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FizioloSke, biohemijske i molekularne osnove tolerantnosti na susu i
osmotskKi stres u ranim vegetativnim fazama razvoja odabranih genotipova

roda Pisum

Abstrakt

Susa i osmotsKi stres, pored efekata na rastenje i razvice biljaka, dovode i do
oksidativnog stresa i nastajanja velike koli¢ine reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS).
Kako bi neutralisale Stetne efekte ROS, biljke su razvile antioksidativne sisteme
zaStite. Cilj istraZivanja ove disertacije je bio da se detaljno prouce fizioloski i
biohemijski procesi koji su u osnovi reakcija biljaka sto¢nog graska na suSu i
osmotski stres. Cilj je bio i da se u ova ispitivanja ukljue i molekularna
istrazivanja, koja bi, uz analizu procesa rastenja i drugih fizioloSkih procesa
(aktivnost antioksidativnih enzima, akumulacije i distribucije stres hormona
abscisinske Kiseline), znac¢ajno doprinela razumevanju efekata, ne samo osmotskog

i stresa suse, vec¢ i oksidativnog stresa na biljke sto¢nog graska.

[straZivanja su vrSena na 7 odabranih genotipova roda Pisum iz kolekcije
Instituta za ratarstvo i povrtarstvo iz Novog Sada. Tretmani su obuhvatili dva
eksperimentalna sistema: osmotski stres i suSu. Za indukciju osmotskog stresa su
koriS¢ene razlic¢ite koncentracije rastvora osmotikuma PEG 6000 osmotskog
potencijala (od -0,1MPa i -0,2MPa) primenjene u kra¢em (10 dana) i duZem
vremenskom intervalu (15 dana) kod klijanaca i ponika biljaka. Kao kontrolna
varijanta je koriS¢ena voda bez dodatka PEG 6000. Eksperiment suSe je obavljen
kod biljaka gajenih u kontrolisanim uslovima (u fitotronskoj komori) i to tako da
su biljke zalivane optimalno do pojave treceg para listova, a potom je suSa u
zemlistu izazvana prekidanjem zalivanja biljaka do 18% (umerena susa) i 9%
sadrZaja vode u spustratu (jaka susa). Biljke u kontroli su zalivane do optimalnog
vodnog reZzima zamljiSta (36% sadrZaja vode u supstratu). U ogledu osmotskog
stresa u fazi klijanja su obavljena fizioloska ispitivanja uticaja osmotskog stresa na
% Kklijavosti i srednje vreme klijanja ili Mean Germination Time, dok su u fazi

ponika obavljena ispitivanja duZine i biomase nadzemnog dela i korena, kao i



odnosa suve mase nadzemnog dela i korena, a izraCunat je i indeks tolerantnosti za
nadzemni deo i koren. Biohemijska ispitivanja su obuhvatila merenja koncentracije
stres hormona abscisinske kiseline (ABA) i aktivnosti antioksidativnih enzima
(superoksid dismutaze, askorbat peroksidaze i glutation reduktaze), dok su
molekularna istrazivanja obuhvatila analizu ekspresije gena za antioksidativne
enzime (Cu/ZnSOD, cAPx i GR) i 3 gena za enzim aldehidnu oksidazu (PsA01, PsAO2
i PsA0O3), koja ucestvuje u biosintezi abscisinske kiseline. U eksperimentu suse
obavljena su ispitivanja biomase, provodljivosti stominih Celija, koncentracije ABA,

aktivnosti istih enzima i gena kao u ogledu osmotskog stresa.

Dobijeni rezultati su pokazali da je osmotski stres znacajno uticao na
ispitivane biljke u obe rane vegetativne faze njihovog razvoja (fazi klijanja i fazi
ponika), ali i da je taj efekat zavisio od stepena stresa, njegovog trajanja i
ispitivanih sorti sto¢nog graska. Kod svih sorti se sa pove¢anjem nivoa osmotskog
stresa znacajno smanjuje procenat klijavosti, produZuje srednje vreme klijanja i
usporava ukupno vreme Kklijanja. Osmotski stres i duZina njegovog trajanja su
znacajno uticali na rast vegetativnih organa ponika (nadzemni deo i koren) i
akumulaciju biomase i taj efekat se viSe odrazio na rast nadzemnog dela u odnosu
na rast korena, a to su potrdile i vrednosti indeksa tolerantnosti koren. Na osnovu
ovih vrednosti sve sorte se mogu podeliti na tolerantne (Mraz i Dukat), srednje
tolerantnih (Trezor, Pionir i Partner) i osetljive sorte (Junior i Javor).Koncentracija
ABA je merena u nadzemnim delovima ponika i kod jedne grupe sorti (Javor,
Partner i Junior) je doSlo do znacajnog povecanja sadrzaja ABA, dok je kod drugih
doslo do smanjenja koncentracije ABA (Mraz, Dukat, Pionir i Trezor) Sto ukazuje
da ispitivani procesi nisu kod svih sorti pod kontrolom ABA: Aktivnost
antioksidativnih enzima je bila povecana pod uticajem osmotskog stresa, ali su se
kod razlic¢itih sorti ukljucivali razli¢iti enzimi Sto moZe da ukaZe i na razliciti stepen
tolerantnosti ispitivanih sorti. Kod tolerantne sorte Trezor mehanizam uklanjanja
ROS bazira na konstantno povecéanoj aktivnosti sva tri enzima, dok je kod sorti

Junior i Javor, koje su osetljivije na osmotski stres, aktivnost enzima je smanjena.



[spitivanja efekta suSe na sorte graska su pokazala da se sorte razlikuju i u
akumulaciji biomase i njenoj distribuciji, kao i u indeksu tolerantnosti ispitivanih
organa. Na osnovu ovih parametara biomase, ispitivane sorte graska se mogu
podeliti u tri grupe: tolerantne (Dukat, Partner), srednje tolerantne (Trezor, Pionir,
Junior) i osetljive (Javor i Mraz). Reakcije stoma su se takode razlikovale ali samo u
uslovima umerene suSe, dok su u uslovima jake suSe sve sorte reagovale sli¢no -
brzim zatvaranjem stoma. Korelativni odnosi izmedu sadrzaja ABA u listovima i
promene provodljivosti stominih Celija su pokazali da je akumulacija ABA u
listovima najviSe uticala na provodljivost stoma kod sorte Dukat (povecanje 10
puta), kao i da se ovaj tip reakcije moZe pripisati "hemijskim signalima" suSe.
Nasuprot tome, najmanja osetljivost stominih celija sorte Javor na povecanu
koncentraciju ABA (porast 2,5 puta) ukazuje na "hidraulicne signale suse". U
uslovima suSe se povecava aktivnost antioksidativnih enzima i te promene, iako
manje izraZene u odnosu na uslove osmotskog stresa, mogu da ukazu na razliciti
stepen osetljivosti ispitivanih sorti. Kod tolerantne sorte Trezor mehanizam
uklanjanja ROS se bazira na konstantno povecanoj aktivnosti sva tri enzima, dok je
kod osetljive sorte Javor aktivnost ovih enzima je smanjena. Rezultati analize
ekspresije gena koji kodiraju antioksidativne enzime (Cu/ZnSOD, cAPx, GR) ukazuju
da je reakcija ispitivanih sorti na ROS, nastalih u osmotskom ili stresu suse,
rezultat povecane ekspresije ispitivanih gena kod tolerantnih sorti, odnosno
smanjene ekspresije kod osetljivih sorti.Rezultati su kod ispitivanih sorti graska
potvrdili ekspresiju tri gena (PsAO1, PsAOZ2 i PsAO3) neophodnih za klju¢ni enzim
aldehidnu oksidazu u biosintezi ABA. S obzirom na to da je ekspresija gena PsA03
bila konstantno povecana pod uticajem i osmotskog stresa i suSe, moZe se
zakljuciti da je ovaj gen od primarnog znacaja za biljke graska izloZzene delovanju

stresa.

Dobijeni rezultati ukazuju da se na osnovu relativno jednostavnih metoda
kao Sto su odredivanje procenta klijavosti i porasta ponika, moZe izvrsiti testiranje
veteg broja genotipova graska na osmotski stres. Takode, molekularne analize za
antioksidativne enzime (SOD, APx i GR) mogu biti korisne za ocenjivanje

tolerantnosti genotipova sto¢nog graska na osmotski stres i susu.
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Physiological, biochemical and molecular basis of drought and osmotic stress
tolerance in the early stages of vegetative development of selected Pisum

genotypes

Abstract

Drought and osmotic stress, in addition to the effects on plant growth and
development, lead to oxidative stress and the production of a large quantity of
reactive oxygen species (ROS). Plants have developed antioxidant defense
mechanisms in order to neutralise the damaging effects of ROS. The aim of this
dissertation was to investigate the physiological and biochemical processes which
are in the base of field pea reaction to drought and osmotic stress. The aim was
also to include molecular research in the study, along with the analysis of growth
and other physiological processes (activity of antioxidant enzymes, accumulation,
and distribution of plant stress hormons abscisic acid), which would significantly
improve understanding of not only osmotic and drought stresses, but also about

the effects of oxidative stress on field pea plants.

Studies were conducted on seven selected genotypes of the genus Pisum
from the collection of the Institute of Field and Vegetable Crops, Novi Sad.
Treatments consisted of two experimental systems: osmotic and drought stresses
and drought in the environmental test chamber. For induction of osmotic stress
different concentrations of osmotic solutions PEG 6000 (-0.1MPa and -0.2MPa)
were used in a shorter (10 days) and longer time interval (15 days). Water without
PEG 6000 was used as control. The drought experiment was conducted in control
conditions (phytotron chamber) in a such waz that the plants were irrigated at the
optimal soil water content until the third pair of leaves began emergence, after
which soil drought was induced by termination of irrigation up to 18% (moderate
drought), and 9% substrate water content (severe drought). Control plants were
irrigated at the optimal level of soil water regime (36% substrate water content).
In osmotic stress experiment in the germination stage physiological tests included
measurements of germination percentage and Mean Germination Time, while in

the seedling stage was performed testing of the length and biomass of plant shoot



and root, as well as shoot dry weight and root dry weight ratio (shoot/root ratio)
and calculation of the tolerance indexes for the shoots and roots. Biochemical
testing included measurements of concentrations of abscisic acid hormone (ABA)
and the activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase, ascorbate
peroxidase and glutathione reductase), while molecular testing consisted of
analysis of gene expression of antioxidant enzymes (Cu/ZnSOD, cAPx and GR), and
three genes of aldehyde oxidase (PsAO1, PsAOZ and PsA03) which participates in
abscisic acid biosynthesis. In drought experiments measurements of plant biomass,
stomatal conductivity, ABA concentration was conducted as well as the activity of
the same antioxidant enzymes and expression of genes as in osmotic stress

experiment.

The obtained results revealed that osmotic stress significantly affected the tested
plants in both early vegetative stages of plant growth (germination and seedling),
but also the effect depended on the level of stress, duration of stress, and the tested
field pea cultivar. Increase in osmotic stress significantly decreased germination
percentage in all the tested cultivars, increased Mean Germination Time, and
decreased total germination time. The mentioned changes occured at the lowest
level of stress (-0.1MPa). Osmotic stress exposure and its duration significantly
affected the growth of seedlings (shoot and root) and the accumulation of biomass,
while its effect was more prominent on the growth of the shoot than on root
growth, and this was also confirmed by root tolerance index. Based on these
results all cultivars could be divided into tolerant (Mraz, Dukat), medium-tolerant
(Trezor, Pionir, Partner) and sensitive to osmotic stress (Junior, Javor).
Measurements of ABA concentration in the shoot of seedlings were also conducted
and a significant increase in ABA content was noticed in one group of cultivars
(Javor, Partner, Junior), while a decrease in ABA concentration in other cultivars
(Mraz, Dukat, Pionir, Trezor) pointed out that investigated processes are not in all
cultivars under control of ABA. Activity of antioxidant enzymes was increased
under osmotic stress. but different enzymes were activated in the different
cultivars, which might indicate a different degree of tolerance. In the tolerant

cultivar Trezor the mechanism of eliminating ROS was based on the constantly



increased activity of all three enzymes, while in cultivars Junior and Javor, more

sensitive to osmotic stress, the activities of enzymes were decreased.

The investigations of drought effects on investigating cultivars showed
differences in biomass accumulation and its distribution, as well as in indices of
drought tolerance. On the base of these results the tested pea cultivars can be
divided into three groups: tolerant (Dukat, Partner), moderately tolerant (Trezor,
Pionir, Junior), and sensitive (Javor, Mraz). The stomatal reactions also differed
between cultivars, but only under moderate drought conditions, while all cultivars
reacted by the faster stomatal closure under severe drought. The correlation
between ABA in leaves and changes in stomatal conductance revealed that
stomatal conductance in cultivar Dukat was most affected by the accumulation of
ABA in leaves(10 x increase) and that this reaction could be explained by "chemical
signals" of drought. Contrary to the previous, the lowest stomatal sensitivity to
increased concentration of ABA (2,5 x increase) in cultivar Javor indicates the
"hydraulic signals" of drought. Drought conditions increase the activity of
antioxidant enzymes, but although these changes were less pronounced than in
osmotic stress conditions, they also indicate different degree of sensitivity in the
tested cultivars. In the tolerant cultivar Trezor, the mechanism of eliminating ROS
is based on the constant increase in activity of all three enzymes, while their
activity is decreased in the sensitive cultivar Javor. The results of the analysis of
gene expression coding for antioxidant enzymes (Cu/ZnSOD, cAPx, GR) showed that
the reaction of the tested cultivars to ROS, created under osmotic or drought
stress, was the result of increased expression of the tested genes in tolerant
cultivars, i.e. decreased expression in sensitive cultivars.Results obtained in the
study of pea cultivars confirmed expression of three genes (PsA01, PsAO2 i PsAO3)
needed for the synthesis of enzyme aldehyde oxidase key for ABA biosinthesys. As
the expression of gene PsAO3 had constantly been increased under osmotic stress
and drought conditions, it could be concluded that the this gene is of primary

importance for pea plants exposed to stress.



The obtained results show that, the reaction to osmotic stress can be tested
in different pea plants, based on the simple methods such as germination
percentage and seedling growth rate. Likewise, molecular analyses for antioxidant
enzymes (SOD, APx and GR) can be useful for testing tolerance to osmotic stress

and drought stress in field pea genotypes.

Keywords: genotype, RNA, gene expression, antioxidant enyzmes, ABA,

pea, drought, osmotic stress, germination tolerance index.
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UvoD

1.UVOD

Biljke su u toku svog Zivotnog ciklusa konstantno izloZene razli¢itim
uslovima Zivotne sredine, koji uti¢u na njihov rast i razvoj. Ukoliko je dejstvo
faktora sredine izvan granica optimuma za odvijanje fizioloSkih procesa odredene
biljne vrste, a za posledicu ima smanjenu produktivnost i znacajno smanjenje
prinosa poljoprivredno znacajnih kultura, onda se oni oznacavaju kao stresni

faktori ili stresori.

Stresni faktori mogu biti abioticki - koji su u osnovi fiziCko-hemijske
prirode i bioticki — koji su bioloske prirode, ali i antropogeni koji nastaju pod
dejstvom Coveka. U abioticke faktore spadaju: temperatura (visoka i niska), voda
(deficit - susa i viSak - poplava), radijacija (elektromagnetna i jonizujuca), razliciti
hemijski agensi (soli, joni, organska jedinjenja kao Sto su herbicidi i insekticidi),
kao i razliciti faktori od manjeg znacaja kao Sto su npr. vetar, pritisak, zvuk,
magnetizam, elektricitet. U grupu biotickih stresnih faktora spadaju razliCiti biljni
patogeni (najviSe gljive, bakterije i virusi), insekti, nematode, herbivore, kao i
kompetitivni odnosi za prirodne resurse u agrofitocenozama. Pored ovih
nabrojanih tzv. primarnih stresnih faktora mogu se javiti i sekundarni stresni
faktori koji su nastali kao rezultat dejstva primarnih stresnih faktora. U
sekundarne stresne faktore spada oksidativni stres koga mogu da indukuju mnogi
primarni faktori (susSa, ekstremne temperature, visak svetlosne energije, ozon ili
patogeni) tako Sto dovode do poremecaja u transportu elektrona u fotosintezi i
koriS¢enja redukovanih ekvivalenata u metabolizmu biljaka. Slicno je i sa
osmotskim stresom koga mogu indukovati razni primarni stresni faktori (susa,
visoka i niska temperatura, soli u zemljisStu i dr.) koji, izazivaju¢i dehidrataciju

Celija, remete osmotski i jonski homeostazis u njima (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012).

Uticaj abiotickih stresnih faktora na fizioloSke procese biljaka je
kompleksan i zavisi od intenziteta stresa i vremena njegovog delovanja, od biljne

vrste i od stadijuma ontogeneze biljaka u kojima oni deluju. Zbog sve viSe izrazenih
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klimatskih promena i smanjenja raspoloZivih vodnih resursa i to kako za urbane,
tako i za industrijske ili poljoprivredne potrebe, sve viSe je izrazen efekat suSe, a

smatra se da ¢e u buduc¢nosti uticaj ovog faktora biti jo$ izraZeniji (IPCC, 2007).

SuSa je u svetu jedan od najznacajnijih abiotickih stresnih faktora koji
ogranicava biljnu proizvodnju. Prema procenama, oko 90% obradivog zemljista je
pod uticajem jednog ili viSe stresova Zivotne sredine (Dita i sar., 2006), od cega je
oko 26% ugroZeno nedostatkom vode (Blum, 1986). Smatra se da u poredenju sa
svim ostalim vrstama abioti¢kog stresa kojima su biljke izloZene, suSa najviSe utice
na njihov rast i produktivnost (Shao i sar., 2008), kao i da gubici prinosa u
poljoprivrednoj proizvodnji uzrokovani suSom verovatno premasuju gubitke
uzrokovane svim ostalim faktorima zajedno (Foolad, 2007). U Srbiji, nedostatak
zimskih padavina zajedno sa letnjim suSnim periodima smanjuje proizvodnju i
redukuje prinos gajenih biljaka (Eitzinger i sar., 2008). Klimatski modeli i procene
Svetske meteoroloSke organizacije su da ¢e se u regionu Juzne Evrope, kome
pripada i Republika Srbija, u narednom periodu, pored daljeg trenda porasta
temperature vazduha, nastaviti i dalje smanjenje padavina pra¢eno smanjenjem
vlazZnosti zemljiSta i raspolozivosti vodnih resursa. Takode se ocekuje i porast

ekstremnih klimatskih pojava (Kjellstréom i sar., 2007).

Za prevazilaZenje negativnih efekata suSe u savremenoj poljoprivrednoj
proizvodnji uglavnom se koriste dva pristupa i to: stvaranje otpornih sorti i hibrida
na susu i poboljSanje agrotehnickih mera u oblastima gde biljke mogu biti izloZene
susi. U osnovi oba pristupa je razumevanje efekata suse na biljke i adaptivnih

reakcija koje doprinose tolerantnosti biljaka na susu.

