ZP
555. Ovakva pozitivna korelacija izmedu aktivnosti SOD, POX i1 CAT ukazuje da je porast
SOD pracen porastom POX i CAT aktivnosti §to predstavlja rezultat hitnog uklanjanja vodonik

peroksida. Sli¢na korelacija je i kod hibrida ZP 606, gde je uocena jaka pozitivna korelacija
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izmedu aktivnosti CAT sa aktivnosti SOD (p=0,616) te slabija pozitivna korelacija sa
aktivnosti POX (r=0,228). Sa druge strane jaka negativna korelacija je pokazana izmedu
aktivnosti CAT i koncentracije polifenola kod hibrida ZP 555 (r=-0,589) i ZP 606 (r=-0,404).

Osim sa aktivno$¢u CAT, vrednosti za aktivnosti POX su takode pokazale pozitivnu
korelaciju i sa aktivnos¢u SOD (r=0,832) kod hibrida ZP 555, dok nesto slabiju pozitivnu
korelaciju sa aktivnosti SOD (r=0,318) kod hibrida ZP 606. Aktivnost POX nije pokazala
znacajnu korelaciju sa koncentracijom polifenola kod hibrida ZP 555, ali je pokazana znacajna
negativna korelacija izmedu ova dva parametra kod hibrida ZP 606 (r=-0,595).

Aktivnost APX je pokazala zna¢ajnu pozitivnu korelaciju sa koncentracijom polifenola
(r=0,490) kod hibrida ZP 555, a sa ostalim merenim antioksidansima nije pokazala znac¢ajnu
korelaciju. Sa druge strane, kod hibrida ZP 606 je uocena slaba pozitivna korelacija izmedu
aktivnosti APX i aktivnosti SOD (r=0,272) te jaka negativna korelacija sa aktivnosti POX (r=-

0,532) dok sa drugim antioksidansima nije pokazala znacajnu korelaciju.
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Tabela 5.10. Korelacija izmedu parametara izmerenih u vodnom deficitu kod dva hibrida kukuruza (ZP 555 i ZP 606).

H.0; MDA Prolin APX CAT SOD POX Phe

ZP  zP _zP __zP _zP _zP _2zP __2zP _2ZP __2ZP _2zP __zP _zP _2zP  zP  zZP
555 606 555 606 555 606 555 606 555 606 555 606 555 606 555 606

H20> 1 1

MDA 0,084 -0,392 1 1

Prolin -0,547 -0,700 -0,327 0,353 1 1

APX 0,433 -0,318 -0,180 0,648 -0,841 0,018 1 1

CAT 0,098 0,272 0,924 0,385 -0,248 -0,447 -0,296 0,111 1 1

SOD 0,131 0,128 0,750 0,336 -0,522 -0,355 0,103 0,272 0,842 0,616 1 1

POX -0,063 0,667 0,299 -0,167 -0,376 -0,250 0,163 -0,532 0,511 0,228 0,832 0,318 1 1

Phe -0,407 -0,952 -0,744 0,148 0,813 0,627 0,490 0,187 -0,589 -0,404 -0,613 -0,093 -0,190 -0,595 1 1

Crvena - statisticki znacajna negativna korelacija; zelena — statisticki znacajna pozitivna korelacija (p<0,05).

164



Doktorska disertacija Rezultati i diskusija

5.3. Razlike u metaboli¢kom odgovoru izmedu hibrida kukuruza pri

vodnom suficitu i deficitu

Statisticki vrlo znacajne razlike izmedu kontrolnih biljaka i biljaka izlozenih vodnom
suficitu i deficitu kod oba hibrida kukuruza uo¢ene su u intenzitetu lipidne peroksidacije,
koncentraciji vodonik peroksida, prolina i polifenola, kao i kod enzimskih antioksidativnih
mehanizama u celini. Dobijene razlike upucuju na zakljucak da su primenjeni tretmani izazvali
oksidativni stres i odbrambene reakcije u listu kukuruza.

Povecanje aktivnosti SOD i POX tokom vodnog suficita i smanjenje koncentracije H.O>
kod hibrida ZP 606 ukazuje da je hibrid ZP 606 tolerantniji na stres izazvan vodnim suficitom
u odnosu na hibrid ZP 555 (Tabela 5.11). Osim toga, korelacijom je jasno uoceno da su
polifenoli 1 POX zajedno ukljuceni u eliminaciju ROS kod hibrida ZP 606, $to nije slu¢aj kod
hibrida ZP 555. Takode, Zhong i sar. (2010) nedvosmisleno ukazuju da se poveéanje aktivnosti
SOD i POX, povecanje koncentracije polifenola, te smanjenje konentracije MDA moze uzeti
kao marker za odredivanje tolerantnih genotipova kukuruza koji se nalaze u fazi mladih
sadnica.

Istrazivanja u podrucju strukturne i funkcionalne metabolomike i genomike biljaka trebala
bi dovesti do razvoja novih genotipova kukuruza sa poboljSanim nutritivnim i agronomskim
svojstvima te sa ve¢om tolerancijom na evidentne abioicke stresove koji nastaju kao rezultat
klimatskih promena. Zbog toga je jedan od ciljeva ovog istraZivanja bio ispitivanje i
utvrdivanje razlika izmedu dva hibrida kukuruza u metabolickom odgovoru na rast u uslovima
vodnog deficita i suficita, uz hipotezu da imaju razli¢ite genetske predispozicije. Na osnovu
prethodno izlozenih rezultata dobijenih u ovom radu i literaturnih podataka moze se jasno
izdvojiti hibrid ZP 606 kao tolerantniji na stresne uslove i1 potencijalno prezivljavanje veceg
broja jedinki u uslovima vodnog suficita.