U poljoprivredne kulture ¢ija proizvodnja moZe biti ugroZena suSom spada i
graSak. U mnogim delovima sveta, suSa utiCe na kvalitet i na kvantitet prinosa
graSka (Wood, 2006; Magyar-Tabori i sar.,, 2011). Grasak (Pisum sativum L.) je
veoma znacajna povrtarsko-krmna vrsta. Nakon soje i pasulja, predstavlja trec¢u
najvazniju leguminozu i uzgaja se na preko 6 miliona ha svetu (FAO, 2013),

odnosno na preko 35000 ha u Srbiji (Mihailovi¢ i sar., 2009). Koristi se u ishrani
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ljudi i domacih Zivotinja. StoCni graSak, pre svega zbog niskog sadrZaja
antinutritivnih materija i relativno visokog sadrzaja proteina u zrnu, nalazi Siroku
primenu, posebno u proizvodnji stocne hrane. Zrno sto¢nog graska je sastavni deo
kvalitetnih krmnih smesSa, dok se nadzemni deo moze koristiti kao kabasta sto¢na
hrana (zelena krma, silaza) (Karagi¢ i sar, 2007). Zbog simbioze sa
azotofiksiraju¢im bakterijama sto¢ni grasak ima veliku ulogu u obezbedivanju
zemljista znacajnim koli¢inama azota (oko 43 kg/ha) zbog Cega se Cesto Koristi i
kao zelenisno dubrivo (Oelke i sar., 1991). S obzirom na to da zahteva minimalnu
primenu azotnih dubriva, pogodan je usev i sa stanoviSta proizvodnje zdrave i

ekoloski bezbedne hrane (Eri¢ i sar., 2002).

Grasak, kao i druge leguminoze, zahteva relativno velike koli¢ine vode
tokom vegetacije. Imaju¢i u vidu da je voda pokreta¢ metabolickih procesa
neophodnih za klijanje, kao i za sintezu novih jedinjenja, dovoljna koli¢ina vode u
poCetnim fazama neophodna je kako bi ponik bio dovoljno razvijen da prevazide
ostale nepovoljne uslove sredine (lo§ mehanicki sastav zemljiSta, neadekvatno
pripremljeno zemljiSte i sl.) i nastavi sa rastenjem i razvicem. Biljke graska su
najosetljivije na nedostatak vode u zemljiStu od poCetka butonizacije do cvetanja.
Nakon cvetanja, kao i kasnije tokom faze nalivanja zrna, osetljivost graska na
nedostatak vode je mnogo manja (Andersen i Aremu, 1991). Ti rezultati ukazuju na
potrebu da se ispita dejstvo suSe i reakcije razli¢itih genotipova graska u ranim
istraZivanja reakcija biljaka u ranim fazama razvi¢a (klijanje i razvoj ponika) se
najcesce ne koriste ogledi u polju jer uticaj suSe u tim uslovima ne omogucava
preciznu fenotipsku karakterizaciju reakcija biljaka. Zato se za fenotipsku
karakterizaciju u ranim fazama primenjuju metode u kojima se biljke gaje i ispituju
u kontrolisanim uslovima (Annicchiarico i lannucci, 2008), a ¢esto se za indukciju

stresa koriste osmotikumi kao Sto je primenjeno i u ovoj doktorskoj disertaciji.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Grasak kao objekat istraZivanja

Grasak vodi poreklo iz severozapadnih delova Indije i Avganistana (Vavilov,
1935), odnosno jugoistoCne Evrope, severozapadne Azije i severoistoCne Afrike
(Zeven i Zhukovsky, 1975). Rod Pisum L. pripada familiji Fabaceae Lindl. (syn.
Leguminosae ]Juss.; Papilionaceae), podfamiliji Papilionideae i kolenu Vicieae
Bronn., zajedno sa rodovima Lathyrus L., Lens Mill., Vavilovia A. Fedorov i Vicia L.,

od kojih se u najveéoj meri razlikuje po prisustvu krupnibh, listolikih zalistaka.

Jedna od najprihvacenijih klasifikacija (Davis, 1970) rasclanjava rod Pisum
L. na tri vrste: Pisum sativum L., Pisum abyssinicum A. Br. i Pisum fulvum Sibth. &
Sm., pri Cemu prva vrsta obuhvata dve podvrste, sativum i elatius (Bieb.) Aschers. &
Graebn. U okviru podvrste sativum postoje dva varijeteta, sativum i arvense (L.)
Poiret, dok se podvrsta elatius deli na tri: elatius, brevipedunculatum Davis &

Meikle i pumilio Meikle (syn. P. humile Boiss. & Noé).

a) b)

Slika 1. a) Mlade biljke sto¢nog graska; b) seme sto¢nog graska.

Gajenje graska se uspesSno odvijalo hiljadama godina, na prvom mestu zbog

niskog sadrZaja antinutritivnih materija (Liener, 1982) i relativno visokog sadrZaja
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proteina u zrnu od oko 25% (Monti, 1983). Grasak uspeva u svim oblastima sa
umerenom klimom na obe zemljine polulopte i predstavlja jedan od najvaznijih
useva u ishrani ljudi i domacih Zivotinja (Maxted i Ambrose, 2000). Grasak je
znacajan sastojak u ishrani stanovnistva Evrope, zemalja bivSeg Sovjetskog Saveza,
Indije, Kine i Severne Amerike (Roy Davies, 1995). U svetu se godiSnje proizvede
preko 10 miliona tona za suvo zrno (FAO, 2013), Sto odgovara povrsSini od preko 6
miliona ha i prose¢nom prinosu zrna od oko 17000 kg/ha u 2013. godini (FAO,
2013).

Stoc¢ni grasak (slika 1) je dobro prilagoden agroekoloskim uslovima Srbije,
posebno na one koji preovladuju u njenom severnom i srediSnjem delu. Gajenje
graska, ozimog i jarog (Pordevi¢, 1942), ima dugu i uspesnu tradiciju i usmereno je
na proizvodnju zelene krme, sena, senaZze, silaze, zelenog i suvog zrna. Grasak se
koristi i kao sirovina za dehidraciju i za zeleniSno dubrenje (Karagic¢ i sar., 2007).
Procenjuje se da se povrsine pod sto¢nim graskom i grahoricom u Srbiji kre¢u oko
35000 ha, ve¢inom u severnim i sredi$njim delovima zemlje (Mihailovi¢ i sar.,
2009). Grasak za zrno se najviSe gaji u severnom delu Republike Srbije, gde su
uslovi za proizvodnju soje nepovoljni, zbog suSe u julu i avgustu mesecu. Naime,
graSak ima relativno kratku vegetaciju i za Zetvu dospeva od polovine juna do
polovine jula meseca, i tako izbegava kritiCan su$ni period, a Sto se pozitivno

odraZava na stabilnost prinosa.

Prinosi zelene krme stoCnog graska krecu se preko 45 t/ha (Mihailovi€ i
sar., 2009). Suva materija stocnog graska u fazi punog cvetanja sadrzi oko 17,6%
sirovih proteina, 21,7% sirove celuloze, 2,0% sirovih masti i 10,1% sirovog pepela
(Miskovi¢, 1986). Suvo zrno jarog stotnog graska sadrzi 26,1% sirovih proteina,
5,7% sirove celuloze, 1,1% sirovih masti i 3,2% sirovog pepela (Cupina, 1993).
Proteini graska se odlikuju dobrom izbalansirano$¢u esencijalnih aminokiselina.
Njihov sastav je slican sojinom, ali uz vece ucesce lizina (Mihailovi¢ i sar., 2003), i
sa 75% albumina i 15% globulina (Rapi, 1988). Zrno graska moZe uspesno da

dopuni ili zameni proteine soje i bude osnovni izvor biljnih proteina. Velika
5
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prednost proteinskog graska je Sto se rano seje i dobro koristi rezerve zimske
vlage i prole¢ne padavine. Pored toga, zrno graska ne mora da prode termicku
obradu, ve¢ se direktno melje (krupi) i tako koristi kao jedna od proteinskih
komponenti za pripremanje koncentrovanih hraniva. Svarljivost zrna graska je
izuzetno visoka, te se grasak ubraja medu zrnasta hraniva sa najve¢om svarljivosti
(Vuckovi¢, 1999). GraSak je jedan od najkvalitetnijih postojecih odgovora na
globalne potrebe za proteinima u ljudskoj i Zivotinjskoj ishrani (Mihailovi¢ i
Miskovi¢, 1987) i predstavlja odlicnu leguminoznu komponentu u raznim
sistemima ratarenja (Ambrose i sar., 1997). Zbog simbioze sa azotofiksiraju¢im
bakterijama grasak zahteva minimalnu primenu azotnih dubriva, te je pogodan
usev i sa stanoviSta odrzive poljoprivredne organske proizvodnje (Eri¢ i sar.,

2002).

Grasak je odlican predusev za vecinu gajenih biljnih vrsta. Seje se u gustom
sklopu i dobro pokriva zemljiSte, te je moguc¢nost pojave korova smanjena a kao

azotofiksator, u zemljistu ostavlja znacajne koliCine azota i organskih materija.

U zavisnosti od vremena sejanja, razlikuju se ozimi i jari grasak. U nasSim
agroekoloSkim uslovima, ozimi grasak se seje kao ozimi meduusev, krajem
septembra, a najkasnije do polovine oktobra (Mihailovi¢ i sar., 1997). Mlade biljke
grasSka najvecu otpornost pokazuju u fazi 3 ili 4 lista (Giordano i sar., 1991). U
slucaju oStecenja glavnog izdanka aktiviraju se novi, koji polaze iz ¢vora grananja
koji se nalazi neposredno ispod povrSine zemljiSta. U tim slucajevima, sazrevanje
semenskog useva je neravnomerno, a prinos semena znacajno manji. Setva jarog
graska treba da se obavi $to ranije u prolece, ¢im se zemljiste dovoljno prosusi da
moZe da se obraduje. U agroekoloskim uslovima Srbije optimalni rok za setvu
graska je od 20. februara do 15. marta. Neophodno je da temperatura setvenog
sloja bude iznad 5 °C i da uslovi na parceli dozvoljavaju predsetvenu pripremu.
Optimalna temperatura setvenog sloja je oko 10 °C, pri ¢emu do nicanja dolazi za 7
dana. Rana setva ubrzava sazrevanje i smanjuje rizik od Stetnog dejstva visokih

temperatura, Sto znaCi veCe prinose semena (Slinkard i sar., 1994). Jare sorte
6



PREGLED LITERATURE

grasSka u velikom broju godina bivaju izloZene ranoprole¢nim suSama, $to ima
ogranicavaju¢i uticaj na ostvarenje njihovog genetiCkog potencijala za visok i
stabilan prinos zrna. Prinosi semena graska, u zavisnosti od sorte i agroekoloskih
uslova godine, krecu se od 2,0 do 3,0 t/ha kod ozimih i izmedu 3,5 i 5,0 t/ha kod
jarih sorti (Miladinovi¢, 2001).

2.2. Susa kao stresni faktor

Vodni deficit, odnosno susa, nastaje kao posledica smanjene koli¢ine vode u
zemljistu - zemljisna susa, ali moZe nastati i kao rezultat poremecaja u usvajanju
vode - fizioloska susa. Fizioloska susa moZe nastati usled niske temperature
zemljista ili povecane koncentracije zemljiSnog rastvora, kada voda u zemljiStu
postaje nedostupna biljci. Vodni stres moZze biti uslovljen i pojavom vazdusne suse,
koja nastaje usled smanjenja vlaZnosti vazduha, a koja je cesto pracena
povecanjem temperature (temperaturni $ok), ili pove¢anim intenzitetom strujanja
vazduha (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012). Efekti suSe se mogu javiti i kod drugih
abiotickih stresova, kao Sto su npr. zaslanjenost, niska i visoka temperatura (Rubio

isar., 2002).

Potrebe graska za vodom su velike i zbog toga su ispitivanja reakcija na
suSu graska i njegovih adaptivnih reakcija veoma znacajna. Grasak je mezofitna
biljka i teSko podnosi suSu, ali je njegovo gajenje, zahvaljujuci ranoj setvi i dobro
razvijenom korenovom sistemu, moguce i u aridnim agroekoloskim uslovima.
Klijavost semena se definiSe kao pojava i razvoj ponika do onog stepena kada
izgled njegovih osnovnih struktura pokazuje da li ponik jeste ili nije u stanju da se
dalje razvija u normalnu biljku u povoljnim uslovima (ISTA, 2013) (slika 2).
Mehanizam klijanja obuhvata nekoliko faza: aktivaciju enzima, razgradnju
rezervnih materija, translokaciju i mobilizaciju rastvorljivih materija i zatim deobu
¢elija (Kastori, 1998). Da bi seme graska proklijalo, neophodno je da usvoji 114%
vode u odnosu na sopstvenu masu (Spasojevic i sar., 1984). Osim faze klijanja, sve

fenoloske faze graska zahtevaju znacajne koli¢ine vode. Prevelika vlaznost
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zemljista, sa druge strane, je jedan od uzroka poleganja useva graska kod sorti
namenjenih za proizvodnju krme. Niska relativna vlaznost vazduha, zajedno sa
visokim temperaturama, nepovoljno utice na bioloske procese, narocito na
jeste od pocetka butonizacije do punog cvetanja. Transpiracioni koeficijent graska
se krece izmedu 400 i 450, a Sire varira od 300 do 600 jedinica vode po jedinici
suve materije, zavisno od sorte i uslova sredine. Najbolji rezultati u proizvodnji
graska postizu se pri vlaZnosti zemljiSta od 60 do 80% poljskog vodnog kapaciteta

zemljista.

NADZEMNI ’ %

Slika 2. Klijanje graska (Modifikovano prema Raven i sar., 1992).

2.3. Osmotski stres

Do dehidratacije celija i tkiva i osmotskog stresa dolazi usled poremecaja u
vodnom reZimu biljaka. Smanjeno usvajanje vode izazvano nedostatkom vode u
zemljistu (susom) ili njenom pristupacnoscu za biljke - tzv. fizioloSkom suSom
(dejstvo soli, niske temperature), kao i promene u procesu transpiracije menjaju

gradijent vodnog potencijala (AW), koji je neophodan i za usvajanje i kretanje vode.

Eksperimenti u kontrolisanom ogledima gde je primenjen osmotski stres
imaju prednost u odnosu na poljske oglede u slucaju istrazZivanja uticaja jednog

stresnog faktora, jer se na taj nacin izbegava zbirni uticaj razliCitih abiotickih
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faktora koji su uvek prisutni u spoljasnjoj sredini u isto vreme (Alexieva i sar.,
2003; Fleury i sar. 2010). Ovi eksperimenti se zasnivaju na metodama koje se
mogu primeniti u ranim fazama selekcije i uglavnom se odnose na ispitivanje
klijavosti i porasta ponika i cele biljke u uslovima osmotskog stresa (Annicchiarico
i lannucci, 2008). Osmotski stres se u eksperimentalnim uslovima cesto indukuje
primenom rastvora polietilenglikola 6000 (PEG 6000). PEG 6000, kao osmotikum,
vezuje vodu, ali ga, zbog veli¢ine njegovih molekula, biljke ne mogu usvojiti.
Prakti¢no, PEG izaziva stanje fizioloske susSe, tj. onemogucava biljci da usvoji vodu.
Nekoliko istraZivanja je sprovedeno u cilju ispitivanja tolerantnosti razlicitih
genotipova graska na osmotski stres izazvan susom (Singh i sar., 1990; Singh i
Singh, 1992; Alexieva i sar., 2001; Sanchez i sar., 2004; Okcu i sar., 2005; Kolbert i
sar. 2008a; Generozova i sar., 2009). Medutim, do sada postoji relativno malo
informacija o razlikama u tolerantnosti na suSu medu sortama leguminoza u
poredenju sa razlikama koje postoje izmedu vrsta. Ove informacije su neophodne
za identifikaciju razli¢itih mehanizama tolerantnosti na suSu izmedu i unutar sorti

gajenih biljaka (Grzesiak i sar., 1999).

U reakcijama biljaka na susSu je primarna uloga hormona abscisinske
kiseline (ABA) cCija akumulacija u tim uslovima potpomaZe adaptaciji biljaka na
susu kao i na druge abioticke stresne faktore (Swamy i Smith, 1999). [ako postoje
podaci o osmotskim stresom indukovanoj akumulaciji ABA u generativnim
organima (Urbez i sar., 2006), njena uloga u adaptivnim reakcijama graska na susu

i sortnim razlikama nije dovoljno ispitivana.

2. 4. Oksidativni stres

Su8a, odnosno vodni deficit, kao i drugi faktori stresa, indukuje oksidativni
stres i stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), koji izazivaju degradaciju ili

inaktivaciju razli¢itih biomolekula. MoZe se re¢i da oksidativni stres predstavlja
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poremecaj ravnoteze koja postoji izmedu prooksidativnih procesa i

antioksidativnog sistema organizama.

Na molekularnom i ¢elijskom nivou su$a, odnosno vodni deficit, izaziva
oksidativni stres u biljnom tkivu (Rubio i sar., 2002). Vodni deficit, indukuje
stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS), koje izazivaju degradaciju ili
inaktivaciju razlic¢itih biomeolekula. ROS se konstantno produkuju i tokom
uobicajenih metabolickih procesa u biljkama, kao Sto su reakcije fotosinteze,
fotorespiracije, oksidativne fosforilacije, B-oksidacije masnih kiselina, kao i u
drugim procesima oksidacija (Karuppanapandian i sar., 2011; Tripathy i Oelmiiller,
2012). U ovakvim uslovima (slika 3), u svim cCelijama postoji odgovarajuca
ravnoteZa izmedu intercelularnog stvaranja i neutralisanja ROS (Dutilleul i sar.,
2003). U uslovima stresa njihova koncentracija se znacajno povecava pri ¢emu se
narusava balans izmedu njihove eliminacije i produkcije (Mittler, 2002;
Matamoros i sar., 2003; Karuppanapandian i sar., 2011). Prema tome, oksidativni
stres predstavlja poremecaj ravnoteZe izmedu stvaranja ROS i njihove eliminacije
pomocu antioksidativnog sistema organizama (Gill i Tuteja, 2010) (slika 3).
Posledice oksidativnog stresa su lipidna peroksidacija, oksidativna modifikacija
proteina i DNK (Boguszewska i Zagdanska, 2012; Shahid i sar., 2012; Sharma i sar.
2012), usled cega celija polako gubi integritet i podleZe nekrozi, ukoliko ne
poseduje dovoljno snazne mehanizme antioksidativne zaStite. Kod biljaka,
prisustvo ROS takode dovodi do oStecenja svih Celijskih komponenti, Sto izaziva
poremecaje u rastu i razvoju, dovodi do smanjenja otpornosti na razlicite oblike
stresa, a za krajnju posledicu ima poleganje i umanjenje prinosa (Grzesiak i sar.,

1999).
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Slika 3. Sematski prikaz ravnoteze izmedu antioksidativnog sistema i ROS

(modifikovano prema Gill i Tuteja, 2010).

Jedan od paradoksa Zivota je da je Oz, molekul koji je neophodan za Zivot
aerobnih organizama, za respiraciju i energetski metabolizam, ujedno i
njegovog molekula, koji u elektronskoj konfiguraciji ima dva nesparena elektrona
paralelnih spinova i moZe da primi elektrone od drugih donora. Vrlo lako moZe da
se pobudi i apsorpcijom energije, pri ¢emu nastaju njegovi reaktivni oblici (Gill i
Tuteja, 2010; Karuppanapandian i sar., 2011). Medu najvaZnije ROS spadaju (slika
4): jednovalentni (singlet) kiseonik (*02), superoksid radikal (0Oz*-), vodonik
peroksid (H202) i hidroksil radikal (OH®*).

singletkiseonik  triplet kiseonik  _ superoksid radikal_  peroksidni jon

1 3 € - £ 2-
0, +—°0, —™ 0, — O,

+ +
H 2H 2+

Fe
HOZ. H202 — OH’

perhidroksil radikal ~ vodonik peroksid hidroksil radikal

Slika 4. Nastajenje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (modifikovano prema Gill i

Tuteja, 2010).
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Jedan od najStetnijih radikala iz ove ove grupe je superoksid radikal (O2*).
Stvara se u fotosistemu I (PSI) i II (PSII) u hloroplastima, kao i kompleksu I,
ubihinonu (koenzimu Q), i kompleksu III lanca transporta elektrona u
mitohondrijama (Gill i Tuteja, 2010). Nastaje redukcijom molekulskog kiseonika
uz pomo¢ feredoksina (Fdreqd) (predstavljeno kao reakcija 1). U kompleksu IV u
mitohondrijama dismutacijom superoksid radikala nastaje vodonik-peroksid -

H20; (reakcija 2) (Ajay, 2002).

202+ 2Fdred - 2 02._ + 2Fdox (ReakCl]a 1)

2 02+ 2H+ - H202+ 02 (Reakcija 2)

Superoksid-radikal i vodonik-peroksid sami po sebi ne stvaruju velika
oStecenja, ali mogu da stvaraju vrste koje oSte¢uju osnovne Celijske komponente
kao Sto je hidroksil radikal. Endogeno, hidroksil radikal nastaje prilikom Haber-
Weissove reakcije izmedu superoksid radikala i vodonik peroksida, kao i

Fentonovom reakcijom iz H20; u prisustvu dvovalentnog gvozda.

02 + Fe3* - 0y + Fe?+

Fe2* + H,02 — Fe3* + OH- + OH* (Fentonova reakcija)

O2*- + H202 = 02 + OH- + OH* (Haber-Weissova reakcija)

Hidroksil radikal je hemijski najreaktivniji radikal kiseonika. Ima izuzetno
jak oksidacioni potencijal pa reaguje sa skoro svim bioloSkim molekulima
kiseonika i najodgovorniji je za njegove citotoksic¢ne efekte (Dat i sar., 2000). Osim
toga, ne postoji enzimska reakcija koja moZe direktno da eliminiSe ovaj
visokoreaktivni radikal (Yokoata i sar., 2002) i zbog toga njegova akumulacija
neminovno dovodi do reakcije koja oStetuje membrane tilakoida i ometa

fotosintetski aparat (Carvalho, 2008). Pretpostavlja se da bi aminokiselina prolin
12
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mogla imati odredenu ulogu u smanjivanju njegovog Stetnog djelovanja na biljni
metabolizam. Ovaj toksi¢ni oblik kiseonika moZe da pokrene proces lipidne
peroksidacije, oStecenja DNK, proteina i drugih manjih molekula. H20> je jedini
oblik ROS koji moZe da difunduje kroz akvaporine iz cCelijskih organela u
citoplazmu i na taj nacin dospeva do drugih delova ¢elije (Faize i sar., 2011; Sofo i
sar., 2015). U vec¢im koncentracijama je toksican za CcCelije dok u manjim
koncentracijama moZe da ima ulogu signalnog molekula za razne abiotiCke i

bioticke stresore (Quan i sar., 2008; Moussa i Mohamed, 2011).

[ako su ROS prvobitno definisane kao toksi¢ni nusproizvodi aerobnog
metabolizma, u poslednjih nekoliko godina, postalo je jasno da imaju i vaznu ulogu
u signalinoj transdukciji kod biljaka kontrolisu¢i procese kao Sto su rast, razvoj,
odgovor na bioticke i abioticke faktore i apoptozu tj. programiranu ¢elijsku smrt

(Bailey-Serres i Mittler, 2006; Karuppanapandian i sar., 2011).

Umerena akumulacija ROS znacajno utice na nuklearnu ekspresiju gena.
Reaktivne kiseoni¢ne vrste mogu uticati na gensku ekspresiju na tri razlicita
nacina. ROS, preko niza kaskadnih reakcija signalne trensdukcije uticu na
ekspresiju pojedinih gena. Alternativno, ROS mogu direktno izazvati oksidaciju
komponenata signalnih puteva. Kona¢no, ROS mogu promeniti ekspresiju gena na
taj nacin Sto uticu na transkripcione faktore i menjaju njihovu aktivnost (Apel i
Hirt, 2004). Molekularni odgovor na stres izazvan suSom moZe uslediti u roku od
nekoliko sekundi (kao $to su promene u statusu fosorilacije proteina) ili u roku od
nekoliko minuta i sati (kao Sto je promena u ekspresiji gena (Zhu, 2002)). Otkrice
mehanizama koje leZe u osnovi tolerancije na abioticki stres i na adaptacije na

njega predstavlja glavni pravac savremenih istrazivanja.
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2. 4. 1. Antioksidanti

Da bi se adaptirale na negativni uticaj stresnih faktora na rast i razvoj i
zastitile od oksidativnih oStecenja, biljke su tokom evolucije razvile antioksidativne
sisteme zaStite. Antioksidanti deluju tako Sto se sami oksiduju da bi zastitili vazne
Celijske komponente od oksidacije ili prevode prooksidante u manje reaktivna
jedinjenja. Zbog toga je veoma vazno da novostvorene sorte imaju dobro razvijene
antioksidativne sisteme zasStite, jer je to kljuno u prilagodavanju i prevazilazenju
stalnih klimatskih promena. Povecana antioksidativna aktivnost moze ukazati na
povecanu tolerantnost na razli¢ite faktore stresa (Ahmad i sar., 2008). Merenjem
aktivnosti antioksidativnih enzima i ostalih parametara antioksidativnog statusa,

mogu se utvrditi razlike u tolerantnosti genotipova prema stresnim uslovima.

Antioksidanti su supstance prisutne u malim koncentracijama u odnosu na
supstrat koji oksiduju, i znacajno odlazu ili inhibiraju njegovu oksidaciju (Halliwell
i Gutteridge, 1990; D 'souza i Devaraj, 2011). Antioksidativni sistemi mogu biti
neenzimske i enzimske prirode (Hossain i sar., 2012). Oni se, prema nacinu
delovanja, mogu podeliti na: a) primarne ili osnovne antioksidante, koji reaguju
direktno sa prooksidantnim vrstama prekidaju¢i slobodno-radikalsku lancanu
reakciju doniranjem vodonika ili elektrona slobodnim radikalima i pretvarajuci ih
u stabilnija jedinjenja i b) sekundarne antioksidante, koji uklanjaju oksidante

(Panda, 2012).

2.4.1.1. Neenzimski antioksidanti

Neenzimski antioksidanti su organska jedinjenja male molekulske mase iz
grupe sekundarnih biomolekula (askorbinska kiselina, glutation, tokoferoli,
karotenoidi, fenoli, prolin i dr.). Sluze kao hvataci, sakupljaCi (eng. scavengers)
slobodnih radikala ili kao razlagaci (eng. quenchers) aktivnih oblika kiseonika

(Blokhina i sar., 2003). "Sakupljaci" slobodnih radikala su jedinjenja koja mogu da
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predaju elektrone ili atome vodonika i tako usporavaju ili inhibiraju lan¢anu
reakciju slobodnih radikala (Halliwell i sar., 1995). Oni neutraliSu ROS i slobodne
radikale predaju¢i im elektrone, a sami postaju slabo reaktivni radikali. Prema
rastvorljivosti u lipidima neenzimski antioksidanti se dele na lipo- i hidrosolubilne.
Ova osobina odreduje mesto njihovog delovanja. Liposolubilni deluju u ¢elijskim
membranama i membrana Celijskih organela. Hidrosolubilni deluju u vodenoj fazi,
ostvarujuci interakciju sa liposolubilnim antioksidantima na granicnoj povrsini

membrana (Navari-Izzo i sar., 1997).

Askorbinska kiselina ili vitamin C je jedan od najvaznijih antioksidanata,
rastvorljiv u vodi i prisutan kod vecine biljaka. Prisutan je u hloroplastima,
citoplazmi, vakuolama i apoplasticnom prostoru celija listova u visokim
koncentracijama. Deluje tako Sto sprecava i svodi na minimum oStecenja izazvana
ROS u ¢elijama (Athar i sar., 2008). Njegova aktivnost se zasniva na sposobnosti da
donira elektrone u razli¢itim enzimskim i neenzimskim reakcijama (Gill i Tuteja,
2010). Direktno reaguje sa slobodnim radikalima (*02, Oz, OH*) i redukuje Hz0;
do H20. Ima vaznu ulogu u askorbat-glutation ciklusu (ASH-GSH) kao supstrat za
askorbat peroksidazu (slika 5). U ovom ciklusu regeneraciju askorbinske kiseline
iz  oksidovanih  formi  vrSe  NADH-semidehidroaskorbat-reduktaza i
dehidroaskorbat-reduktaza u prisustvu redukovanog glutationa (Jiménez i sar.,
1997a). Poseduje sposobnost regeneracije antioksidanta a-tokoferola iz
tokoferoksilnih radikala c¢ime omogucava dobru zaStitu biomembrana od
peroksidacije lipida. U hloroplastima askorbinska kiselina deluje kao kofaktor za
enzim violaksantin-deepoksidazu i tako posredno ucestvuje u ksantofil ciklusu kao

jednom od mehanizama zastite Celije od fotooksidacije (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012).

H,0, AA GSSG NADPH

APX MDHAR DHAR GR

2H,0 MDHA GSH NADP*

DHA
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Slika 5. Askorbat-glutation ciklus: AA-askorbat, APX-askorbat peroksidaza,
MDHA-monodehidroaskorbat, MDHAR-monodehidroaskorbat reduktaza, DHA
dehidroaskorbat, DHAR - dehidroaskorbat reduktaza, GR-glutation reduktaza (May
isar., 1998).

Glutation je tripeptid niske molekulske mase sastavljen od cisteina,
glutaminske kiseline i glicina (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicin). Najzastupljenije je
tiolno jedinjenje kod vecine biljnih vrste i prisutan je u skoro svim Ccelijskim
organelama (Labudda i Azam, 2014). U ¢elijama se pretezno nalazi u redukovanom
obliku GSH, koji u kombinaciji sa oksidovanom formom GSSG, odrzava redoks
ravnotezu u Celiji (Foyer i Noctor, 2005; Gill i sar., 2013). Odrzava druge
antioksidante (npr. a-tokoferol i 3-karoten) u redukovanoj formi. Zahvaljujuci
centralnom nukleofilnom ostatku cisteina on ima visok redukcioni potencijal koji
omogucava uklanjanje H202 i u€estvuje u neenzimskim reakcijama sa ostalim ROS,
kao $to su 'Oz Oz, OH* (Blokhina i sar., 2003). Centralna uloga GSH kao
antioksidanta bazirana je na njegovoj sposobnosti da regeneriSe askorbinsku
kiselinu preko ASH-GSH ciklusa. GSH u ovom ciklusu sluZi kao donor elektrona pri
Cemu se askorbat regeneriSe iz njegove oksidovane forme u dehidroaskorbat, a
GSH prelazi u oksidovanu formu glutation-disulfid (GSSG) (Noctor i Foyer, 1998).
Predstavlja supstrat za funkcionisanje glutation reduktaze, glutation peroksidaze i
glutation S-transferaze. Pored toga GSH moZe da kompleksira toksi¢ne jone tesSkih
metala i skladisti ih u vakuolama i na taj nacin ima ulogu u toleranciji biljaka na

stres teskih metala (Gill i sar., 2013; Anjum i sar., 2014).

Tokoferoli su lipofilni antioksidanti koji se zbog svoje hidrofobnosti nalaze
na unutrasnjoj strani membrana ¢elija i ¢ine njihove esencijalne komponente. Od
Cetiri izomera tokoferola (a-, -, Y-, 6-) koji se mogu naci u biljkama, a-tokoferol ili
vitamin E ima najvecu antioksidativnu aktivnost zbog prisustva trimetil grupe u
svojoj molekulskoj strukturi (Kamal-Eldin i Appelqvist, 1996). Reaguje sa
slobodnim radikalima, prvenstveno sa jednovalentnim O pri ¢emu nastaje

tokoferoksilni radikal ¢ime se zaustavlja proces lipidne peroksidacije. Jedan
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molekul a-tokoferola moZe ukloniti i do 120 molekula *0; (Munné-Bosch, 2005).
Nakon reakcije molekul tokoferola se regeneriSe vitaminom C. Vitamin E obrazuje i
komplekse sa slobodnim masnim kiselinama i lizofosfolipidima i tako Stiti
membrane od Stetnog dejstva slobodnih radikala. Kod grasSka o-tokoferol ¢ini
manje od 6,7%, a &-tokoferol manje od 8%, dok y-tokoferol Cini preko 85,4% od
ukupnih tokoferola i on igra glavnu antioksidativnu ulogu kod ove biljne vrste

(Yoshida i sar., 2007).

Karotenoidi, medu kojima je najpoznatiji -karoten, su lipofilne organske
komponente koje pored uloge pomo¢nih pigmenata u fotosintezi imaju i vaznu
ulogu u detoksikaciji ROS. Tri su glavne funkcije karotenoida u biljnim
organizmima: a) apsorpcija svetlosti na talasnoj duZini od 400 i 550 nm i prenos do
hlorofila (Niyogi i sar., 2001), b) antioksidativna aktivnost, odnosno gasenje
tripletnog stanja hlorofila (3Chl"), pri ¢emu se energija oslobada u obliku toplote,
kao i uklanjanje 0 i drugih slobodnih radikala nastalih unutar fotosintetskog
aparata reakcijama sa ekscitiranim molekulom hlorofila (Chl*) (Collins, 2001), i c)
odrzavanje stabilnosti tilakoidnih membrana (Botella-Pavia i Rodriguez-
Concepcion, 2006). B-karoten je jedini oblik karotenoida prisutan kod graska i
predstavlja 2,6-3,2% od ukupnih pigmenata prisutnih u biljci (Edelenbos i sar.,
2001).

Jedinjenja klase biljnih fenola su prirodni proizvodi antioksidativnih
svojstava, Siroko rasprostranjeni u biljnom svetu. Raznovrsnost i veliki broj
fenolnih jedinjenja su posledica moguc¢ih brojnih modifikacija njihove osnovne
strukture, kao Sto su dodatne hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih grupa,
dimerizacije, vezivanje neorganskog sulfata. Najvazniji predstavnici su flavonoidi,
fenil-propanoidi i fenolne kiseline. Pokazuju antioksidativne osobine zahvaljujuci
visokoj reaktivnosti kao donori elektrona. Takode imaju sposobnost heliranja
prooksidativnih metalnih jona, ¢ime zaustavljaju Fentonovu reakciju, koja se
smatra najvaznijim putem nastanka toksi¢nih kiseoni¢nih radikala. Pored toga

polifenolne komponente kao Sto su flavonoidi ukljanjaju ROS lokalizacijom i
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neutralizacijom radikala pre nego Sto oni oStete celiju i utiCu na proces
preoksidacije lipida modifikuju¢i tako sastav membrane i njenu provodljivost (Cle i

sar., 2008).

Prolin (Pro) je aminokiselina uklju¢ena u niz metabolickih procesa u
biljkama, osmotikum je, stabilizator proteina, helator metala, inhibitor lipidne
peroksidacije, a ucestvuje i u antioksidativnom odgovoru kao jedan od
neenzimskih antioksidanata uklanjaju¢i *0z i OH". Prolin je aminokiselina koja se
prakticno akumulira kod svih biljaka pod dejstvom razli¢itih stresnih faktora
(temperature, suSe, soli, teSkih metala ili herbicida), tako da se njegova
akumulacija moZe smatrati indikatorom stresa (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012). U
normalnim fizioloSkim uslovima prolin ¢ini manje od 3% ukupnog pula slobodnih
aminokiselina u biljci, dok ta koli¢ina za vreme stresa moZe porasti i preko 80%.
Moussa i Moahmed (2011) su utvrdili da se sadrZaj prolina kod graska pod
uticajem vodnog deficita, izazvanog rastvorom PEG, povecao skoro tri puta. Prolin,
pored svog dejstva kao osmotikuma, predstavlja i znacajan izvor rastvorljivog

azota u stresnim uslovima (Trovato i sar., 2008; Mattioli i sar., 2009).

2.4.1.2. Enzimski antioksidanti

Enzimski antioksidanti predstavljaju prvu liniju antioksidativne zastite
(Ahmad i sar., 2008; Gill i Tuteja, 2010; D 'souza i Devaraj, 2011). Oni direktnom

enzimskom katalizom reaguju sa ROS i na taj nacin ih eliminisu iz Celije.
Mogu se podeliti na:

e primarne, koji reaguju direktno sa prooksidativnim vrstama - superoksid

dismutaza i katalaza i
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e sekundarne, koji regeneriSu molekule antioksidanata malih molekulskih

masa - askorbat peroksidaza i glutation reduktaza.

Superoksid dismutaza (SOD) (EC 1.15.1.1)

Superoksid dismutaza predstavlja prvu liniju odbrane biljke od Stetnog
dejstva poviSenog nivoa toksicnih oblika kiseonika (Gill i Tuteja, 2010). Jedna je od
najefikasnijih enzimatskih antioksidansa koji neutraliSe O2*- reakcijom dismutacije

superoksid radikala, pri cemu se jedan O2*- oksiduje u Oz, a drugi redukuje u H202:

2 02+ 2H* - H202 + 02

U fizioloSkim uslovima ova reakcija se odvija i bez enzimske katalize veoma
brzo, dok je SOD ubrzava do 2x10° mol/sek (Chaudiere i Ferrari-Iliou, 1999). Zatim

se vodonik peroksid uklanja pomocu katalaze i glutation peroksidaze.

Svi SOD enzimi su metaloproteini koji su, prema metalu kojeg sadrze u
aktivnom centru, klasifikovani na: FeSOD, MnSOD i Cu/ZnSOD. Sva tri oblika imaju
istu funkciju, a to je otklanjanje superoksid-radikala. Medutim, navedeni oblici se
razlikuju po strukturi, svojstvima, lokaciji unutar ¢elije, distribuciji u tkivima, kao i
mehanizmima kojima uticu na ekspresiju ovih enzima. Biljke uobicajeno sadrze
Cu/ZnSOD u citoplazmi, FeSOD i/ili Cu/ZnSOD u hloroplastima i MnSOD u
mitohondrijama (Pilon i sar., 2011). Kod graska se MnSOD moze nadi i u razlic¢itim

oblicima peroksizoma (Sandalio i sar., 2001).