Kada je u pitanju drugi stres, vodni deficit, antioksidativna odbrana hibrida ZP 555 na vodni
deficit je bazirana na vecoj aktivnosti SOD za uklanjanje superoksida anjon radikala i CAT i
POX zaduzenih za eliminaciju H20: koji je evidentno povecan nakon 8 dana vodnog deficita
u ovom eksperimentu (Tabela 5.11). U nasem radu uocena je jaka pozitivna korelacija izmedu
ovih enzima. Medutim, detektovano je vrac¢anje na kontrolni nivo koncentracije H202 nakon
15 dana vodnog deficita, sto je takode praceno povecanjem aktivnosti POX i CAT koji su
zaduZeni za njegovu eliminaciju iz ¢elije. Smatra se da je SOD zaduZen za eliminaciju ROS iz
unutrasnjosti ¢elije (Scandalon, 1993), dok su POX i CAT zaduzene viSe za eliminaciju ROS

iz membrana c¢elije (Chen i sar., 2013) pri vodnom deficitu. Sa druge strane, mehanizam
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odbrane kod hibrida ZP 606 je bio baziran samo na vecoj aktivnosti SOD i uklanjanju
superoksid anjon radikala nastalog pri stresu. Nisu detektovane veée koncentracije H20. kod
ovog hibrida u periodu vodnog deficita ali nisu detektovane ni vece aktivnosti enzima
zaduzenih za njegovo uklanjanje, kao Sto su CAT, POX i APX. Kod oba hibrida je stimulisana
lipidna peroksidacija kod biljaka koje su rasle u uslovima vodnog deficita. Osim toga, oba
izazvan vodnim suficitom.

Na osnovu dobijenih rezultata moZe se re¢i da hibridi imaju razli¢ite mehanizme uklanjanja
neravnoteze nhastale izmedu poviSene koncentracije ROS i antioksidanasa kao posljedica
uticaja vodnog deficita, ali je osetljivost hibrida na ovaj tip abioti¢kog stresa vrlo sli¢na, te niti
jedan hibrid ne moZzemo okarakterisati kao otpornim na stres izazvan vodnim deficitom na
osnovu parametara koji su mereni. Doprinos ovakvim rezultatima mogu imati i duzina trajanja

stresa kao i razvojna faza biljaka.
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Tabela 5.11. Komparativna tabela izmerenih parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u vodnom suficitu 1 deficitu kod dva hibrida
kukuruza (ZP 555 i ZP 606). U tabeli su predstavljene statisticki znacajne razlike izmedu 6, 24, 72 i 144 sati vodnog suficita i kontrole, te 8 i 15
dana vodnog deficita i kontrole.

Vodni suficit Vodni deficit
Parametari 6h 24 h 72h 144 h 8dana | 15dana Literaturni podaci
P ZP | ZP ZP | ZP ZP | ZP ZP | ZP ZP | ZP ZP
55 60 |55 60 |55 60 |55 60 |555 606|555 606
5 6|5 6|5 6|5 6
T Tolerantan  Rampino i sar., 2006; Mouharramnejad i
RWC / / / { L |1 Osetljiv sar., 2019.
! Tolerantan  Selote i Khana-Chopra i sar., 2004; Sairam
H.0 " " ! ! " T Osetljiv i sar., 2011; Yadav Bansal i Srivastava,
22 2012; i Srivastava, 2017; Mouharramnejad
i sar., 2019.
! Tolerantan  Ashraf, 2009; Bin i sar., 2010; Chung i
MDA : f f ¢ f f T Osetljiv sar., 2011; Mouharramnejad i sar., 2019.
Proteini " " L . L . T Tolera_r_wtan Rai i sar., 2004; Yu i sar., 2017.
1 Osetljiv
. T Tolerantan  Oregan i sar., 1993; Mussa i Abdel, 2008;
Prolin / ! / . ! . 1 Osetljiv Efeglu i sar., 2009.
T Tolerantan  Zhang i sar., 20073, b;
CAT 1 1 Fazeli i sar., 2007; Moussa i Abdel, 2008;
1 Osetljiv Simova Stoilova, 2010; Mouharramnejad
i sar., 2019.
T Tolerantan  Fazeli i sar., 2007; Moussa i Abdel, 2008;
Bin i sar., 2010; Wang i sar., 2012; Yadav
SOD f f - I ! ! ! ! 1 Osetljiv i Srivastava, 2017; Mouharramnejad i sar.,
2019.
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APX T Tolerantan  Singh i sar., 2012; Hoseynova, 2012;
1 Osetljiv Wang sar., 2012.
T Tolerantan  Fazeli i sar., 2007; Moussa i Abdel, 2008;
POX T 1 Osetljiv Bin i sar., 2010; Wang i sar., 2012;
Mouharramnejad i sar., 2019.
. . T Tolerantan  Bansal i Srivanstava, 2012; Jiménez i sar.,
Politenoli ! . | Osetljiv 2015,
Car " L T Toleraptan Tian i sar., 2019a.
1 Osetljiv
Chl a 1 L T Tolerantan Khayatnezhad_i sar., 2011;
1 Osetljiv Mouharramnejad i sar., 2019.
Chl b 1 " T Tolerantan Khayatnezhad_i sar., 2011;
1 Osetljiv Mouharramnejad i sar., 2019.
Chi a/b L l Toleraptan Terletskaya i sar., 2017.
T Osetljiv

\ - statisticki znacajno smanjenje vrednosti u odnosu na kontrolu; T - statisticki znacajno povecanje vrednosti u odnosu na kontrolu; / - parametar nije odredivan.

Zelena hoja — tolerantan hibrid, crvena — osetljiv hibrid.
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Cilj teze je bio da se ispitaju uticaji vodnog suficita i deficita na dva hibrida kukuruza (ZP

555 1 ZP 606), na temelju fizioloskih i biohemijskih pokazatelja. Osim toga, cilj teze je

obuhvatao i ispitivanja interhibridnih razlika u odgovoru na stres u cilju pronalaska tolerantnih

hibrida. Istrazivanja su sprovedena na dva hibrida kukuruza, sa razli¢itim genetskim

predispozicijama, pri ¢emu su hibridi izlagani vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i 144

sata, te vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana.

Na osnovu fizioloSkih istraZzivanja mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

Stres izazvan vodnim suficitom je doveo do promena u koncentraciji fotosintetickih
pigmenata kada su u pitanju oba hibrida pri ¢emu su detektovane i razlike izmedu
hibrida. Promena u koncentraciji fotosintetickih pigmenta je usko povezana sa
promenama u procesu fotosinteze. Povecana sinteza Chl a i b, kao i karotenoida je
izmerena kod hibrida ZP 555 nakon 24 i 72 sata vodnog suficita te i nakon 6 h kada
je u pitanju koncentracija karotenoida. Sa druge strane, kod hibrida ZP 606 je
detektovana smanjena sinteza Chl b i karotenoida nakon 24 sata trajanja stresa.
Promene u koncentraciji fotosintetiCkih pigmenata uzrokovane vodnim deficitom
su imale za posledicu istovetan odgovor hibrida koji se ogledao kroz sniZenje
koncentracije Chl a i karotenoida i porast koncentracije Chl b tokom izlaganja
vodnom deficitu.

U uslovima vodnog suficita kod oba hibrida je uoc¢en porast koncentracije solubilnih
proteina (moguce proteina glikolize, proteina uklju¢enih u anaerobni metabolizam,
proteina zaduZenih za odrzavanje osmotskog potencijala ¢elije). Naime, kod hibrida
ZP 555, nakon 72 h, a ZP 606 nakon 6 h izmeren je porast koncentracije solubilnih
proteina.

Takode, izmereno je znacajno sniZzenje koncentracije proteina kod jedinki oba
testirana hibrida kukuruza podvrgnutih vodnom deficitu, koje moze ukazati na
snizenu sintezu proteina ili intenzivnije uklanjanje oSte¢enih proteina kod biljaka
koje su bile izloZzene vodnom deficitu u trajanju od 8 i 15 dana.

Vodni deficit je doveo do sniZzenja koncentracije slobodnog prolina kod oba
testirana hibrida nakon 8 dana vodnog deficita, a nakon 15 dana samo kod hibrida
ZP 555.
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Osim fizioloskih pokazatelja, izmereni su i parametri oksidativnog stresa i antioksidativnog
sistema zaStite u listovima oba hibrida kukuruza u uslovima vodnog deficita i suficita. Na

osnovu istrazivanja i dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

e Stres izazvan vodnim suficitom i vodnim deficitom za posledicu je imao porast
koncentracije H>O> kod hibrida ZP 555 (nakon 6 i 24 h, kada je u pitanju vodni suficit,
odnosno 8 dana, kada je u pitanju vodni deficit). Sa druge strane, kod hibrida ZP 606
izmereno je snizenje koncentracije H202 tokom stresa (nakon 72 i 144 h vodnog
suficita).

e Kao posledica lipidne peroksidacije, nastale u uslovima vodnog deficita i suficita,
nastaje ko-produkt MDA. Uocene su interhibridne razlike kada je u pitanju
koncentracija MDA tokom vodnog suficita, gde je nakon 6 i 144 h doslo do porasta
koncentracije MDA kod hibrida ZP 606 , dok jesnizenje koncentracije MDA uoceno
nakon 24 i 72 h. VVodni suficit nije indukovao porast koncentracije MDA kod hibrida
ZP 555.

Sa druge strane, uoc¢ena je indukcija lipidne peroksidacije kod oba ispitivana hibrida
nakon 15 dana vodnog deficita, Sto se ogleda kroz porast koncentracije MDA.

e Stresizazvanog vodnim deficitom i vodnim suficitom dovodi do intenzivnije aktivnosti
SOD kod oba hibrida kukuruza. (ZP 555, nakon 72 h vodnog suficita te nakon 8 i 15
dana vodnog deficita, odnosno nakon 6 h vodnog suficita i 8 i 15 dana deficita, kod
hibrida ZP 606).

e Stres izazvan vodnim suficitom nije doveo do zna¢ajnih promena u aktivnosti CAT, ali
je sa druge strane detektovana znatno visa aktivnost POX kod oba hibrida.