Katalaza (CAT) (EC 1.11.1.6)

Katalaza je jedan od najrasprostranjenijih enzima u prirodi i nalazi se u

svim aerobnim Zivim organizmima. Katalaza je enzim koji je uglavnom lociran u
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peroksizomima i kataliSe reakciju razlaganja vodonik peroksida na vodu i

molekularni kiseonik:

2H202 - 2H20 + O

Glavnu ulogu u neutralisanju malih koli¢ina H20; ima glutation peroksidaza
(GSH-Px), dok se katalaza aktivira tek pri ve¢im koncentracijama H;0; Prema
tome, katalaza je neophodna za detoksikaciju ROS u stresnim uslovima (Garg i
Manchanda, 2009). Katalaza je enzim vrlo velike aktivnosti, jedan molekul katalaze
moZe da redukuje = 6 miliona molekula H202 do vode i kiseonika, u jednoj minuti.
Ovaj enzim je posebno vazan u uklanjanju H202 stvorenog u procesima oksidacije
masnih kiselina, fotorespiracije i katabolizma purina (Gill i Tuteja, 2010). S druge
strane, katalaza u uslovima spore produkcije vodonik peroksida ispoljava tzv

“peroksidaznu” aktivnost, tj, oksiduje H* donore uz utrosak jednog molekula H203.

Katalaza po strukturi pripada hemoproteidima. Sastavljena je od cetiri
identicne podjedinice u c¢ijem se sredistu nalazi atom gvoZzda koji predstavlja
aktivno mesto enzima (Vainsthein i sar., 1981). Corpas i sar. (1999) su iz listova

grasSka izolovali pet izoformi katalaze CAT1-5.

Askorbat peroksidaza (APx) (EC 1.11.1.11)

Aslorbat  peroksidaza kataliSe  oksidaciju askorbata (AA) do
dehidroaskorbata (DHA) u prisustvu vodonik peroksida:

H202 + AA - 2H,0 + DHA

DHA + GSH - AA + GSSG

Kao i katalaza ucestvuje u uklanjanju H202 na mestu njegovog nastanka u
hloroplastima. Deo je glutation-askorbatnog ciklusa koji uklanja viSak H20:

koristeci askorbat kao donor elektrona (Gill i sar., 2013). Ima znatno ve¢i afinitet
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prema H20; od katalaze i glutation peroksidaze i njena uloga je presudna tokom

stresa (Asada, 2006).

Nalazi se u citosolu, peroksizomima i plastidima gde moZe biti i vezana za
Celijsku membranu. Postoji najmanje pet izoformi APx ukljucujuéi tilakoidnu
(tAPx), formu membrana glikozoma (gmAPx), rastvorljivu formu strome

hloroplasta (sAPx) i citosolnu formu (cAPx) (Gill i Tuteja, 2010).

Glutation reduktaza (GR) (EC 1.6.4.2)

Glutation reduktaza katalizuje transformaciju oksidativnog glutationa

(GSSG) u redukovani (GSH) u prisustvu NADPH kao koenzima:

NADPH + H* + GSSG - NADP+ + 2GSH

Kljuan je enzim askorbat-glutation ciklusa odrzavajuc¢i pul glutationa
uglavnom u redukovanom stanju tako da ima znacajnu ulogu u regulaciji redoks
homeostaze u cCeliji. Takode, ima ulogu i u odrzZavanju visokog nivoa GSH/GSSG
neophodnog za regeneraciju askorbata (Foyer i Noctor, 2005; Gill i sar., 2013).
[zuzetno je znacajna u sistemu antioksidativne odbrane ¢elije zato Sto obezbeduje
potrebnu koli¢inu GSH za delovanje glutation peroksidaze i glutation S-transferaze.
Lokalizovana je u hloroplastima, ali odredene, male kolicine enzima su pronadene i
u mitohondrijima i citoplazmi (Noctor i Foyer, 1998; Gill i Tuteja 2010). Po
strukturi je homodimerni flavoprotein koji u aktivnom centru ima redoks aktivan
disulfid. Svaka subjedinica ima molekulsku masu od oko 55 kDa i sadrzi
prosteticku grupu flavin adenin dinukleotid (FAD). Dimerna priroda enzima
neophodna je za njegovu funkciju, jer obe subjedinice ucestvuju u formiranju

aktivnog centra enzima (Tandogan i Ulusu, 2006).
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2.5. Abscisinska kiselina

Akumulacija hormona abscisinske Kkiseline (ABA) u uslovima susSe
potpomaZe adaptaciji biljaka na suSu kao i na druge abioti¢ke stresne faktore

(Swamy i Smith, 1999; Tuteja 2007).

Abscisinska kiselina je biljni hormon. Stalno prisustvo ABA u niskim
koncentracijama neophodno je za normalan rast i diferencijaciju celija. PoviSena
koncentracija ABA neophodna je za zatvaranje stoma, dormaciju semena i starenje
(Sakata i sar.,, 2014). ABA se danas u svetu veoma intenzivno proucava, jer je
utvrdeno da predstavlja univerzalni "stresni hormon" ¢ija akumulacija, posebno u
korenu, pomaZze adaptaciji biljaka na stresne faktore spoljasnje sredine kao sto su
npr. susa, visoka i niska temperatura, stres soli ili jona (Nakashima i Yamaguchi-

Shinozaki, 2013).

ABA je po hemijskoj prirodi seskviterpenoid (CisH2004) (Xiong, 2007).
Orijentacija karboksilne grupe na drugom ugljeniku odreduje cis i trans izomere
abscisinske kiseline. Naziv abscisinska kiselina se odnosi na cis formu koja
preovladuje u prirodi. Zahvaljujuci asimetricnom ugljenikovom atomu na poziciji
1’ unutar prstena postoje dva enantiomera abscisincke kiseline: S, odnosno + i R,
odnosno - enantiomer. Samo S enantiomer je aktivan u izazivanju brzih odgovora
na ABA, kao Sto je stomalno zatvaranje. U dugotrajnim odgovorima kao Sto su
sazrevanje semena, oba enantiomera su aktivna (Finkelstein i Rock, 2002; Taiz i

Zeiger, 2002) (slika 6).

CH3 CH3 CH3

H3Cy, H3C~_-CH3

COOH CH;

; . S
S N ”’//OH H3C CH'{\\
2 1 = L S \
o7y CHy COOH " OH
S)-2-trans-ABA
(5)-cis-ABA o CH; COOH

(inactive, but
(naturally occurring interconvertible with (R)-cis-ABA
active form) active [cis] form) (inactive in stomatal closure)

Slika 6. [zomerne strukture abscisinske kiseline (Taiz i Zeiger, 2002).
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U razli¢itim biljnim tkivima i organima intenzitet biosinteze i koncentracija
ABA mogu drasti¢no da variraju tokom razlicitih faza razvoja, u zavisnosti od
promenjivih uslova Zivotne sredine (Xiong i Zhu, 2003). Biosinteza ABA se deSava
najvec¢im delom u hloroplastima, kao i u drugim plastidima (slika 7). Metabolicki
put pocinje sa izopentenil-difosfatom (IPP), izoprenskom jedinicom, i vodi ka
sintezi C40 ksantofila (oksidovanog karotenoida), violaksantina, preko
zeaksantina. Sinteza violaksantina od zeaksantina je katalizovana zeaksantin
epoksidazom (ZEP). Violaksantin se prevodi do C40 jedinjenja 9-cis-neoksantina.
Ovaj molekul se deli i formira C15 jedinjenje - ksantoksal, prethodno nazvano
ksantoksin, koji je neutralni inhibitor rasta sa slicnim fizioloskim svojstvima kao i
ABA. Cepanje C40 jedinjenja je Kkatalizovano 9-cis-epoksi-karotenoid
dioksigenazom (NCED), koja je nazvana tako jer moZe da vrsi cepanje i 9-cis-
neoksantina i 9-cis-violaksantina. U uslovima vodnog stresa i suse dolazi do brze
indukcije biosinteze enzima NCED, Sto ukazuje da je reakcija koju ovaj enzim
katalizuje regulatorni korak u sintezi ABA. NCED je lokalizovan na tilakoidima, gde
se nalaze i visoke koncentracije karotena kao supstrat. Uz pomo¢ ksantin
dehidrogenaze, koja se kod Arabidopsis-a sintetiSe na ABAZ2 genu, od ksantoksina
nastaje prekursor abscisinske kiseline ABA - aldehid (AE). U poslednjem koraku
biosinteze ABA od AE ucestvuje enzim aldehid oksidaza (AO; EC 1.2.3.1). AO
predstavlja enzim dobijen sa ABA3 gena i spada u familiju molibdo-flavoenzima
koji zahtevaju molibden kao kofaktor (MoCo) za svoju kataliticku aktivnost
(Zdunek-Zastocka i Sobczak, 2013). U MoCo se ugraduje sumpor delovanjem
sulfuraze sa ABA3 gena (Wasulewska i sar., 2008). MoCo je, takode, neophodan i za
aktivnost ksantin dehidrogenaze. Mutanti raznih biljnih vrsta kojima nedostaje
funkcionalni molibden kao kofaktor su nesposobni da sintetiSu abscisinsku
kiselinu (Seo i sar., 2000; Sagi i sar., 2002; Finkelstein i Rock, 2002; Ozfidan i sar.,
2013). Utvrdeno je da su geni koji kontroliSu poslednji korak biosinteze ABA, u
kome ucestvuje enzim AO, najvaZzniji i njihova ekspresija je povetana za vreme
vodnog deficita ukazuju¢i na vaznu ulogu ABA kao odgovora na stres (Seo i sar.,

2000; Arve i sar., 2011). Iz listova i korena grasSka izolovane su tri izoforme AO:
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PsAO1, PsAO2 i PsAO3 (Zdunek-Zastocka i sar., 2004; Zdunek-Zastocka, 2008) od

koji je PsAO3 najvazniji pri odgovoru biljke na razne stresne uslove (Zdunek-
Zastocka, 2010).

Isopentenyl pyrophosphate
J, IP1
Dimethylallyl pyrophosphate
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Slika 7. Biosintetski put abscisinske kiseline (Goémez-Garcia i Ochoa-Alejo,
2013).

Koncentracija slobodne ABA u citosolu je regulisana degradacijom,
konjugacijom, i transportom. Na primer, citosolna ABA raste tokom suse, kao
rezultat sinteze u listu, redistribucije unutar celija mezofila, transportu iz korena i

recirkulacijom iz drugih listova. Koncentracija ABA opada nakon ponovnog
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zalivanja vodom usled degradacije i smanjenja brzine sinteze, ali i zbog transporta

iz listova u druge organe (Zdunek i Lips, 2001).

Poznato je da biljni hormon ABA ima znacajnu ulogu u reakciji biljaka na
razliCite abioticke i biotiCke faktore stresa, pa se zbog toga i naziva "hormon
stresa". Ovaj hormon predstavlja neku vrstu univerzalnog hemijskog signala stresa
koji se transportuje na ve¢im rastojanjima. U prvim fazama suSe kada zemljiSte tek
pocinje da gubi vodu i kada potencijal listova jo$ uvek nije pretrpeo znacajnije
promene, pocinje da se akumulira ABA u korenu. Iz korena ona prelazi u ksilemske
elemente i transportuje se kroz nadzemni deo stabla do listova i stoma (Davies i
Zhang, 1991). Mnoga istraZivanja govore o povecanju Kkoncentracije ABA u
ksilemskom soku prilikom delovanja suse (Wilkinson i Davies, 2002; Davies i sar.,
2005). To povecanje je najverovatnije posledica razlike izmedu koli¢ine ABA u
spoljasnjoj sredini, tj. zemljistu, gde dospeva kao produkt mikroorganizama, ali i
zbog eksudacije iz korena, i one unutar same biljke gde nastaje procesom sinteze
(Jiang i Hartung, 2007). Pretpostavlja se da povecanje koncentracije ABA u
kilemskom soku nastaje zbog: povecane sinteze ABA u korenu i translokacije,
povecane recirkulacije ABA floemom, sinteze ABA iz prekursora ABA i redukcije
katabolizma ABA. Povecana koncentracija ABA u ksilemu dovodi do povecanja
rasta korenovog sistema, a takode, mozZe uticati na povecanje hidrauli¢cne
provodljivosti korena (Hose i sar., 2002; Aroca i sar., 2003), Sto moZe imati veliki
uticaj na brzinu usvajanja vode u uslovima suSe (Kang i sar., 1998; Kang i sar.,
2002). ABA ima i direktnu ulogu u regulaciji rasta listova pod uticajem suSe. ABA
moZe uticati na mehanicke osobine Celijskog zida i tako uticati na smanjenje
ekstenzibilnosti zida (Van Volkenburgh i Davies, 1983). Takode ucestvuje i u
aktivnom zatvaranju stoma (Arve i sar., 2011) i odgovoru biljaka na oksidativni

stres i sintezu ROS (Jiang i Zhang, 2001).
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2.6. FiziolosSki i biohemijski efekti suse na biljke

Znacaj vode za biljke je viSestruk, jer je ona najznacajnija strukturna
komponenta grade biljaka, neophodna je za sve metabolicke procese, procese
transporta, regulacije temperature, procese oplodenja, rasejavanje semena i
plodova itd. (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012). Snabdevenost biljaka vodom je jedan od
najvaznijih faktora koji utiCe na rast i razvice biljaka, njihovu produktivnost i
geografsku distribuciju. Nedostatak vode, susa, je jedan od najvaznijih abiotickih
faktora stresa i uti¢e na promene na nivou kompletne biljke, na nivou tkiva i ¢elija,
tako Sto deluje na fizioloSkom, biohemijskom i molekularnom nivou (Yordanov i
sar., 2000; Farooq i sar., 2009; Karim i sar., 2015). Efekat suse na biljke, kao i
reakcije biljaka, zavise ne samo od intenziteta ve¢ i od duZine trajanja suse. Ukoliko
stres suSe duZe traje njeni negativni efekti sve viSe dolaze do izrazaja, dok se

mogucénost oporavka biljke sve viSe smanjuje.

vode u zemljiStu. Rast listova je rezultat procesa deobe i stvaranja novih celija i
povecanja njihove veliCine ekspanzijom (dvo- ili trodimenzionalnim povecanjem)
ili elongacijom (izduZivanjem u jednom pravcu). Rast Celije prati i rast Celijskog
zida i to sve dovodi do povecCanja povrSine i zapremine Ccelije, povecava se
usvajanje vode i odrzava se turgor koji je neophodan za procese rasta. Susa utice
na rast preko redukcije broja i/ili veli¢ine Celija. Generalno, susa utice na proces
deobe tako da se obrazuje manji broj celija Cije su i dimenzije manje. To za
posledicu ima redukciju lisne povrSine ¢ime se smanjuje transpiracija (Stiki¢ i
Jovanovi¢, 2012). Jak efekat suSe dovodi i do uvijanja listova, kao i poznatog
fenomena abscisije, odnosno odbacivanja starijih listova (Xu i sar., 2012). Efekat
umerene suSe na rast cCelija je rezultat biofizickih i biohemijskih promena,
prvenstveno na nivou Celijskog zida. Biofizicke promene su vezane za hidraulicke i
mehanicke osobine celijskog zida, dok su biohemijske uslovljene aktivnoscu
nekoliko enzima Celijskog zida (ksiloglukan-endotransglikozilaze - XET,

peroksidaze, ekspanzina), akvaporina, kao i dejstvom hormona (abscisinske
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kiseline i auksina) i pH vrednosti apoplasta. Opadanje potencijala turgora u
¢elijama redukuje plasticnost (ekstenzibilnost) Celijskog zida, i povecava aktivnost
enzima koji inhibiraju rast celijskog zida (Anjum i sar., 2011; Jovanovi¢ i Stiki¢,

2012).

U uslovima suse dolazi do poveéanja duzine korena, kao i njegove gustine,
pojacanog razvica lateralnih korenova, kao i mnoStva korenskih dlaka koje
omogucavaju, sa jedne strane usvajanje pristupacne vode sa vecih dubina, kao i
one povrsSinske kod biljaka koje imaju plitak korenov sistem Takode, za vreme
suSe dolazi i do elongacije korena (Riaz i sar., 2013). Dobro razvijen korenov
sistem povecava efikasnost usvajanja i iskoriS¢avanja vode, a time i sposobnost

boljeg podnosenja nedostatka vode.

Ukoliko su biljke izloZene dejstvu suSe, za nastavak njihovog rastenja i
odvijanje metabolickih procesa je neophodno da se odrzi vodni reZim tkiva i turgor
blizak vrednostima u optimalnim uslovima. OdrZavanje vodnog reZima na
optimalnom nivou se postiZe tako Sto se smanjuje odavanje vode ili se povecava
usvajanje vode (Chaves i sar., 2003). Prva reakcija biljke je da u uslovima suSe
dolazi do zatvaranja stoma (Mansfield i sar., 1990) kako bi se sacuvala neophodna
voda za nesmetano odvijanje fizioloSkih procesa (Taiz i Zeiger, 2002; Arve i sar.,
2011). Razlikujemo hidropasivno zatvaranje stominog aparata, usled direktnog
gubitka vode iz Celija zatvaraCica i posledicnim smanjenjem turgora, i aktivno
zatvaranje (slika 8a) koje se javlja kod viSih biljaka i regulisano je od strane biljnog
hormona ABA i sloZenih metabolickih i procesa na nivou jona (Arve i sar., 2011).
Koren je prvi biljni organ koji se susrete sa nedostatkom vode u zemljiStu.
Informacija o nedostatku vode se zatim, putem tzv. "hemijskih signala suse"
(prvenstveno biljnih hormona i to abscisinske Kiseline) transportuje kroz ksilem
korena do nadzemnih delova biljke i do listova (Xu i sar., 2012). Stomine celije
imaju specificna mesta za vezivanje ABA i ona su oznacena kao receptori. Receptori
mogu biti smeSteni na povrsSini Celijske membrane (ekstracelularni) ili u

unutrasnjosti Celija zatvarc€ica (intracelularni) (Hornberg i Weiler, 1984; Andesro i
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sar., 1994; Wang i Zhang, 2008). Ekstracelularni receptori su ukljuceni u proces
zatvaranja stoma, a intracelularni u inhibiciju otvaranja stoma (Schwartz i sar.,
1994). Postoji i pretpostavka da su ekstracelijski receptori neophodni u brzom, a
intraceljiski u sporom odgovoru na ABA. Vezivanje ABA za receptore dovodi do
akumulacije i brze difuzije intracelularnih signala (sekundarnih glasnika) kao Sto
su inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) i joni Ca2*, koji dalje u ¢eliju prenose informaciju
(Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012). Dolazi do povecanja koncentracije Ca2* u citoplazmi, koja
je rezultat aktivacije kanala za ovaj jon i njegovog oslobadanja iz razlicitih Celijskih
vezikula, kompartmenata ili organela (vakuola endoplazmati¢nog retikuluma,
plastida, mitohondrija) u citoplazmu. Ca2* joni, vezivanjem za kalmodulin,
aktiviraju mnoge enzime, u prvom redu kinaze i fosfataze, koji kasnije fosforiluju
druge enzime, Sto na kraju dovodi do zatvaranja stoma (Mengel i Kirkby 2001).
Osim toga, povecana Kkoncentracija Ca2* jona u citoplazmi dovodi i do
depolarizacije ¢elijske membrane. Zatvaranjem stoma smanjuje se transpiracija i
usvajanje COz (Chaves, 1991) i smanjuje se intenzitet fotosinteze usled promene u
aktivnosti enzima ribuloza 1,5-bisfostat karbokislaze oksigenaze - RubisCO (De
Carvalho, 2008; Carmo-Silva, 2012; Ashraf i Harris, 2013). Nedostatak vode dovodi
do inhibicije rasta, deobe i ekspanzije Celija (Farooq i sar., 2009). Usled smanjenja
transpiracije ograni¢eno je i usvajanje nutrijenata, a poremecaj u aktivhom
transportu jona kao i u permeabilnosti membrana ima za posledicu i redukciju
apsorpcione moci korena (Le Gall i sar., 2015). Usporavanje osnovnih metabolickih
procesa dovodi do smanjenja akumulacije suve materije, usporava se rast
nadzemnog dela i korena, smanjuje se masa biljke i sadrzaj azota u biljci, Sto za

posledicu ima smanjenje prinosa (Holbrook i sar., 2002).
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Slika 8. a) Hidro pasivno i aktivnho zatvaranje stominog aparata

(Modifikovano prema Arve i sar, 2011), b) otvorene stome kod graska, c)

zatvorene stome kod graska (Sandalio i sar., 2001).