U uslovima vodnog deficita je detektovana interhibridana razlika koja se ogleda kroz
intenziviranje aktivnosti CAT i POX kod hibrida ZP 555, dok kod hibrida ZP 606 nije
detektovan porast aktivnosti ovih enzima.

e Porast koncentracija ukupnih polifenola u prvim satima vodnog suficita kod ZP 555
(nakon 24 i 72 h) i ZP 606 hibrida nakon 6, 24 i 144 h), porastom koncentracija
pojedinacnih polifenola, katehina (24 h, ZP 55516 h, ZP 606), galne kiseline (24 h, ZP
55516 h ZP 606) i malvidina (72 h, ZP 555 i 6 h ZP 606) kao odgovor na vodni suficit.
Sa druge strane, upotrebom UHPLC/DAD/(+/—) HESI-MS/MS metode detektovano je
13 polifenolnih komponenti, pri ¢emu Su U uzorcima najzastupljenije p-kumaric¢na i
feruli¢na kiselina. Kada su u pitanju flavonoidi, detektovane su znacajne koncentracije

rutina, izorhamnetina, narcisina i viteksina.
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Vodni deficit je indukovao znacajno opadanje koncentracije ukupnih polifenola kod
oba ispitivana hibrida i snizenje koncentracije katehina kod hibrida ZP 555. Takode, u
uzorcima izlozenih vodnom deficitu detektovano je 12 polifenolnih jedinjenja,
koris¢enjem UHPLC/DAD/(+/-) HESI-MS/MS metode. Najzastupljenija fenolna
jedinjenja u uzorcima dva hibrida kukuruza izloZenih vodnom deficitusu p-kumaricna,
feruli¢na i kafei¢na kiselina.

Ovim istrazivanjem su dobijeni vrlo vazni podaci o osetljivosti ispitivanih hibrida
kukuruza na stres vodnim deficitom i vodnim suficitom. Dobijeni rezultati pokazuju
snizenje koncentracije MDA i HO, te porast aktivnosti antioksidativnih enzima
zajedno sa povisenom koncentracijom neenzimskih komponenti kod hibrida ZP 606,
Sto nedvosmisleno navodi na zakljucak da je ovaj hibrid tolerantniji na stres izazvan
vodnim suficitiom.

Mehanizam otpornosti oba testirana hibrida kukuruza na stres izazvan vodnim
deficitom ogleda se kroz snizavanje koncentracije proteina i1 prolina, te porast
koncentracije MDA, zatim sniZenje koncentraciju ukupnih polifenola, ali kroz blagi
porast aktivnosti SOD, sto ¢ini oba hibrida podjednako osetljivim na stres izazvan

vodnim deficitom.
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Prilog 1.

U Tabeli 8.1. (ZP 555) i 8.2. (ZP 606) su prikazane srednje vrednosti i standardne
devijacije koncentracije H.02, MDA, katehina, galne kiseline, malvidina te aktivnost SOD,
CAT i POX izmerenih u vodnom suficitu kod kontrolnih biljaka i biljaka koje su vodnom
suficitu bile izlozene u trajanju od 6 h, 24 h, 72 h, i 144 h.

U Tabeli 8.3. su prikazane koncentracije pojedina¢nih polifenola oba testirana hibrida
kukuruza.

Graficki prikazi i totplotne mape ovih parametara se nalaze u poglavlju Rezultati i diskusija.
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Tabela 8.1. Parametri izmerena kod kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile izloZene vodnom suficitu 6 h, 24 h, 72 h i 144 h kod ZP 555 hibrida
kukuruza. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti + SD.

Eksperimentalne grupe

Parametri Jedinice Kontrola 6 h 24 h 72 h 144 h
Koncentracija H20; [umol gtFW] 0,509+0,034°¢ 0,842+0,036  0,634+0,073"" 0,534+0,019" 0,563+0,030°"
Koncentracija MDA [umol g tFW] 5,762+1,596%"  4,171+1,774>  5964+0,519°" 7,761+0,351% 5,483+0,743""

[Relativne jedinice mgprot™]

Aktivnost SOD x108 0,963+0,015>"  0,867+0,016™"  1,107+0,122° 1,557+0,039%" 0,300+0,039¢
Aktivnost CAT [umol mg*FW min?] 0,014+0,006% 0,015+0,004*  0,008+0,002°" 0,016+0,004* 0,017+0,005%
Aktivnost POX [umol mgtFW min] 0,186+0,022¢ 0,25240,022¢"  0,200+0,014>" 0,220+0,006"" 0,293+0,020%"
Koncentracija katehin [mg g™*FW] 0,29740,001®  0,270+0,001°"  1,406+0,058*" 0,320+0,003°* 0,305+0,013""

Koncentracija galne
kiseline [mg g™*FW] 0,124+0,001®  0,138+0,001°"  0,206+0,001*" 0,154+0,002° 0,089+0,001""
Koncentracija malvidin [mg g™'FW] 0,013+0,001°  0,014+0,001°"  0,016+0,001%*" 0,017+0,001*" 0,013+0,001°

Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p=<0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u
okviru istog hibrida su predstaviljene slovima dok su razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali statisticki znacajnu razliku.
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Tabela 8.2. Parametri izmerena kod kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile izlozene vodnom suficitu 6 h, 24 h, 72 h i 144 h kod ZP 606 hibrida
kukuruza. Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti + SD.