Medutim, delimi¢na redukcija otvorenosti stominih ¢elija ne utice u
znacajnoj meri na fotosintezu, a smanjuje se odavanje vode (Liu i sar., 2006; Savi¢ i
sar., 2008). U transpiraciji biljka "gubi" oko 97% od usvojene vode, a ostatak
koristi za potrebe fizioloSkih procesa (Barbieri i sar, 2012). U trenutku kada
proces transpiracije postane intenzivniji od procesa apsorpcije, kao posledica
gubitka vode opada turgor, smanjuje se volumen Celije i povecava koncentracija
rastvorenih materija u celiji (Lawlor i Cornic, 2002). Prema tome, regulacijom
otvorenosti stoma, biljke u susi odrZavaju fotosintezu na maksimalnom moguc¢em
nivou uz minimalnu transpiraciju, u datim uslovima. Zahvaljuju¢i specifi¢nosti
svoje grade, metabolickih i molekularnih procesa, stome su u stanju da aktivno
reaguju na tzv. signale stresa suSe (ali takode i ostalih stresnih faktora) i da u
skladu sa njima integriSu i kontroliSu stepen svoje otvorenosti, Sto moZe da utice
na fizioloSke odgovore biljaka. Koliko su reakcije stoma sloZene, pokazuju rezultati

da i poveana transpiracija moZe da predstavlja poZeljnu adaptivnu reakciju
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biljaka jer doprinosi njihovom hladenju, Sto je od posebnog znacaja za uslove
gajenja biljaka gde je visoka temperatura pracena suSom (Morison i sar., 2008;
Reynolds-Henne i sar., 2010). Takode, od reakcija stoma zavise i transport jona i
translokacija asimilata. Na kompleksnost reakcija stominih Ccelija ukazuju i
rezultati Prokic¢ i sar. (2005, 2006), koji su pokazali da je otvorenost stominih Celija
rezultat sloZene interakcije Ca2*, ABA i pH, kao i to da ti odnosi zavise i od biljne

vrste.

Kao jedan od nespecificnih odgovora na abioticki stres je i produkcija i
akumulacija reaktivnih Kkiseoni¢nih vrsta c¢ija povecana koncentracija takode
predstavlja oblik stresa tzv. oksidativni stres (Boguszewska i Zagdanska, 2012). U
uslovima vodnog deficita produkcija ROS je povecana s obzirom na to da limitirana
fiksacija CO2 redukuje regeneraciju NADP* u Kalvinovom ciklusu, Sto remeti lanac
transporta elektrona. Tok elektrona se preusmerava na alternativne akceptore od
kojih je najznacajniji kiseonik pri ¢emu nastaje O2*-, a zatim i ostali oblici ROS-a
(Taiz i Zeiger, 2002). Takode, u uslovima vodnog deficita maksimalna je
oksigenacije RuBP (ribulozo-1,5-bisfosfat), kao posledica ogranicene fiksacije COo,
pri cemu se kao krajnji proizvod stvara H20; (Bota i sar., 2004; Wituszynska i
Karpinski, 2013). Pored citotoksi¢nosti, ROS imaju vaznu ulogu u reakciji biljne
Celije na razlic¢ite oblike stresa igraju¢i ulogu signalnih molekula. Do sada je
uglavnom izucavana signalna uloga H20. U fizioloSkim uslovima u biljnoj celiji
H20; nastaje kao sporedni proizvod u elektronskom transportu u mitohondrijama,
pri fotorespiraciji u peroksizomima, kao i u Mehler-ovoj reakciji u hloroplastima.
Mehler-ova reakcija redukuje Oz do O2*- donacijom elektrona u fotosistemu I (PSI).
SOD prevodi O2°*- u H202, koji se zatim, pomocu APx, prevodi u H20 (slika 9). U
uslovima biotickog i abiotickog stresa H202 nastaje ekstracelularno u vancelijskom
prostoru aktivnoséu enzima NADPH-oksidaze (RBOH), (Sagi i Flihr, 2001) ili
peroksidaze celijskog zida (Bolwell i sar, 2002), a preko peroksiporinskih kanala
lako prodire u unutrasnjost celije. Relativno dug poluZzivot H202 od oko 1 ms i

umerena reaktivnost omogucuje difuziju ovog signalnog molekula kroz celijske
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membrane, ekstracelularni prenos signala i odgovrajuce aktivnosti van cCelije gde je
primarno nastao (Dat i sar., 2000). H202 u stresnim uslovima, u niskim
koncentracijama, deluje kao signalni molekul i u€estvuje u aktivaciji mehanizama
zaStite (Quan i sar., 2008), dok u visokim koncentracijama dovodi do oksidacije
drugih molekula, $to na kraju moZe dovesti do programirane celijske smrti (Bailey-
Serres i Mittler, 2006; Karuppanapandian i sar., 2011). U biohemijske odgovore na
abioticki stres spada i smanjenje osmotskog potencijala ¢elija kroz akumulaciju

osmolita, kao Sto je, na primer, prolin (Mattioli i sar., 2009).

" soD
MDA H202
@ tAPX N
AA H20

Slika 9. Nastanak H202 u Mehler-ovoj reakciji (De Carvalho, 2008).

Stvaranjem ROS-a aktiviraju se antioksidativni enzimi i akumuliraju
neenzimske komponente koji sinergicki doprinose adaptivnoj reakciji. Kao
posledica naruSavanja ravnotezZe izmedu stvaranja i akumulacije ROS i
mehanizama njihovog neutralisanja (enzimskih i neenzimskih) dolazi do oSte¢enja
makromolekula - proteina, lipida, DNK. Lipidna peroksidacija je jedna od najcesce
istraZivanih posledica delovanja ROS na strukturu i funkciju lipida membrane (Gill
i Tuteja, 2010; Mirzaee i sar.,, 2013). ROS reaguju sa polinezasi¢enim masnim
kiselinama celijskih membrana (polyunsaturated fatty acid - PUFA) i formiraju
konjugovane diene, lipidne peroksi radikale i hidroksiperokside (Gill i Tuteja,
2010; Repetto i sar., 2012). Dolazi do stavaranja i propagacije lipidnih radikala,
promena u dvostrukim vezama nezasi¢enih masnih kiselina i oStecenja lipidnih
membrana, pri ¢emu se stvaraju razli€iti toksi¢ni proizvodi, kao $to su alkoholi,
ketoni, alkani, aldehidi i etri (Dianzani i Barrera, 2008). Repetto i sar. (2012) su

identifikovali 32 aldehida, kao produkte lipidne peroksidacije, medu kojima je
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malondialdehid (MDA) najznacajniji. Merenje koli¢ine produkovanog MDA, kao
posrednog pokazatelja lipidne peroksidacije, ¢esto se upotrebljava kao pokazatelj
stepena senzitivnosti, odnosno tolerantnosti biljaka na oSte¢enja uzrokovana ROS
(Blokhina i sar., 2003). Jednom zapoceta reakcija lipidne peroksidacije se nastavlja
autokataliticki i ima progresivni tok. OSteenja membrane dovode do povecanja

propustljivosti Celije, brze desikacije i smrti Celije (Repetto i sar., 2012).

2.7. Percepcija i transdukcija signala suse

Jo$ uvek nije u potpunosti razjaSnjeno kako biljke prepoznaju stres suse i
kako se vrsi transdukcija signala izmedu celija, tkiva i celog organizma. Promena
sadrZaja vode u zemljiStu, koju koren registruje preko rizosfere, indukuje odgovor
tzv. signala susSe, koji mogu biti hidrauli¢ni (Sailendra i sar., 1995; Comstock, 2002)
ili hemijski (Wilkinson i Davies, 2002) i koji se prenose do nadzemnog dela biljke,
odnosno do listova i stominih c¢elija, gde indukuju razliCite reakcije. Prema
klasicnom konceptu, efekti suSe se razmatraju kao rezultat dejstva hidrauli¢nih
signala, koji nastaju kao rezultat smanjenog usvajanja vode od strane cCelija korena
i opadanja turgora u Celijama. Prema drugom konceptu, koren je veoma znacajan
"senzor" promena u zemljiStu (ne samo nedostatka vode ve¢ i promena u
mehanickom sastavu) o kojima "obavestava" izdanak putem tzv. "hemijskih signala
suse" (prvenstveno biljnih hormona i to abscisinske kiseline) koji se transportuju
do listova gde dovode do redukcije rasta Celija i smanjenja provodljivosti stominih
¢elija (Dodd, 2007). Iako je ABA najcesSce ispitivani hemijski signal, postoje i drugi
kao Sto je, na primer, redukcija sadrzaja citokinina do koje dolazi pri niskom
sadrZaju vode (Bano i sar., 1993, 1994; Kudoyarova i sar., 2006; Jia i Zhang, 2008).
Hemijski signal moZe biti i promena pH ksilema ili apoplasta koja, takode, utice na
redukciju provodljivosti stoma (Wilkinson i sar., 1998; Wilkinson, 1999; Wilkinson
i Davies, 2002) ili rast celija (Bacon i sar., 1998; Davies i sar., 2002), kao i joni

kalcijuma (Shang i sar., 2005; Guo i sar., 2008).
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2.8. Molekularni odgovor biljaka na stres

Pretpostavlja se da je senzor suSe na nivou Celije transmembranski vezana
dvokomponentna histidin kinaza koju aktivira porast u osmolarnosti Celije, a koji je
izazvan opadanjem turgora u cCeliji (Celijskom dehidratacijom). Zato se ova kinaza
naziva "osmosenzor" i ona indukuje kaskadu reakcija (transdukcija signala) koje
vode ka ekspresiji gena indukovanih dehidratacijom. Takode je moguce i da razvoj
stresa utice na fiziCke osobine membrane, odnosno protein-lipidne interakcije. To
moZe da izazove promene propustljivosti membrana i reorganizaciju citoskeleta,
Sto utice na kanale za vodu (akvaporine) i jone (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012). Nakon
percepcije signala, signalna transdukcija, preko sinteze sekundarnih prenosioca i
oslobadanja Ca?*, dovodi do ekspresije gena indukovanih suSom. Produkti
aktivnosti ovih gena mogu se podeliti na dve grupe (Shinozaki i sar., 2003): prvu
grupu ¢ine funkcionalni molekuli koji su direktno ukljuceni u tolerantnost na stres
kao Sto su razliciti antioksidanti, antioksidativni enzimi (SOD, CAT, GR, APx),
osmoprotektanti (na pr. enzimi ukljuceni u biosintezu prolina), proteini koji Stite
makromolekule (Saperoni, LEA (Late Embryogenesis Abundant) proteini), a drugu
grupu regulatori ekspresije gena i signalnih puteva (protein kinaze, fosfataze,

transkripcioni faktori - TF, enzimi metabolizma fosfolipida).

Proucavanja transkripcione regulacije dehidratacije i zaslanjenosti dovela

su do otkri¢a tzv. ABA-zavisnog i ABA-nezavisnog puta (Yamaguchi-Shinozaki i
Shinozaki, 2006). Dehidratacija Celije u uslovima ogranicenog priliva vode, dovodi
do povecanja endogenog sadrZaja ABA u c¢eliji, Sto uslovljava ekspresiju ciljnih
gena koji kodiraju transkripcione faktore, signalne komponente, enzime i dr.
(Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2006; Ciarmiello i sar., 2011). Geni koji
odgovaraju na ABA, uglavnom su regulisani transkripcionim faktorima tipa bZIP
(ABRE/ABF), koji se vezuju za ABRE cis-elemente u promotorima (Fujita i sar.,
2005). Kod ABA-nezavisnog puta ciljni geni imaju u promotorima cis-sekvencu
DRE/CRT za koju se vezuju transkripcioni faktori ERF/AP2 tipa, kao $to su familije
DREB1/CBF i DREB2. DREBL1 tip transkripcionih faktora je uklju¢en u odgovor na
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niske temperature, a DREB2 u odgovor na dehidrataciju i poviSenu temperaturu u
spoljasnjoj sredini (Maruyama i sar., 2004; Sakuma i sar., 2006). Jovanovic i sar.
(2013) utvrdili su da ekspresiju gena DREB2 indukuju sus$a, soli, ali i ABA nakon
duZeg perioda delovanja. Oni, takode, ukazuju na mogucu interakciju ABA-zavisnog
i ABA-nezavisnog puta (eng."cross talk"). Neki od transkripcionih faktora, koji su
ukljuCeni u odgovor na stres, regulisani su na posttranslacionom nivou putem
posttranslacionih modifikacija i obicno su uklju¢eni u brze i rane odgovore na
stres. 0d posttranslacionih modifikacija najzastupljenije su fosforilacija,

ubikvitinacija i sumoilacija.

Razliciti geni aktivirani pod uticajem stresa mogu se podeliti u dve grupe:
geni brzog i geni sporog odgovora. Geni brzog odgovora se aktiviraju vrlo brzo
nakon izlaganja stresu (za nekoliko minuta) i Cesto je to povecanje ekspresije
prolaznog karaktera. Njihova indukcija ne zahteva sintezu novih proteina, jer su
sve signalne komponente ve¢ prisutne. Tipi¢ni primer su geni ¢ija se ekspresija
povecava u uslovima suSe (na pr. DREB/CBF), soli, stresu niske temperature i u
prisustvu ABA. Mnogi drugi geni se aktiviraju tek nakon nekoliko sati i njihova
ekspresija je Cesto kontinuirana, odnosno odrzava se na odredenom nivou tokom
stresa. Ovoj grupi pripadaju geni uklju¢eni u odgovor na stres kao Sto su geni
osetljivi na dehidrataciju (RD - responsive to dehidration,), aktivirani hladno¢om
(KIN - cold induced), osetljivi na hladno¢u (COR - cold responsive), itd. Navedeni
geni kodiraju sintezu na primer LEA proteina, antioksidanata, osmolita i drugih
proteina vaZznih u procesu stabilizacije biomembrana i ucestvuju u regulaciji

njihove aktivnosti (Wang i sar. 2003, Mahajan i Tuteja, 2005).
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3. NAUCNI CILJ ISTRAZIVANJA I OSNOVNE HIPOTEZE

Naucni cilj ovog istrazivanja je karakterizacija pojedinih fizioloSkih i
biohemijskih procesa koji su u osnovi reakcija biljaka sto¢nog graska na susu i
osmotski stres. Molekularna istrazivanja bi, uz analizu fizioloskih parametara rasta
biljaka, akumulaciju hormona abscisinske kiseline ispitivanja antioksidativnih
mehanizama odbrane biljaka od osmotskog i stresa suSe, znacajno doprinela
razumevanju adaptivnih reakcija i toleranciji sto¢nog graska na susSu. Takav
multidisciplinarni pristup bi omogucio i teorijsku osnovu za identifikaciju
genotipova sto¢nog graska koji pokazuju najvecu tolerantnost na oksidativni stres
izazvan vodnim deficitom, i mogao bi da ima svoju prakti¢nu primenu za potrebe

selekcije i stvaranje genotipova tolerantnih na susu.

U istrazivanjima se polazi od osnovne hipoteze da ¢e ispitivani genotipovi
roda Pisum pokazati razlike u klijavosti i osnovnim parametrima porasta ponika,
kao i u dinamici porasta ponika u uslovima suSe indukovane polietilenglikolom
6000 (PEG 6000) i porasta listova u u uslovima suSe. Ocekuje se da Ce se ispoljiti
genotipske razlike u osmotskom i stresom suSe indukovanoj akumulaciji hormona
abscisinske kiseline. S obzirom na Cinjenicu da suSa i osmotski stres izazivaju
oksidativni stres, kao sekundarni stresni faktor, ocekuje se i da ¢e se u tim
uslovima promeniti i aktivnost antioksidativnih enzima i da ¢e se ispoljiti
genotipske razlike. Takode se oCekuje da ¢e do¢i do promena u genskoj ekspresiji

antioksidativnih enzima u razli¢itim uslovima vodnog deficita.
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4. MATERIJAL I METODE

Eksperimentalni deo istraZivanja izveden je u Laboratoriji za ispitivanje
semena Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu, Laboratoriji Katedre za
agrohemiju i fiziologiju biljaka Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu i
Laboratoriji za molekularnu biologiju biljaka Instituta za molekularnu genetiku i

geneticko inZenjerstvo (IMGGI), Univerziteta u Beogradu.

[straZivanja u okviru ove doktorske disertacije su obuhvatala 2 nezavisna

eksperimenta i to:

1. Ispitivanje uticaja osmotskog stresa (Ogled osmotskog stresa)

2. Ispitivanja efekata suse (Ogled suse).

Ogled osmotskog stresa je imao za cilj da se ispitaju reakcije razlicitih sorti
graska u fazi ponika, dok su ispitivanja efekata suse imala za cilj da se kod istih

sorti, ali u kasnijim fazama ontogeneze ispitaju reakcije na susu.

4.1. Biljni materijal

Za istrazivanja je koriS¢eno 7 genotipova sto¢nog graska selekcionisanih u
Odeljenju za krmno bilje Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu.
Genotipovi su odabrani na osnovu komercijalnog znacaja, zastupljenosti u
proizvodnji kao i po preporuci oplemenjivaca. Medusobno se razlikuju po vremenu

setve i nacinu koris¢enja.
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4.1.1. Karakteristike ispitivanih sorti

NS Junior je sorta jarog graska za kombinovano iskoriS¢avanje, odnosno za
krmu i zrno. Biljke su visine izmedu 125 i 145 cm, indeterminantnog porasta, sa
visokim udelom lista u ukupnoj masi biljke i belim cvetom. Kosidba u toku cvetanja
i obrazovanja prvih mahuna obezbeduje izmedu 40 i 50 t/ha zelene mase sa 16-
18% suve materije i udelom sirovih proteina izmedu 19 i 24%. Poseduje genetski
potencijal za prinos zrna od 5 t/ha, uz sadrzaj sirovih proteina i do 28%. Zbog
niskog sadrzaja antinutritivnih materija nije potrebna termicka obrada zrna, pa se
koristi neposredno u ishrani svinja i Zivine. Najrasprostranjenija je sorta jarog

graska na povrsinama u Srbiji.

Dukat je srednje rana, visokorodna sorta jarog proteinskog graska.
Determinantnog je porasta visine 50-75 cm. Manje je osetljiva na poleganje. U
gornjoj polovini biljke obrazuje 8-12 mahuna sa po 5-7 krupnih zrna. Prinos zrna
je 4-5 t/ha. Masa 1000 zrna se krece izmedu 235-250 g. ProseCan sadrzaj proteina

u zrnu je oko 25%.

Javor je sorta jarog proteinskog graska namenjena iskljucivo za
proizvodnju suvog zrna. Biljke su visine izmedu 50 i 70 cm, ograniCenog
(determinantnog) rasta, sa zbijenim nodusima u donjem delu stabla, Sto povecava
tolerantnost na poleganje. Mahune su skupljene u vrsnom delom stabljike, Sto
znacajno smanjuje gubitke prilikom mehanizovane Zetve. Masa 1000 zrna je oko
250 g. Setvom najmanje 110 klijavih zrna po kvadratnom metru omogucuje se
ravnomeran rast i razvi¢e useva. Poseduje genetski potencijal za prinos zrna od
preko 5 t/ha, a ostvaruje redovne prinose od 3,5 do 4,5 t/ha, sa oko 25 % sirovih

proteina u zrnu. Veoma je rasprostranjena u proizvodnji.

Partner je sorta jarog proteinskog graska za proizvodnju zrna. DuZina
vegetacije kod ove sorte je 80-85 dana. Pokazuje minimalnu sklonost ka poleganju,
visine stabla 50-70 cm, afila tipa lista i bele boje cveta. Prinos zrna u proizvodnim

uslovima 4,5-5,5 t/ha sa 25% sirovih proteina.
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Pionir je sorta ozimog krmnog graska. Veoma je otporna na niske
temperature i tolerantna na preovladujuce bolesti. Koristi se kao zelena krma i
seno u ishrani preZivara, u smesi sa strninama ili kao Cist usev, kao i za zelenisno
dubrenje u voénjacima i vinogradima. Odlikuje se visinom izmedu 105 i 170 cm,
indeterminantnog porasta, sa visokim uceS¢em lista u prinosu krme i ljubicastim
cvetom. PostiZe prinose od oko 40 t/ha zelene krme i 8 t/ha sena, sa oko 20%

sirovih proteina.

Trezor je sorta ozimog krmnog graska koja se koristi se kao zelena krma i
seno u ishrani preZivara, u smesi sa strninama ili kao Cist usev, kao i za zeleni$no
dubrenje u vo¢njacima i vinogradima. Odlikuje se visinom izmedu 90 i 110 cm,
indeterminantnog porasta, sa visokim uceS¢em lista u prinosu krme i ljubicastim
cvetom. PostiZe prinose od oko 35 t/ha zelene krme i 7,5 t/ha sena, prinos zrna u

proizvodnim uslovima 3-3,5 t/ha.

NS Mraz je vrlo rana sorta ozimog proteinskog graska za proizvodnju zrna.
Ima zadovoljavaju¢u otpornost na jacinu i duZinu delovanja niskih temperatura.
Sorta je determinantnog porasta, duzine stabla 60-80cm, afila tipa lista i bele boje
cveta. Ima izraZenu ranostasnost i ujednacenost sazrevanja sa visokom otpornoscu
prema poleganju. Prinos zrna u proizvodnim uslovima 4,5-5,5 t/ha, uz sadrzaj

sirovih proteina preko 27%.

4.2. Ogled osmotskog stresa

Ogled uticaja osmotskog stresa obavljen je u kontrolisanim laboratorijskim
uslovima. Za indukciju osmotskog stresa koriS¢ene su 3 razliCite koncentracije
rastvora osmotikuma PEG 6000 (Singh i sar., 1990) ciji su osmotski potencijali
iznosili: -0,1MPa, -0,2MPa i -0,3MPa. Rastvori PEG 6000 pripremani su prema
Michel i Kaufmann (1973).
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[spitivanja su obavljena u dve rane vegetativne faze biljaka: fazi klijanja i
fazi ponika. Ogled za ispitivanje klijavosti i razvoja ponika je postavljen tako Sto je
4x100 semena naklijavano u posudama napunjenim sterilnim peskom navlaZzenim
odgovaraju¢im rastvorom razliCite koncentracije i osmotskog potencijala PEG
6000, odnosno vodom kao kontrolom. Inkubacioni period za ispitivanje klijavosti
iznosio je 10 dana na 20 °C u mraku. Za ispitivanje ostalih fizioloSkih, biohemijskih
i molekularnih parametara inkubacioni period je iznosio 10 dana na 20 °C u mraku,

nakon Cega je porast ponika nastavljen na 20 °C u reZimu dan/no¢ do 15. dana.

Nakon zavrsetka inkubacionog perioda od 10, odnosno 15 dana prikupljeni
biljni materijali nadzemnog dela i korena ponika ¢uvani su na -69 °C, za kasnije

odredivanje akumulacije ABA, aktivnosti antioksidativnih enzima i ekspresije gena.

4.3. Ogled suse

Za ova ispitivanja biljke su gajene u komori Poljoprivrednog fakulteta
Univerziteta u Beogradu u kontrolisanim uslovima sa fotoperiodom od 14h,
osvetljenos¢éu (PAR) 300 pmol/m , temperaturom 25/18°C i relativnom vlaZnos¢u

vazduha od 70% (slika 10.)

Biljke su se razvijale iz semena u komercijalnom supstratu (Potground H

proizvodaca Klasmann-Deilmann, Germany).

Mlade biljke su zalivane optimalno do pojave treceg para listova. Koli¢ina
vode u supstratu je merena pomoc¢u Theta probe (ThetaProbe, type ML2x, Delta-T
Devices Ltd., England) (slika 11). Zatim su primenjivana tri razli¢ita tretmana

zalivanja:

1. Optimalno zalivanje (36% vlaZnost supstrata);
2. Tretman suSe od 18% vlaZnosti supstrata (T1) i

3. Tretman suSe od 9% vlaznosti supstrata (T2).
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Slika 10. Ogled u klima komori.

Kod kontrolnih biljaka nastavljeno je sa navodnjavanjem do optimalnog
vodnog kapaciteta, odnosno, sadrzaja vode u supstratu od 36%. Prvi tretman suse
je izazvan prekidanjem zalivanja sve dok se sadrzaj vode u supstratu nije spustio
na 50% od optimalnog vodnog kapaciteta (oko 18%), odnosno drugi tretman suse

dok se sadrZaj vode nije spustio na 25% od optimalnog kapaciteta (oko 9%).
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Slika 11. Merenje sadrzaja vode u supstratu.

Merena je provodljivost stoma u oba tretmana suse (T1 i T2), a na kraju
eksperimenta (T2) izmereni su osnovni fizioloSki parametri i prikupljeni biljni
materijali listova za Kkasnije odredivanje akumulacije ABA, aktivnosti

antioksidativnih enzima i ekspresije gena. Biljni materijal je ¢uvan na -69 °C.

4.4. Odredivanje fizioloskih parametara kod ponika u ogledu osmotskog

Sstresa

Od fizioloSkih parametara kod semena izloZenih osmotskom stresu pracena
je klijavost koja je izraZzena u %. Seme se smatrao klijalim ukoliko mu je korencic¢
bio duZine 2 mm (Kaya i sar., 2006; Kim i sar., 2006; Wu i sar., 2011).
Svakodnevnim brojanjem isklijalih semena je odredeno i srednje vreme Kklijanja

(Mean Germination Time - MGT) prema formuli (Kandil i sar., 2012) :
MGT =)dn / }n,
gde je n - broj klijalih semena na dan d, a d - broj dana racunato od pocetka

klijanja.
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Kod ponika izloZenih osmotskom stresu praceni su slede¢i parametri:
duZina nadzemnog dela i korena (mm), sveZa masa nadzemnog dela i korena (g) i
suva masa nadzemnog dela i korena (g) nakon zavrSetka inkubacionog perioda od
10, odnosno 15 dana. Duzina nadzemnog dela i korena odredena je pomocu lenjira
na 40 slucajno odabranih ponika. Izmerena je njihova sveZa masa nadzemnog dela
i korena, a zatim je izmerena i masa suvih ponika nakon susSenja u termostatu na
temperaturi od 80 °C u trajanju od 24 casa. Na osnovu dobijenih rezultata je
izraCunat odnos suve mase nadzemnog dela i korena. Indeks tolerantnosti na susu
nadzemnog dela i indeks tolerantnosti na susu korena izracunati su prema Maiti i

sar. (1994):

Suva masa biljaka u tretiranoj grupi (g)

Indeks tolerantnosti (IT) = — _ .
Suva masa biljaka u kontrolnoj grupi (g)

4.5. Odredivanje fizioloskih parametara kod biljaka u ogledu suse

4.5.1. Merenje osnovnih fizioloSkih parametara

Odredivani su osnovni fizioloski parametri kod biljaka u kontroli i kod
biljaka izloZenih tretmanu suSe od 9% vlazZnosti supstrata (T2). Izmerena je masa
nadzemnog dela i korena u sveZem stanju (g). Posle suSenja biljnog materijala na
80 °C u susnici izmerena je suva masa nadzemnog dela i korena (g). Na osnovu
dobijenih rezultata izracunat je odnos suve mase nadzemnog dela i korena. Indeks
tolerantnosti na suSu nadzemnog dela i korena izracunat je prema Maiti i sar.

(1994).

4.5.2. Merenje provodljivosti stoma

Provodljivost stoma (gs) je merena na abaksijalnoj strani treceg para listova
pomocu porometra (SC-1 Leaf Porometer, Decagon Devices Inc., USA) na ukupno 5
biljaka po tretmanu (slika 12). Merenja su vrSena kod svake sorte u kontroli, kao i

pri dva razlicita tretmana suse (T1i T2). Vrednosti su izraZene u mmol/m?2s.
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Slika 12. Merenje provodljivosti stoma.

4.6. Odredivanje sadrzaja abscisincke kiseline

Odredivanje sadrzaja ABA je izvrSeno u Laboratoriji Katedre za agrohemiju

i fiziologiju biljaka Poljoprivrednog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

SadrZaj abscisinske kiseline je analiziran ELISA testom (Asch, 2000). Princip
ELISA testa zasniva se na kompetitivnoj imunoloskoj reakciji visoko specificnog
monoklonalnog antitela (MAC 252) sa ABA (slika 13). Pri tome ne dolazi do
ukrstene reakcije izmedu antitela i drugih supstanci (Quarrie i sar., 1988). Posle
imunoloSke reakcije, vrsi se bojenje rastvora uz dodatak supstrata (p-nitrofenil
fosfata), pri ¢emu se apsorpcija rastvora ocitava na ELISA ¢itacu (Sunrise, Tecan)
na 405 nm. Ova ocitana vrednost obrnuto je proporcionalna koncentraciji ABA koja
se izraCunava preko kalibracione krive dobijene sa poznatim koncentracijama

standardne (*) ABA.
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Antigen (ABA-4’- Antigen iz uzorka ‘
Prazan zid BSA) i nosag i primarno * of
mikrotitar antigen proteina antitelo LS
ploce = 3 (MAC 252) 1

antitelo obelezeno Kompleks antigen-
Kompleks antigen- en21mom primarno antitelo-
primarno antitelo sekundarno
antitelo

Supstrat
(p-nitrofenil
fosfat)

kompleks antigen
primarno antitelo

sekundarno anﬁtelo—

enzim-supstrat

Anti-mi§ji IgG
sekundarno

Intenzitet obojenja
obrnuto proporcionalan
koli¢ini antigena
u uzorku, meren je
ELISA ¢itatem
na 405nm

Slika 14. Shematski prikaz ELISA testa (Asch, 2000).

Nadzemni deo i koren ponika iz ogleda uticaja osmotskog stresa u

kontrolisanim uslovima, kao i listovi iz ogleda uticaja suSe su uzimani na kraju

ogleda i ¢uvani na -69 °C za odredivanje sadrZaja abscisinske kiseline.

Pre analize je testom ukrStene reakcije potvrdeno da ekstrakt izolovane

ABA ne sadrzi druge supstance koje reaguju sa antitelom, a da nisu antigeni, tj.

abscisinska kiselina (slika 14).
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Slika 14. Test ukrStene reakcije.

44



MATERIJAL I METODE

Neposredno pred analizu izvrSena je ekstrakcija ABA iz zamrznutog biljnog
materijala. Uzorci su samleveni u analitickom mlinu (A-11 basic, IKA) uz prisustvo
tecnog azota. U eppendorf tube je odmereno 0,5 g biljnog tkiva i pomeSano sa 1,5
ml destilovane vode i 2% PVP40. Tube su potopljene u kljuc¢alo vodeno kupatilo 5-
10 sec. Nakon toga, uzorci su muckani 16h u mraku, na 4 °C (Thermomixer
comfort, Eppendorf). Uzorci su zatim centrifugirani 5 minuta, na 4 °C, pri brzini od
14000 x g (Sigma 2-16K, Germany). Dobijeni supernatant je koris¢en za dalju

analizu.

Procedura ELISA testa sastojala se u slede¢em: 200 ul ABA-konjugata (ABA-
4’-BSA) sa proteinskim nosac¢ima, u mikro-titar ploci, inkubirano je tokom no¢i na
4 °C. Nakon tri ispiranja puferom 2 za ispiranje (TRIZMA, MgCl; i NaCl i bovine
serum albumine-BSA rastvoreni u H20, pH 7,8) (poslednji put pufer je drZzan 20
minuta na 37°C kako bi se neobloZeni zidovi saturisali sa BSA), mikro-titar ploca je
suSena upijaju¢im papirom. Posle suSenja, dodato je 100 pl uzorka i 100 ul
primarnog antitela MAC 252. Mikro-titar plo¢a je muc¢kana konstantno 1 minut, a
zatim inkubirana na 4 °C pri ¢emu je doslo do reakcije izmedu antigena i antitela.
Mikro-titar ploca je, ponovo, ispirana tri puta i suSena upijaju¢im papirom, nakon
Cega je dodato 200 pl sekundarnog antitela, Anti-Rat IgG, obeleZenog sa alkalnom
fosfatazom, rastvorenog u puferu 1 (TRIZMA, MgCl; i NaCl rastvoreni u H20, pH
7,8). Mikro-titar ploca je inkubirana 1 sat na 37 °C u vlaznim plasti¢nim boksevima.
U tom periodu doSlo je do vezivanja sekundarnog antitela za primarno antitelo.
Mikro-titar ploca je, ponovo, ispirana pet puta i suSena upijaju¢im papirom, a zatim
je dodato 200 pl rastvora supstrata. Rastvor supstrata dobijen je rastvaranjem 20
mg p-nitrofenil fosfata u 20 ml natrijum-hidrogen-karbonata (NaHCO3). Supstrat je
reagovao sa enzimom vezanim za sekundarno antitelo pri cemu je doslo do bojenja
rastvora. Intenzitet obojenja je bio obrnuto proporcionalan koli¢ini antigena
(ABA). Apsorpcija je ocitavana na ELISA ¢itacu (Sunrise, Tecan) na 405 nm. Za
odredivanje koncentracije ABA napravljenaje kalibraciona kriva (4000, 2000,
1000, 500, 250 i 100 pg/100 ul) razblaZivanjem osnovnog (*) ABA standarda

(80000 pg/100 pl. Za proracun rezultata koris¢en je program napravljen u Excel-u
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(www.asch-online.eu/downloads/hormones/ABA-Standard.xls).  Rezultati su

predstavljeni u ng po g sveZe mase (ng/g FW).

4.7. Odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima

Odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima obavljeno je u Laboratoriji
za ispitivanje semena Instituta za ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu i
Laboratoriji za molekularnu biologiju biljaka Instituta za molekularnu genetiku i

geneticko inZenjerstvo (IMGGI), Univerziteta u Beogradu.

4.7.1. Priprema uzoraka

Zamrznuti biljni materijal iz ogleda osmotskog stresa i ogleda suSe je
pomocu tucka i avana usitnjen u tecnom N3. Biljni materijal je zatim pomeSan sa
ekstrakcionim puferom u odnosu 1:2. Ekstrakcioni pufer je sadrzavao 50 mM
kalijum fosfat, pH 7,0 i 0,1 mM EDTA sa dodatkom 5% (w/v) polivinil pirolidona
(PVP).

Bakon toga uzorci su centrifugirani 20 minuta na 15000 x g. Supernatanti
su, kao sirovi ekstrakt, koriS¢eni za odredivanje aktivnosti antioksidativnih

enzima. Svi koraci su radeni na 4 °C (Stanisavljevic¢ i sar., 2012).

Koncentracija proteina u ekstraktima je odredena prema Bredfordu (1976)

upotrebom Bio Rad assay kit-a i BSA kao standarda.

4.7.2. Odredivanje aktivnosti superoksid dismutaze

Aktivnost enzima superoksid dismutaze odredena je po metodi
Giannopolites i Ries (1977), koja je zasnovana na sposobnosti superoksid-radikala
da redukuje nitro grupu supstituisanih aromati¢nih jedinjenja kao $to je nitroblu-

tetrazolium (NBT) u kojoj nastaje formazan plave boje. Redukcija Zuto obojenog
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NBT do plavog formazana se koristi kao mera stvaranja superoksid-radikala u

hemijskim i bioloSkim sistemima.

Sirovi ekstrakt (10 pl) je dodat u reakcionu smesSu (0,96 ml) koja je
sadrzavala 50 mM kalijum fosfatni pufer (pH 7,8), 2 mM EDTA, 9,9 mM metionin,
55 puM nitro blue tetrazolium (NBT) i 0,025% Triton-X100. Na kraju je dodato 10 pl
1mM riboflavina i tube su promeSane. Reakcija je zapocleta izlaganjem smeSe
hladnom belom fluorescentnom svetlu ja¢ine 15W. Nakon 15 min svetlo je
ugaseno, tube su promesSane i merena je apsorbanca na 560 nm. SOD aktivnost je
izrazena kao U/mg proteina. 1U je koli¢ina enzimske aktivnosti koja inhibira

reakciju u kojoj nastaje formazan za 50%.

4.7.3. Odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze

Aktivnost askorbat peroksidaze je odredena prema Jiménez (1997b)
primenom reakcione smesSe koja je sadrzavala 50 mM kalijum fosfatni pufer, pH
7,0, 0,1 mM EDTA, 0,5 mM askorbat, 10 mM H20; i 20 pl sirovog ekstrakta. H20>
zavisna oksidacija je praena smanjenjem apsorbance na 290 nm. Aktivnost
askorbat peroksidaze je izraZzena kao nmol/min/mg proteina. Aktivnost je
raCunata prema formuli:

AA290nm

A (nmol/min/mg1) = —— x 1000
£t v Cprot.

gde ¢- predstavlja molarni ekstinkcioni koeficijent askorbinske kiseline na
290 nmiiznosi 2,8 mM-1 cm-L, t - vreme za koje je pradena promena apsorbancije, v
- zapremina enzimskog preparata (ml) i Cprot - Koncentracija proteina u

enzimskom preparatu (mg/ml).