Eksperimentalne grupe

Parametri Jedinice Kontrola 6h 24 h 72 h 144 h
N 4 0,494+0,032% 0,607+0,038* 0,411+0,077>"  0,382+0,009"  0,385+0,067°
Koncentracija H.O> [umol g~FW]
y . 6,016+2,021°  3,156+0,142° 7,12040,459""  7,829+0,195*  3,870%0,226™
Koncentracija MDA [umol g~ FW]

_ [Relativne jedinice mgprot™] ( 63310,022>"  0,925£0,136"°  0,9020,014  0,805+0,137%"  0,288+0,094°
Aktivnost SOD x10

0,019+0,0022 0,032+0,0062 0,019+0,001*"  0,017+0,006*°  0,026+0,005

Aktivnost CAT [umol mg™FW min?]
_ e 0,216+0,025°  0,434+0,019°  0,170+0,013%  0,227+0,010°  0,323+0,016""
Aktivnost POX [umol mg~FW min™]
) _ B 0,316+0,004"  0,336+0,0001"  0,291x0,008°"  0,308+0,014""  0,328+0,004"
Koncentracija katehin [mg g~FW]
Koncentracija galne B 0,106+0,002°  0,186+0,001*  0,100+0,001°"  0,123+0,001*"  0,122+0,001*"
kiseline [mg g~ FW]
Koncentracija B 0,015+0,001°  0,020+0,001*  0,0125%0,001°" 0,013+0,001" 0,0123+0,001"
malvidin [mg g~ FW]

Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p=<0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u

okviru istog hibrida su predstavijene slovima dok su razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali statisticki znacajnu razliku.
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Tabela 8.3. Koncentracija pojedinacnih polifenola upotrebom metode UHPLC/DAD/(+/—) HESI-MSIMS kod dva hibrida kukuruza (ZP 555 i

ZP 606) izlozenih vodnom suficitu u trajanju od 6, 24, 72 i 144 sati.

© o © ¢ ]
= £ = > s = < _ =
2 ERS 2 Z c S o c 2 é © 2 = @
*x §£ X 8£ 5 3 S 2 < e X 3 £
§ 28 g g8 ¢ & t8 § § £8 8 § =g
g 9x 3 g=x > VI = N¥ T £ =
£ o 45 = S g x =
Hibridi  Tretmani
Kontrola 0,956 0517 1,691 0,408 5,674 10,519 48,744 2,392 22,333 1,106 1,074 0,667 2,547
6h 0,000 1,150 1,357 0,347 2,764 6,266 42973 1,342 12605 0,253 0,824 0,355 1,570
ZP 555 24h 0,000 0,988 1,866 0,357 4,887 11,332 60,753 1,310 27,003 0,557 1,643 0,647 2,466
72h 0,000 0,000 1,230 0,241 4,432 10,467 41,439 1,682 31,346 0,268 0,756 0,321 1,766
144h 0,000 0,000 2,023 0,000 2,905 9,550 58,963 2,680 28,243 0,709 2,436 0,882 4,046
Kontrola 0,000 0,537 1,216 0,208 3,679 9,411 35245 0,879 21,101 0,310 0,750 0,286 1,222
6h 0,000 0,669 1597 0,144 3,295 13,194 46,984 1528 17,079 0,331 1,137 0,446 1,992
ZP 606 24h 0,000 0,575 1,344 0,000 2,907 5,431 38,210 0,682 20,893 0,309 0,946 0,344 1,265
72h 0,000 1,095 2,249 0,000 4,034 6,363 44719 1,340 26,030 0,288 0,780 0,316 1,469
144h 0,000 0,000 2,470 0472 3546 12520 63,665 0,816 36,703 0,246 1,271 0,498 1,876
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Prilog 2.

U Tabelama 8.4. (ZP 555) i 8.5. (ZP 606) su prikazane srednje vrednosti i standardne
devijacije relativnog sadrzaja vode, koncentracije H.O2, MDA, prolina, katehina, galne kiseline,
malvidina te aktivnost SOD, CAT, APX i POX izmerenih u vodnom deficitu kod kontrolnih
biljaka i biljaka koje su vodnom deficitu bile izlozene u trajanju od 8 i 15 dana.

U Tabeli 8.6. su prikazane koncentracije pojedina¢nih polifenola oba tetsirana hibrida
kukuruza.

Graficki prikazi i toplotne mape ovih parametara se nalaze u poglavlju Rezultati i

diskusija.
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Tabela 8.4. Parametri izmerena kod kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu 8 i 15 dana kod ZP 555 hibrida kukuruza,

Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti + SD.

Eksperimentalne grupe

Parametri Jedinice Kontrola 8 dana 15 dana
Relativni sadrzaj vode (RWC) [%0] 89,70+4,751% 89,30+10,933? 67,10+2,585°
Koncentracija H20- [umol gtFW] 0,38+0,091° 0,90+0,296%" 0,52+0,076%"
Koncentracija MDA [umol gtFW] 2,17+0,394° 3,78+1,035%" 4,10+0,102?
Koncentracija prolina [mg gtFW] 26,48+0,798%" 18,30+1,494"" 21,23+1,549°
[Relativne jedinice mgprot™]
Aktivnost SOD x108 0,23+0,070" 0,53+0,181° 0,79+0,123%"
Aktivnost CAT [umol mgtFW min™] 0,01+0,001° 0,02+0,005% 0,03+0,001%
Aktivnost APX [umol mgtFW min] 0,29+0,0152 0,30+0,103? 0,26+0,007%"
[Relativne jedinice mgprot™]
Aktivnost POX x10° 0,54+0,137" 0,65+0,218° 1,05+0,156%"
Koncentracija katehin [mg gtFW] 0,64+0,045° 0,25+0,025° 0,21+0,008"
Koncentracija galne kiseline [mg gtFW] 0,32+0,0472 0,13+0,0472 0,12+0,004%
Koncentracija malvidin [mg gtFW] 0,03+0,0172 0,02+0,005% 0,01+0,001%

Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p=<0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u

okviru istog hibrida su predstavijene slovima dok su razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali statisticki znacajnu razlik.
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Tabela 8.5. Parametri izmerena kod kontrolnih biljaka i biljaka koje su bile izlozene vodnom deficitu 8 i 15 dana kod ZP 606 hibrida kukuruza,
Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti + SD.