4.7.4. Odredivanje aktivnosti glutation reduktaze

Glutation reduktaza kataliSe redukciju oksidovanog glutationa (GSSG) pri

¢emu je NADPH donor redukcionih ekvivalenata. Aktivnost glutation reduktaze se
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odreduje spektrofotometrijski, indirektno, preko odredivanja brzine oksidacije

NADPH, ¢iji se maksimum apsorpcije meri na 340 nm.

Aktivnost glutation reduktaze je odredena je po metodi Jiménez (1997b).
Reakciona smesa je sadrzavala 0,025 mM fosfatni pufer pH 7,8, 0,5 mM GSSG, 0,12
mM NADPH-Nas i 50 pl ekstrakta. Oksidacija NADPH je odredena na 340 nm.
Aktivnost enzima je izraZzena kao nmol/min/mg proteina Aktivnost je racunata
prema formuli:

AA340nm

A (nmol/min/mg) = ——  x 1000
£t v Cprot.

gde € - predstavlja molarni ekstinkcioni koeficijent NADPH na 340 nm koji
iznosi 6,22 mM-1 cm, t - vreme za Kkoje je pratena promena apsorbancije, v -
zapremina enzimskog preparata (ml) i Cprot - koncentracija proteina u enzimskom

preparatu (mg/ml).

4.8. Analiza promena u ekspresiji gena pod uticajem osmotskog stresa i

u ogledu suse

Analiza promene u ekspresiji gena za antioksidativne enzime (Cu/ZnSOD,
cAPx i GR) i gena koji kodiraju enzim aldehid oksidazu - AO: PsAO1, PsAOZ2 i PsAO3
izvrSena je primenom tehnike obrnute transkripcije lan¢anom reakcijom
polimeraze (RT-PCR) u Laboratoriji za molekularnu biologiju biljaka Instituta za

molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo (IMGGI), Univerziteta u Beogradu.

4.8.1. Ekstrakcija informacione RNK

Informaciona RNK je ekstrahovana iz 100 mg biljnog materijala iz ogleda
osmotskog stresa i ogleda suse. KoriS¢en je Qiagen kit za ekstrakciju RNK iz biljnih
tkiva (RNeasy Plant Mini Kit, Qiagen, Nemacka). Ekstrakcija iRNK je izvedena

prema uputstvu proizvodaca. Kvalitet iRNK i koncentracija su odredeni
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spektrofotometrijski merenjem opticke gustine na 260, 280 i 230 nm (Beckman,

USA Duferies 60 spektrfotometar).

4.8.2. Sinteza cDNK

Sinteza c¢DNK je uradena koriS¢enjem kita za reverznu transkripciju
(RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit, Thermo Fisher Scientific, SAD), prema

uputstvima proizvodaca.Dobijena cDNK je koriS¢ena kao matrica u PCR reakciji.

4.8.3. Amplifikacija kandidat gena

PCR reakcije su izvedene primenom 2X master miksa (DreamTaq™ PCR
Master Mix, Thermo Fisher Scientific, SAD), specifi¢nih prajmera i 50ng cDNK, u
volumenu od 25 pl reakcione smese. Sastav PCR reakcione smese je prikazan u
tabeli 1. Nazivi i sekvence prajmera koji su koriS¢eni dati su u tabeli 2. Kao
referentni gen je koriS¢en Arabidopsis 18S rRNK (Rivera-Becerril i sar., 2005).

Temperaturni profil PCR reakcije je prikazan u tabeli 3.

Tabela 1. Komponente PCR reakcione smese

Finalna

Komponenta PCR smese 1 PCR reakcija
koncentracija

PCR Master Mix (2 X) 1X 12,5l

Prajmer 1 (10 pM) 0,1 uM 1pl

Prajmer 2 (10 puM) 0,1 uM 1ul

cDNK (25 ng/pl) 50 ng 2l

dH:0 do 25 ul 8,5 ul
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Tabela 2. Prajmeri koriS¢eni u PCR reakcijama

Temperatura
Gen Sekvenca prajmera (52-302) Referenca
anilinga (°C)

F: CCAGGTCCAGACATAGTAAG

55 Zdunek-Zastocka, 2008
18STRNK  p. GTACAAAGGGCAGGGACGTA
F: GAACAATGGTGAAGGCTGTG
57 Rodriguez-Serrano i sar., 2006
Cu/ZnSOD  R: GTGACCACCTTTCCCAAGAT
F: TCCTTTCGGAACAATTAAGC
53 Vanacker i sar., 2006
cAPx R: TCCTTCTCACCAGTCAACAA
F: TCGCAGCACTCTCTTCTTCA
55 Rodriguez-Serrano i sar., 2006
GR R: CTCCATCCAAAACCATTGCT
F: GACAGTTCTGCAAGAAAAACCAGTGG
57 Zdunek-Zastocka, 2008
PsA01 R: CAGCACCAGCTATAGATTTCATGCTC
F: GTCAAGGCCCTGAGTTTGCACA
57 Zdunek-Zastocka, 2008
PsA02 R: GGAGTTGGTTTTAGATGCATCTCTTG
F: CAGCTGGATGGAGTAAGAGATG
55 Zdunek-Zastocka, 2008

PsA03 R: GTGCTGTAACTATGTTATGTGG

Tabela 3. Temperaturni profil PCR reakcije

Korak Temperatura (°C) Vreme Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95 5 min 1
Denaturacija 95 30 sec

Aniling 53-57* 30 sec 30
Ekstenzija 72 1 min

Finalna ekstenzija 72 10 min 1

* temperature anilinga za specificne prajmere su predstavljene u tabeli 2.

Razdvajanje produkata PCR reakcije izvrSeno je na 1% agaroznom gelu u
prisustvu etidijum bromida. Gelovi su slikani pomo¢u DOC PRINT II sistema (Vilber

Lourmat, USA).
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4.9. Statisticka obrada podataka

Svi dobijeni podaci obradeni su uz pomoc¢ softverskog paketa Statistica 10.
Za analizu fizioloSkih parametara koriS¢en je Studentov t-test, sa nivoom
znacajnosti  <0,05. Za potrebe poredenja ispitivanih genotipova i tretmana,
uradena je dvofaktorijalna analiza varijanse (ANOVA), sa nivoima znacajnosti od
*p<0,05, **p<0,01 i ***p<0,001. U slucaju kada su F vrednosti bile statisticki
znacajne (p<0,05) poredenje genotipova i tretmana je vrSeno pomocu Tukey testa.
Izmedu pojedinih parametara odredeni su Kkorelacioni odnosi uz pomo¢

softverskog paketa Sigma-Plot (verzija 11.0).
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5. REZULTATI

5.1. Osmotski stres

Ogled uticaja osmotskog stresa obavljen je u kontrolisanim laboratorijskim
uslovima. Za indukciju osmotskog stresa koriS¢ene su 3 razliCite koncentracije
rastvora osmotikuma PEG 6000 ¢iji su osmotski potencijali iznosili: -0,1MPa, -
0,2MPa i -0,3MPa. Treba ista¢i da su testiranja osmotskog stresa od -0,3MPa
pokazala da je u uslovima ovog osmotskog stresa klijavost svih ispitivanih sorti
bila vema niska (ispod 10%), dok je kod nekoliko ponika koji su klijali doslo do
nekroze i nadzemnih organa i korena. Stoga je u okviru ove teze ispitivan osmotski
stres indukovan rastvorima PEG od -0,1MPa i -0,2MPa. IstraZivanja su obavljena u

toku dve rane vegetativne faze biljaka:

1. Fazi klijanja i

2. Fazi ponika.

U fazi klijanja su obavljena fizioloSka ispitivanja uticaja osmotskog stresa na
% Kklijavosti i srednje vreme Kklijanja ili Mean Germination Time. U fazi ponika su
obavljena ispitivanja duZine i biomase nadzemnog dela i korena, kao i odnos suve
mase nadzemnog dela i korena i izracunat je indeks tolerantnosti za nadzemni deo

i koren.

Biohemijska ispitivanja su obuhvatila merenja koncentracije stres hormona
abscisinske Kkiseline i aktivnosti antioksidativnih enzima (superoksid dismutaze,
askorbat peroksidaze i glutation reduktaze), dok su molekularna istrazivanja
obuhvatila analizu ekspresije gena za antioksidativne enzime (Cu/Zn SOD, cAPx i
GR) i 3 gena za aldehid oksidazu - AO (PsA01, PsAOZ i PsA03), koja ucestvuje u

biosintezi abscisinske kiseline.
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5.1.1 Ispitivanja klijavosti semena

Klijavost semena je odredena na 400 semena (4 x 100 semena) i izraZena je
u procentima (Prilog 1, tabela 1). Na slici 15. prikazani su rezultati ispitivanja
uticaja rastvora osmotikuma PEG 6000, ¢iji su osmotski potencijali iznosili: -

0,1MPai-0,2MPa.

Klijavost

100 4

[

]
f
s}

a0

Elijavost (7

@— Mraz
= 4 | —8— Junior
—— Javor
—&— Tkar
0 Pionir
O Parner
—@— Trezor

TEG (MTa)

Slika 15. Uticaj razlic¢itih koncentracija osmotikuma PEG 6000 na klijavost

semena odabranih genotipova sto¢nog graska.

Klijavost u kontrolama se kod vecine sorti kretala izmedu 96,25% (Partner)
i99,75% (Mraz), osim kod sorte Javor kod koje je iznosila 83,75%. Kod svih sorti je
uoceno smanjenje klijavosti u zavisnosti od nivoa stresa, pri ¢emu je ovo smanjenje
bilo razlicito kod razlicitih sorti. Ve¢ iz samog grafickog prikaza moZe se uociti da
su sorte Dukat, Mraz, Partner i Trezor imale sliCan trend smanjenja klijavosti, kao i
Pionir i Junior, dok je kod sorte Javor smanjenje klijavosti bilo daleko vece.
Najmanje smanjenje procenta klijavosti je imala sorta Mraz (Kontrola 100%, -
0,1MPa 99%; -0,2MPa 97%), a najveCe smanjenje je imala sorta Javor (Kontrola

84%; -0,1MPa 64; -0,2MPa 58%)).

Primenom t-testa utvrdeno je da je smanjenje klijavosti u odnosu na
kontrolu bilo veoma statisticki znacajno (p<0,001) veC pri najniZem stepenu

osmotskog stresa (-0,1MPa) kod sorti Trezor (97%), Partner (96%), Pionir (90%),
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Junior (85%) i Javor (76%), dok kod sorti Mraz (99%) i Dukat (98%) to smanjenje
nije bilo statistic¢ki znacajno. Kod ovih sorti se statisticki znacajna razlika javlja pri

jacem osmotskom stresu od -0,2MPa (Mraz 97%, p<0,001; Dukat 93%, p<0,01).

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je da su na Kklijavost
znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat
interakcije genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 1a). Naknadne analize
Tukey testom pokazale su da u rastvoru od -0,1MPa nisu utvrdene znacajne razlike
izmedu sorti Mraz, Dukat i Trezor, kao i izmedu sorti Pionir i Junior. Pri izlaganju
ponika rastvoru od -0,2MPa su se izdvojile i 3 homogene grupe u okviru kojih nije

bilo statistic¢ki znacajnih razlika: Mraz i Trezor, Dukat i Partner i Pionir Junior.

5.1.2. Srednje vreme klijanja - Mean Germination Time (MGT)

Svakodnevnim brojanjem isklijalih semena je odredeno i srednje vreme

klijanja semena (Prilog 1, tabela 1).

MGT u kontroli se kretao izmedu 5,04 (Mraz) i 5,58 (Javor) dana, u rastvoru
PEG-a od -0,1MPa izmedu 5,14 (Pionir) i 6,91 (Javor) dana, dok su u uslovima od -
0,2MPa vrednosti iznosile izmedu 5,17 (Trezor) i 7,24 (Javor) dana. Na slici 16. se
uocava trend povecanja MGT, odnosno usporavanje klijanja semena, kod svih sorti
sa povecanjem nivoa stresa, osim kod sorti Mraz i Trezor u rastvoru od -0,2MPa
kada se vreme Kklijanja skracuje u odnosu na -0,1MPa. Porast MGT u uslovima
osmotskog stresa je bio narocito izraZen kod sorte Javor, kod koje i kasnije dolazi

do klijanja u odnosu na ostale sorte.
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Slika 16. Uticaj razlicitih koncentracija osmotikuma PEG 6000 na srednje

vreme Kklijanja (MGT) semena odabranih genotipova sto¢nog graska.

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je da su na MGT znacajno
uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije
genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 1b). Naknadne analize Tukey
testom pokazale su da su se u okviru kontrolne grupe sorte grupisale u dve
homogene grupe: Javor i Junior, kao i Mraz, Dukat, Pionir, Partner i Trezor. U
okviru grupa nije bilo znacajnih razlika u MGT. Pri nivou osmotskog stresa od -
0,1MPa jedino izmedu sorti Mraz i Dukat, i sorti Trezor i Partner nije bilo razlika, a

pri -0,2MPa izmedu sorti Mraz, Pionir i Partner.

Uzimajuci u obzir rezultate merenja procenta klijavosti i srednjeg vremena
klijanja uoCava se da je sorta Javor znatno osetljivija od ostalih sorti na svim
nivoima osmotskog stresa. Nasuprot tome najmanja osetljivost i klijanja i MGT je

utvrdena kod sorti Mraz i Trezor.

5.1.3 Uticaj osmotskog stresa na duzinu nadzemnog dela ponika

Merene su promene u duzini nadzemnog dela ponika pod uticajem razlic¢itih

nivoa osmotskog stresa 10.1i 15. dana tretmana (slika 17).
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| !
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Slika 17. Uticaj osmotskog stresa na sortu Pionir. a) 10. dan, b) 15. dan, c)
ponici 10. dan, d) ponici 15. dan.

Prosecna vrednost duzine nadzemnog dela ponika 10. dana u kontroli se
kretala izmedu 119,4 mm (Mraz) i 215 mm (Junior) (prilog 2, tabela 1), dok je

brzina rasta bila u opsegu od 21, 5 mm/dan (Junior) do 11,9 mm/dan (Mraz).
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Slika 18. Uticaj razli¢itih nivoa osmotskog stresa na duZinu nadzemnog
dela ponika odabranih genotipova sto¢nog graska: a) 10. dan eksperimenta, b) 15.

dan eksperimenta.

Kod svih sorti je 10. dana eksperimenta uocCeno smanjenje duZine
nadzemnog dela ponika u zavisnosti od nivoa stresa, pri ¢emu je ovo smanjenje
bilo razlic¢ito kod razlicitih sorti (slika 18a). Primenom t-testa utvrdeno je da je
smanjenje duzine u odnosu na kontrolu bilo statisticki veoma znacajno (p<0,001)

vel pri najmanjem stepenu osmotskog stresa (-0,1MPa) kod svih sorti.

Analiza efekata osmotskog stresa od -0,1MPa kod pojedinacnih sorti je
pokazala da je najmanje smanjenje duzZine nadzemnog dela u odnosu na kontrolu
bilo kod sorte Dukat (od 149,52 mm u kontroli na 39,75 mm, odnosno 73,4%). Kod
ove sorte je smanjenje brzine rastenja bilo u opsegu od 14,95 mm/dan (kontrola)
do 3,98 mm/dan (-0,1MPa). Nasuprot tome najveCe smanjenje od 215 mm
(kontrola) na 35 mm u rastvoru PEG od -0,1MPa (83,7%) je utvrdeno za sortu
Junior, kod koje se brzina rastenja u kontrolnim uslovima smanjila sa 21,5

mm/dan na 3,50 mm/dan (-0,1MPa).

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je da su na duZinu
nadzemnog dela ponika znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001),
kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5,

tabela 2a). Naknadne analize Tukey testom pokazale su da su se sve sorte, osim
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sorti Dukat i Partner, medusobno znacajno razlikovale u rastvoru od -0,1MPa. Pri
izlaganju ponika rastvoru od -0,2MPa izdvojile su se i dve homogene grupe u
okviru kojih nije bilo statisticki znacajnih razlika. Prvu su Ccinile sorte Partner,

Pionir i Junior, a drugu Dukat i Trezor.

U kontroli 15. dana eksperimenta prose¢na vrednost duZine nadzemnog
dela ponika kretala se od 206,5 mm (Javor) i 338 mm (Junior) (Prilog 3, tabela 1).
Ova vrednost je u uslovima osmotskog stresa od -0,1MPa bila od 59,0 mm (Mraz)
do 149,6 mm (Junior), dok su pri stresu od -0,2MPa izmerene vrednosti bile od

27,5 mm (Javor) do 74,5 mm (Trezor).

Trend smanjenja duZine nadzemnog dela ponika kod svih sorti u zavisnosti
od nivoa stresa uocava se i 15. dana eksperimenta (slika 18b) kada je t-test
pokazao da je smanjenje duZine u odnosu na kontrolu bilo veoma statisticki
znacajno (p<0,001) ve¢ pri prvom stepenu stresa (-0,1MPa). Dvofaktorijalnom
analizom varijanse utvrdeno je da su na duZinu nadzemnog dela ponika znacajno
uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije

genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 2b).

Analiza uticaja tretmana na pojedinacne sorte je pokazala da je najmanje
smanjenje u odnosu na kontrolu u -0,1MPa uslovima utvrdeno za sortu Pionir
(49%), dok je najvece smanjenje od 73% utvrdeno za sortu Mraz, a Sto je rezultat
znacajne razlike u brzini rasta nadzemnog dela (kod sorte Pionir 9,63 mm/dan i
3,96 mm/dan kod sorte Mraz). Za razliku od ispitivanja u intervalu od 10 dana, u
uslovima dejstva stresa u trajanju od 15 dana znacajne razlike izmedu sorti Dukat i
Junior nisu utvrdene. Slicno kao i posle 10 dana, znacajne razlike u reakcijama
ispitivanih sorti na osmotski stres od -0,2MPa nisu bile toliko izraZene (Prilog 3,

tabela 1; slika 18b).

Kod svih sorti je uo¢eno povecanje duZine nadzemnog dela ponika 15. dana
eksperimenta u odnosu na 10. dan, odnosno povecanje tolerantnosti u toku

vremena. To se moZe ilustrovati i promenama brzine kod svih sorti koja je posle 10
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dana u rastvoru od -0,1MPa iznosila prose¢no 3,56 mm/dan, a posle 15 dana u
istom osmotikumu 6,62 mm/dan. Slican trend poveCanja brzine rasta sa
vremenom izlaganja osmotskom stresu je utvrden i u rastvoru od -0,2MPa (2,04
mm/dan posle 10 dana i 3,64 mm/dan posle 15 dana). Generalno, to ukazuje da se
sa duzinom izlaganja ponika osmotskom stresu povecava tolerantnost nadzemnog

dela na osmotski stres.