Eksperimentalne grupe

Parametri Jedince Kontrola 8 dana 15 dana
Relativni sadrzaj vode (RWC) [96] 89,50+2,629° 81,50+4,448° 58,609,794
Koncentracija H20; [umol gtFW] 0,37+0,043% 0,48+0,096% 0,35+0,002°"
Koncentracija MDA [umol gtFW] 1,92+0,246° 2,22+0,353"" 3,88+0,174%
Koncentracija prolina [mg gtFW] 21,83+2,958% 15,86+1,311"" 21,57+2,3012
[Relativne jedinice mgprot™]
Aktivnost SOD x10° 0,11+0,042°" 0,35+0,113% 0,38+0,1636%"
Aktivnost CAT [umol mgtFW min™] 0,01+0,005% 0,02+0,006% 0,02+0,013%
Aktivnost APX [umol mgtFW min] 0,260,054 0,30+0,0662 0,31+0,004*"
[Relativne jedinice mgprot™]
Aktivnost POX X108 0,67+0,032%" 0,71+0,0442 0,67+0,023%
Koncentracija katehin [mg gtFW] 0,26+0,070% 0,25+0,011° 0,24+0,011%
Koncentracija galne kiseline [mg gtFW] 0,25+0,053? 0,20+0,075? 0,21+0,059%
Koncentracija malvidin [mg gtFW] 0,02+0,004% 0,02+0,005% 0,02+0,003%

Postojanje statisticki znacajnih razlika je dobijeno primenom Studentovog t-testa za nivo znacajnosti p=<0,05. Statisticki znacajne razlike izmedu eksperimentalnih grupa u
okviru istog hibrida su predstavljene slovima dok su razlike izmedu hibrida predstavijene zvezdicama. Uzorci bez zvezdica nisu pokazali statisticki znacajnu razliku.
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Tabela 8.6. Koncentracija pojedinacnih polifenola upotrebom metode UHPLC/DAD/(+/—) HESI-MS/MS kod dva hibrida kukuruza

(ZP 555 i ZP 606) izloZenih vodnom deficitu u trajanju od 15 dana.

© « © ] ]
= > = % = = g _ <
2 ER: 2 - o c = S g c 2 S g 2 = I3
Hibridi Tretmani o S = < &= e kY S = 2 = S= = 3 =
X S o = 2 I = % 2 < s £ .2 9 3 g
k= o ¥ A > g%z = 8% = £ =
= ° = 3 Ny E L N
T o ¥ A =
— Kontrola 0,000 0,848 1,420 0,557 2,379 8,030 45,197 0,704 30,149 0,760 0,715 0,279 1,156
15 dana 0,000 1,238 1,231 0,728 2,661 4,255 42,763 1,043 17,020 0,611 0,615 0,328 1,356
7P 606 Kontrola 0,000 0,671 2,722 0562 3,936 11,949 40,738 0,785 29,828 1,172 10,819 0,313 1,406
15 dana 0,000 0,872 1,787 0,494 3,307 14,587 35,554 0,867 18,739 0,723 0,702 0,302 1,382
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Prilog 3.

Na Slici 8.1 su prikazani UHPLC/DAD/(+/—) HESI-MS? hromatogrami ekstrakata dva
hibrida kukuruza, ZP 555 i ZP 606.
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Slika 8.1. Hromatogrami ekstrakata dva hibrida kukuruza, ZP 555 i ZP 606, dobijeni upotrebom
UHPLC/DAD/(+/—) HESI-MS? metode.
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Osaj Obpaszay uunu cacmagnu O0eo OOKMOPCKe oucepmayuje, O0OHOCHO OOKMOPCKOZ2
YMemHuuKoe npojexma koju ce opanu Ha Ynueepzumemy y Hosom Caoy. Ilonyrwen Obpazay
VKOpuuumu u3za mekcma OOKMOpPCKe oucepmayuje, OOHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2
npojexma.

[Lman Tpermana nojgaraka

Edextu BogHor nehunura U CypunuTa Ha aHTHOKCHIATHBHU CHCTEM KOJ JiBa XUOpuaa KyKypysa (Zea
mays L.)

a) YHusepsuteTy Hosom Cagy, MpupoaHO-maTemaTuKK dakyaTeT
6) VYuusepsuret y bamoj Jlymm, [IpuporHo-maremMaTnaku hakynrer

JlokTopcke akaneMcke crynuje Ouonoruje Ha [IpupoaHo-MaremaTnakoM (GakynTery,
VYuusepsutera y Hosom Cany.

UctpaxkuBama 00yxBaheHa 0BOM JOKTOPCKOM JHCEPTAIIA]jOM CYy JI€0 TIPOjEeKTa MOI Ha3HBOM:
LHCTpakuBame OMOXEMH]CKUX MEXaHW3aMa OJroBopa Onsbaka Ha XUMOKCH]Y U roBehany
KOHIICHTPAIIM]y PEaKTUBHUX BPCTa KUCEOHHWKA HACTAIMX ITOJI YTUI[AjeM IOTUIaBe U CyIie™
(19/6-020/961-118/18) dunancupaHor o cTpaHe MUHHCTAPCTBA 38 HAYYHOTEXHOJIOIIKH
pa3Boj U BUCOKO 00pa3oBame U nHMopMaImoHo apymrTo Pemybmauke Cpricke.

1.1 Bpcra ctynuje

Ykpamko onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu nPuKynsajy
JlokTOopCcKa uceprarmja

1.2 Bpcre nomaTaka
(a) KBAHTUTATUBHU

(0) kBanuTaTHBHU

1.3. HauuH npuKyIbama I1ogaTaka
a) aHKeTe, YIUTHHUIN, TECTOBH
0) KIIMHWYKE MTPOIIeHE, MEIUIIMHCKH 3alMCH, SIICKTPOHCKH 3IPAaBCTBCHH 3aITHCH
B) TCHOTHIIOBH: HAaBECTH BPCTY
') aIMHHHCTPATHUBHH IOAITN: HABECTH BPCTY
1) Y30pIIM TKUBA: HABECTH BPCTY

) cHUMIH, (hoTorpaduje: HaBECTH BPCTY

( ©))rexcr, HaBectn BpeTy nperiaes JIuTeparype
Maria, HaBeCTH BPCTY
CTaJI0: OMUCATH J1a00PaTOPUJCKH CKCIEPUMEHTH U MEPEHha

1.3 ®dopmar noznaTtaka, ynorpedsbeHe ckaje, KOIMUuHa 0AaTaka

1.3.1 Yorpebspenu copTBep M PopMaT TaTOTEKE:
a) Excel ¢aji, natoreka _.Csv, .XIsX

b) SPSS ¢ajn, matoreka
c) PDF ¢ajn, natoreka pdf

d) Tekcr dajn, maroreka .docx

e) JPG ¢ajn, natoreka ipaq, .tiff
f) Ocraino, natoreka




1.3.2. bpoj 3anuca (ko KBAHTUTATUBHUX IO/IaTaKa)

a) 6poj Bapujabmu 149 (Boguu cydunmt) u 80 (Boaum aebuimt), ykynHo 229 sapujadiu
0) Opoj Mepera (MCIUTaHKKA, TPOLIEHA, CHUMAKa U CJ1.) _ BEJIMKH Opoj

1.3.3. IloHoBJbEHA MEpEma
@y
0) HE

YKOJHKO je 0roBop J1a, OATOBOPHUTH Ha cieneha muTama:
@ BPEMEHCKH pa3Mak u3Mel)y MOHOBJbEHUX Mepa je aeHuHHCcaH TPUMECHEHOM

METOJIOM

Bapujabiie Koje ce BUIIE IyTa Mepe OJJHOCE Ce Ha HUCITUTHBAHE
KapaKTePUCTUKE aHATM3UPAHUX CHCTEMA
B) HOBe Bep3uje (ajiaoBa Koju caJipie MOHOBJbEHA MEpemha Cy MMEHOBaHE Kao
Hanomene:

Jla mu gpopmamu u cogpmeep omoeyhasajy oemerve u 0yeopouHy 8aiuOHOCH No0amaxka?
2
0) He

AKko je 002060p He, 0bpaznoxcumu

2.1 Meromoiioryja 3a IpUKYIJbakbe/TeHEPUCAbE MoJaTaKa

2.1.1. Y OKBHpY KOT' HCTPAKUBAYKOT HAIPTA Cy MOJAIM IPUKYIIJbEHH?
KCIIEPHMEHT, HABECTH THIT aHAJIN3a OMOXEMM|CKHX M (DU3UOJIOMIKUX KapaKTEPUCTUKA
cucrema
(6))kopenaiuoHo HCTPaXKUBAE, HABECTH THIT _KOPEIAIMOHU KOEeDUIU]EHTH
@) aHamM3a TEeKCTa, HABECTH TUIT INPUKYIIJbAE MMOATAKA U3 JIMTEPATYPHUX U3BOPA
1) OCTaJIO, HAaBECTH IITa

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCMPYMEHAMA UIU CIMAHOapoe nooamaxa cneyuuynux 3a oopehery
HayuHy OUCyuniuny (axo nocmoje).
UV-Vis ciektpodoromerap, teuna xpomatorpaduja (HPLC/DAD i

UHPLC/DAD/(+YHESI-MS/MS), enektpodopesa, okcumerap, pH merap.

2.2 KpanuTer nopataka v cTaHIapau

2.2.1. TpermaH HegocTajyhux mojgaTaka
a) Jla mu matpura canpxu HemocTajyhe monatke? Z[

AKo je 0ZIroBOp Ja, OArOBOPUTH Ha ciefeha nurama:
a) Komnukwu je 6poj Henocrajyhux momaraka?
0) Jla mu ce KOpuCHUKY MaTpHIle Ipenopyyyje 3ameHa Henocrajyhux momaraka? Jla He
B) AKO je oAroBOp Aa, HABECTH CYTreCTHje 3a TpeTMaH 3aMeHe HeaocTajyhnx nogaraka




2.2.2. Ha Koju Ha4MH je KOHTPOJIMCAaH KBaJIuTeT nogataka? Omnucatu

CTaTHCTUYKOM OponucHOM I[O6Hi€HHX pe3yiaTara u HODehCH:eM CKCIICPUMCHTAJIHUX U

TEOPUCKUX [OIATAKA

2.2.3. Ha koju HauuH je u3BpIleHa KOHTPOJIa YHOCA TojjaTaka y MaTpHILy?
CTaTUCTUYKOM KOHTPOJIOM H3BEACHOT

pe3yjITara

3.1. TpermaH u yyBame mojgaTaka

3.1.1. llooayu he bumu oenonosanu 'y _Penozumopujymy 0okmopckux oucepmauyuja na

Yuueepsumemy v Hosom Caoy

3.1.2. URL aopeca
3.1.3. DOI

3.1.4. /la mu he nodayu bumu y omeopeHom npucmyny?
lla

0) a, anu nocie embapea xoju hie mpajamu 0o

8) He

Axko je o02080p He, Hasecmu pasnoe

3.1.5. llooayu nehe 6umu oenoHosanu y peno3umopujym, aiu he oumu 4yeamu.
Obpasnooicerve

3.2 Meranonany 1 JOKyMeHTaIija mojaTaka
3.2.1. Koju cranmapx 3a meraronatke he Outu npuMemen?

3.2.1. HaBectn MeTamomaTKe Ha OCHOBY KOJUX Cy MOJAIH JCTIOHOBAHU Y PEIIO3HTOPHU]YM.

Ako je nompebHo, Hagecmu memooe Koje ce Kopucme 3d npey3umarbe nooamaxd, aHaiumuyxe u
npoyedypanne uHpopmayuje, HUX080 KOOUparbe, 0emasbHe ORUce 8apujabau, 3anuca umo.

3.3 CtpaTerdja u cTaHJapAH 3a YyBambe IofgaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuona he mogany OWTH YyBaHU y PEIIO3UEERH]YMY?
3.3.2. la mu he nomanu OUTH AETIOHOBAHU IO Hm(prM? He
3.3.3. la mu he mmdpa 6utu goctynHa ogpehenomM Kpyry ucTpakupaya? He
3.3.4_Jla mu ce mogary Mopajy YKJIOHUTH M3 OTBOPEHOT TPUCTYIIA IOcie M3BECHOT BpeMeHa?
Ha

Ob6pa3fioxuTu




Ogaj onesbak MOPA OuTH NonysmeH ako Ballld MOJAIM YKJbY4Y]y JIMYHE MOJIATKE KOjU C€ OJJHOCE Ha
YUYECHUKE Y UCTPaKUBamy. 3a Apyra UCTpakuBama Tpeba Takole pa3sMOTPUTH 3alITUTY M CUTYPHOCT
rojaTaxa.

4.1 dopManHu CTaHAAPAM 3a CHTYPHOCT HH(OpMaILrja/oaaTaKa

HcrpakuBauu KOju CIIPOBOJIC UCIIMTHBAA C JbYAUMA MOPajy Ja ce IpuIpKaBajy 3aKoHa O 3allITHTH
noparaka o smunoctu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_ o_licnosti.html) u
oaroapajyher HHCTUTYLIMOHAHOT KOJIEKCa O aKaJIeMCKOM UHTECTPUTETY.

4.1.2. Jla 1 je ucTpakuBame 0100peHo o/ cTpaHe ernuke komucuje? Jla He
Axo je oarosop /la, HaBeCTH JaTyM M HA3UB €THUKE KOMHCH]jE KOja je 0o0pHiia HCTPaKUBamke

4.1.2. la v ojiaIy yKJbyuyjy JIMYHE MTOJIATKE YYSCHHUKA Y UcTpakuBamwy? [la He
AKO je oroBOp J1a, HABEAKWTE HA KOJU HAYHMH CTE OCUT'YPaId TTOBEPJBUBOCT M CUTYPHOCT HH(OpMaIrja
BE3aHMX 3a UCIIUTAHUKE:

a) [Moganu HKICY y OTBOPEHOM MPHUCTYITY
0) [Momaiu cy aHOHUMHU3WPAHU
1) Ocrano, HaBeCTH IITa

5.1. llooayu he 6umu
[a8HO OOCMYNHU

Docmynnu camo ycKom Kpyey ucmpasxcusada y oopelienoj Hayunoj ooracmu
) 3ameopenu

Axo cy nooayu 0ocmynHu camo yCKOM Kpy2y UCHPpAadicueayd, Hagecmu noo Kojum Ycioeuma Mo2y od ux
Kopucme:
VY3 npeTxo/iHy KOMYHHUKAIM]y U TUCMEHO 0100pee BIacHUKA No1aTaKa

Axo ¢y nooayu 0ocmynHu camo yCKOM Kpy2y UCHpadicueayd, Hagecmu Ha Koju HauuH Mo2y

npucmynumu nodayuma: _JlooujameM mudpe BIaCHUKA 0gaTaKa 3a MPUCTYII OIAIMMa KOJU

cy noxpameHu y Penosutopujymy Yuusepsurera v Hosom Cany

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmsenu nooayu Oumu apxusupaHu.
AyTOpCTBO — HEKOMEpLIMjalTHO — 0e3 npepaje

6.1. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy 61acHuxa (aymopa) nooamaxa
Haramma Jlykuh, e-mail: natasa.lukic104@gmail.com

6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn adpecy ocobe Koja oopaicasa Mampuyy ¢ nooayuma
Harama JIykuh, e-mail: natasa.lukicl104@gmail.com

6.3. Hagecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omocyhyje npucmyn nodayuma opyeum
UCmpasjNcusauuma
Hatama Jlykuh, e-mail: natasa.lukic104@gmail.com
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