Poredenje rezultata izmerenih posle 10 i 15 dana delovanja tretmana kod
pojedinacnih sorti pokazuje da je najmanja razlika u brzini rastenja izmerena
izmedu 10. i 15. dana u kontrolnim uslovima (11,94 i 14,46 mm/dan), kao i u
osmotskim tretmanima od -0,1MPa (3,14 i 3,96 mm/dan) i u uslovima od -0,2MPa
(2,051 2,73 mm/dan), bila kod sorte Mraz. Ti rezultati ukazuju da kod sorte Mraz
vreme izlaganja biljaka razliCitom stepenu osmotskog stresa nema velikog uticaja
na promenu osetljivosti sorte na osmotski stres. Nasuprot tome, najveca razlika u
brzini rastenja je utvrdena kod sorte Trezor i ona je u kontroli iznosila 15,35
mm/dan (10 dana merenja) i 18,20 mm/dan (15 dana ), u -0,1MPa (2,49 i 6,10
mm/dan) i u -0,2MPa (2,30 i 4,97 mm/dan). Takva promena brzine rastenja je
dovela do toga i da je duzina nadzemnog dela bila 15. dana veca u svim tretmanima
(273 mm, 91,50 mm i 74,50 mm) u odnosu na merenja 10. dana (153,52 mm, 24,92
mm i 22,98 mm), Sto ukazuje da se kod ove sorte javlja znacCajno povecanje
tolerantnosti na osmotski stres nadzemnog dela sa duZinom izlaganja biljaka

njegovom delovanju.

5.1.4. Uticaj osmotskog stresa na duzinu korena ponika

Promene u duZini korena ponika pod uticajem razli¢itih nivoa osmotskog

stresa 10. i 15. dana tretmana predstavljene su na slici 19.

59



REZULTATI

a) b)

Duzina korena
10. dan

Duzina korena
15. dan

@— Mraz
=@ .lunior
—&— Javer
—8— Dukat

@ Picnir

©  Partnar
—@&— Trezar

DuZing korena (mm)
Duzina korewa (m)

B w w N
Slika 19. Uticaj razlic¢itih nivoa osmotskog stresa na duzinu korena ponika
odabranih genotipova sto¢nog graSka: a) 10. dan eksperimenta, b) 15. dan

eksperimenta.

Prosecna vrednost duZine korena ponika 10. dana u kontroli se kretala
izmedu 161,5 mm (Pionir) i 212,4 mm (Mraz) (Prilog 2, tabela 1) dok je brzina
rasta bila u opsegu od 21,24 mm/dan (Mraz) do 16,15 mm/dan (Pionir). DuZina
korena se u rastvoru PEG od -0,1MPa kretala u opsegu od 62 mm (Javor) do 112,5
mm (Trezor), sa brzinom rasta od 6,2mm/dan, odnosno 11,25mm/dan, a u
rastvoru od -0,2MPa u opsegu od 53,5 mm (Javor) do 103,5 mm (Trezor), sa

brzinom 5,35 mm/dani 10,35 mm/dan.

Kod svih sorti je 10. dana eksperimenta uo¢eno smanjenje duzine korena
ponika u zavisnosti od nivoa stresa, pri ¢emu je ovo smanjenje bilo razli¢ito kod
razlicitih sorti (slika 19a). Primenom t-testa utvrdeno je da je smanjenje duZine u
odnosu na kontrolu bilo veoma statisticki znacajno (p<0,001) ve¢ pri najniZem
stepenu stresa (-0,1MPa) kod svih sorti. Dvofaktorijalnom analizom varijanse
utvrdeno je da su na duZinu korena ponika znacajno uticali genotip (p<0,001) i
tretman (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana
(p<0,001) (prilog 5, tabela 3a). Tukey-evim testom je dalje utvrdeno da Junior i
Mraz u rastvoru od -0,1MPa, a Junior i Pionir u rastvoru od -0,2MPa ne pokazuju
statisticki znacajne razlike u smanjenju duzine korena.
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Analiza efekata osmotskog stresa od -0,1MPa kod pojedinacnih sorti je
pokazala da je najvece smanjenje duZine korena u odnosu na kontrolu bilo kod
sorte Javor (70,7%, odnosno sa 211,50 mm u kontroli na 62 mm pri osmotskom
stresu). Kod sorte Trezor ta razlika je bila najmanja (od 200,48 mm u kontroli do
112,48 mm pri osmotskom stresu, odnosno 43,9% smanjenja). Smanjenje duZine
korena sorte Javor je nastalo kao rezultat sporijeg rasta u uslovima osmotskog
stresa jer su se vrednosti brzine rasta kretale od 21,15 mm/dan (kontrola) do 9,65
mm/dan (-0,1MPa). Poredenje izmedu ovih sorti pokazuje da je u istim uslovima
brzina rasta korena kod sorte Trezor bila u kontrolnim uslovima 20,05 mm/dan, a
pri -0,1MPa 7,50 mm/dan. Rezultati su takode pokazali i da je u uslovima
osmotskog stresa od -0,2MPa trend opadanja duZine korena manje izraZen nego u

uslovima stresa od -0,1MPa kod svih sorti, sa izuzetkom sorte Junior.

Kod svih sorti je 15. dana eksperimenta uoceno je znacajno smanjenje
duZine korena ponika u zavisnosti od nivoa stresa, pri ¢emu je ovo smanjenje bilo
razliCito kod razliCitih sorti (slika 19b). U kontrolnim uslovima prosecna vrednost
duZine korena ponika se kretala od najmanje od 202 mm (Pionir) do najvece od
271,5 mm (Mraz) (prilog 3, tabela 2). Osmotski stres je i u ovom vremenskom
periodu doveo do redukcije duZine korena koja se u uslovima osmotskog stresa od
-0,1MPa kretala u opsegu od 92 mm (Partner) do 240 mm (Mraz), odnosno 45,1% i
44,2% od vrednosti izmerenih u kontroli, dok su pri stresu od -0,2MPa izmerene
vrednosti bile od 62,98 mm (Dukat) do 156 mm (Trezor), Sto predstavlja 29,45% i
49,78% od vrednosti izmerenih u kontroli. Najveéa promena duZine korena u
uslovima stresa od -0,1MPa i od -0,2MPa u odnosu na kontrolne uslove je utvrdena
kod sorte Javor (-0,1MPa 63,32%, -0,2MPa 74,3%), a najmanja kod sorte Trezor (-
0,1MPa 37,00%. -0,2MPa 27,4%).

Duzina korena se kod svih sorti smanjuje sa poveanjem nivoa stresa sa -
0,1MPa na -0,2MPa, osim kod sorte Trezor kod koje je kao rezultat porasta brzine
rasta (sa 9,03 mm/dan na 10,4 mm/dan) doSlo do porasta duZine korena sa 135,48

mm (-0,1MPa) na 156,00 mm (-0,2MPa).
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Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je da su na duzinu korena
ponika znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001), kao i da se ispoljio
efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 3b). Naknadne
analize Tukey testom pokazale su da su se sve sorte medusobno znacajno
razlikovale na svim nivoima stresa, osim sorti Junior i Partner kod kojih ne postoji

razlika u kontrolnoj grupi i Pionir i Junior pri -0,2MPa.

Analiza rezultata dobijenih u oba perioda izlaganja biljaka ispitivanim
tretmanima je pokazala razlike izmedu ispitivanih sorti. Rezultati merenja 10. i 15.
dana pokazuju da se duzina korena ponika povecala kod svih sorti nakon 15 dana
merenja. Brzina rastenja korena kod sorte Pionir konstantno se povecavala od 16,1
mm/dnevno (u periodu merenja od 10 dana u optimalnim uslovima) na 20,2
mm/dnevno (period merenja 15 dana). Nasuprot tome, u istim uslovima je kod
sorte Mraz utvrdeno usporavanje rasta u periodu od 15 dana (18,1 mm/dnevno) u
odnosu na period merenja od 10 dana (21,2 mm/dnevno). Ovi rezultati ukazuju i
da duzZe vreme izlaganja istim stresnim uslovima moZe dovesti do adaptacije
biljaka na osmotski stres povecanjem duZine korena. To se kod sorte Javor moZe
objasniti, sa povecanjem brzine rasta korena u rastvoru -0,1MPa sa 6,2 mm/dan
(10 dana) na 6,43 mm/dan (15 dana). Slicna promena je utvrdena i kod Pionira i
Trezora, kod kojih se rast korena ubrzava pri najjacem delovanju stresa (-0,2MPa),
nakon 15 dana, i to sa 7,70 mm/dan na 8,1 mm/dan (Pionir) i 10,35 mm/dan na
10,40 mm/dan (Trezor). Izuzetak je sorta Dukat kod koje se u -0,2MPa uslovima
duZina korena smanjuje sa 77,5 mm (10. dana tretmana) na 62,98 mm (15. dana
tretmana). Ta promena je rezultat smanjenja brzine rasta korena od 7,75 mm/dan

na 4,20mm/dan.

Prema tome, najmanja razlika u brzini rastenja korena izmerena izmedu 10.
i 15. dana bila je kod sorte Dukat i to u kontrolnim uslovima (21,05 i 21,90
mm/dan) i u osmotskom tretmanu od -0,1MPa (8,85 i 7,2 mm/dan), dok je u
uslovima od -0,2MPa doslo do smanjenja brzine rasta (7,75 i 4,20 mm/dan). Ti
rezultati ukazuju da kod sorte Dukat vreme izlaganja biljaka razli¢itom stepenu

osmotskog stresa nema velikog uticaja na promenu osetljivosti sorte na osmotski
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stres, osim pri najjaCem osmotskom stresu gde se rast korena usporava. Nasuprot
tome, najveca razlika u brzini rastenja je utvrdena kod sorte Pionir i ona je u
kontroli iznosila 16,15 mm/dan (10. dana merenja) i 13,47 mm/dan (15. dana ), u
-0,1MPa (7,70 i 8,1 Omm/dan) i u -0,2MPa (6,30 i 6,07 mm/dan). Takva promena
brzine rastenja je dovela do toga i da je duZina korena, bila 15. dana veca u svim
tretmanima (201 mm, 121,52 mm i 91 mm) u odnosu na merenja 10. dana (161,50
mm, 77,02 mm i 63,00 mm), Sto ukazuje da se kod ove sorte javlja znacajno
povecanje tolerantnosti na osmotski stres korena sa duzinom izlaganja biljaka

njegovom delovanju.

Oba parametra, i duzina nadzemnog dela i duZina korena, kod vecine sorti
pokazuju povecane vrednosti nakon 15 dana testiranja u odnosu na krace vreme
izlaganja osmotskom stresu (10. dana) Sto ukazuje na povecanje tolerantnosti na
osmotski stres sa duzZinom izlaganja biljaka njegovom delovanju. [zuzetak je sorta

Dukat sa smanjenjem duZine korena u -0,2MPa, nakon duZeg vremena izlaganja.

5.1.5. Uticaj osmotskog stresa na svezu masu nadzemnog dela ponika

Promene u sveZoj masi nadzemnog dela ponika pod uticajem razli¢itih

nivoa osmotskog stresa 10.1i 15. dana tretmana predstavljene su na slici 20.
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Slika 20. Uticaj razli¢itih nivoa osmotskog stresa na sveZu masu
nadzemnog dela ponika odabranih genotipova stoc¢nog graska: a) 10. dan

eksperimenta, b) 15. dan eksperimenta.

Prosecna vrednost sveZe mase nadzemnog dela ponika 10. dana u kontroli
se kretala izmedu 3,1 g (Pionir) i 6,7 g (Dukat), u rastvoru PEG od -0,1MPa imedu
0,62 g (Trezor) i 1,24 g (Dukat) i u rastvoru -0,2MPa izmedu 0,41 g (Pionir) i 0,75 g
(Trezor) (Prilog 2, tabela 1).

Kod svih sorti je 10. dana eksperimenta uofeno smanjenje sveZe mase
nadzemnog dela ponika u zavisnosti od nivoa stresa, pri ¢emu je ovo smanjenje
bilo razlic¢ito kod razliCitih sorti (slika 20a). Primenom t-testa utvrdeno je da je
smanjenje sveZe mase u odnosu na kontrolu bilo veoma statisticki znacajno
(p<0,001) vec pri najniZzem stepenu osmotskog stresa (-0,1MPa) kod svih sorti.
Najvece smanjenje sveZe mase nadzemnog dela ponika u odnosu na kontrolu javlja
se kod sorte Trezor i iznosi 86,5%, a najmanje kod sorte Mraz 74,6%. Rezultati za -
0,2MPa pokazuju da je najveCe smanjenje utvrdeno kod sorte Javor i iznosi 91,6%,
dok je kod sorte Trezor smanjenje bilo veoma slicno (84%) onome u uslovima

osmotskog stresa od -0,1MPa.

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je da su sveZu masu
nadzemnog dela ponika znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001),
kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5,
tabela 4a). Tukey test je pokazao da se pri stresu od -0,1MPa medusobno ne

razlikuju sorte Pionir i Junior, a pri -0,2MPa Pionir i Javor.

Prosecna vrednost sveZe mase nadzemnog dela ponika 15. dana u kontroli
se kretala izmedu 4,23 g (Pionir) i 10,22 g (Dukat, Partner), u osmotskim uslovima
od -0,1MPa izmedu 1,58 g (Pionir) i 2,8 g (Partner), a pri veem stepenu
osmotskog stresa (-0,2MPa) izmedu 0,76 g (Pionir) i 1,63 g (Trezor) (Prilog 3,
tabela 1).
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Kod svih sorti je 15. dana eksperimenta uofeno smanjenje sveZe mase
nadzemnog dela ponika u zavisnosti od nivoa stresa, pri ¢emu je ovo smanjenje
bilo razlic¢ito kod razlicitih sorti (slika 20b). Primenom t-testa utvrdeno je da je
smanjenje sveZze mase u odnosu na kontrolu bilo veoma statisticki znacajno
(p<0,001) ve¢ pri prvom stepenu stresa (-0,1MPa) kod svih sorti. Najvece
smanjenje sveZe mase nadzemnog dela ponika u odnosu na kontrolu javlja se kod
sorte Dukat (75,3%), a najmanje kod sorte Pionir (62,6%). Rezultati za jaci
osmotski stres od -0,2MPa su pokazali da je kod sorte Javor najvee smanjenje

sveZe mase nadzemnog dela (89%), a najmanje kod sorte Trezor (72%).

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je da su na sveZu masu
nadzemnog dela ponika znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001),
kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5,
tabela 4b). Naknadne analize Tukey testom pokazale su da su se sve sorte
medusobno znacajno razlikovale na svim nivoima stresa, osim sorti Partner i

Dukat u kontrolnoj grupi i sorti Javor i Junior pri -0,1MPa.

5.1.6. Uticaj osmotskog stresa na svezu masu korena ponika

Promene u svezoj masi korena ponika pod uticajem razli¢itih nivoa

osmotskog stresa 10.1i 15. dana tretmana predstavljene su na slici 21.
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Slika 21. Uticaj razlicitih nivoa osmotskog stresa na sveZu masu korena
ponika odabranih genotipova sto¢nog graska: a) 10. dan eksperimenta, b) 15. dan

eksperimenta.

Prosecna vrednost sveze mase korena ponika 10. dana u kontroli se kretala
od 1,48 g (Pionir) do 6,38 g (Dukat). U rastvorima od -0,1MPa vrednosti sveze
mase korena su bile od 0,39 g (Pionir) do 2,06 g (Partner), a u osmotikumu od -

0,2MPa u opsegu od 0,32 g (Pionir) do 1,16 g (Trezor) (Prilog 2, tabela 1).

Kod svih sorti je 10. dana eksperimenta uofeno smanjenje sveZe mase
korena ponika u zavisnosti od nivoa stresa, pri ¢emu je ovo smanjenje bilo razlicito
kod razlicitih sorti (slika 20a). Primenom t-testa utvrdeno je da je smanjenje sveze
mase u odnosu na kontrolu bilo veoma statisticki znacajno (p<0,001) vec¢ pri
prvom stepenu stresa (-0,1MPa) kod svih sorti. NajveCe smanjenje sveZe mase
korena ponika u odnosu na kontrolu javlja se kod sorte Javor (76%), a najmanje
kod sorte Partner (55,7%). Vrednosti za PEG od -0,2MPa su pokazale da je najveca

promena opet utvrdena kod sorte Javor (86%), a najmanja kod sorte Trezor (72%).

Uradena je dvofaktorijalna analiza varijanse koja je pokazala znacajan uticaj
genotipa (p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije
genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 5a). Tukey-ev test je pokazao da se
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sve sorte medusobno znacajno razlikuju, osim sorti Trezor i Dukat pri delovanju

osmotskog stresa od -0,2MPa.

U kontroli 15. dana eksperimenta prosecna vrednost sveZe mase korena
ponika kretala se od 1,78 g (Pionir) do 6,26 g (Partner), dok su ove vrednosti u
rastvoru -0,1MPa bile od 0,70 g (Pionir) do 2,76 g (Dukat), a u rastvoru -0,2MPa od
0,40 g (Pionir) do 1,96 g (Javor, Trezor) (prilog 3, tabela 1). Uocljivo je da je Pionir

u svim grupama imao najnizu vrednost sveZe mase korena.

U toku 15. dana eksperimenta nastavljen je trend smanjenja sveZe mase
korena u odnosu na kontrolnu grupu, u zavisnosti od nivoa stresa, pri cemu je ovo
smanjenje bilo razli¢ito kod razlicitih sorti (slika 21b). Primenom t-testa utvrdeno
je da je smanjenje sveZe mase u odnosu na kontrolu bilo veoma statisticki znacajno
(p<0,001) ve¢ pri prvom stepenu stresa (-0,1MPa) kod svih sorti. Najvece
smanjenje svezZe mase korena ponika u odnosu na kontrolu 15. dana eksperimenta
pri -0,1MPa javlja se kod sorte Mraz (68%), najmanje kod sorte Trezor (41,4%), a
pri -0,2MPa najveée smanjenje je kod sorte Pionir (77,5%), a najmanje, kao i pri -

0,1MPa, kod sorte Trezor (57%).

Uradena je dvofaktorijalna analiza varijanse koja je pokazala znacajan uticaj
genotipa (p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije
genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 5b). Tukey-ev test je pokazao da su
se sve sorte medusobno znacajno razlikovale na svim nivoima stresa, osim sorti

Trezor i Javor koje nisu pokazale znacajne razlike u rastvoru PEG od -0,2MPa.

5.1.7. Uticaj osmotskog stresa na suvu masu nadzemnog dela ponika

Promene u suvoj masi nadzemnog dela ponika pod uticajem razli¢itih nivoa

osmotskog stresa 10.1i 15. dana tretmana predstavljene su na slici 22.
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Slika 22. Uticaj razli¢itih nivoa osmotskog stresa na suvu masu nadzemnog
dela ponika odabranih genotipova sto¢nog graska: a) 10. dan eksperimenta, b) 15.

dan eksperimenta.

Prosecna vrednost suve mase nadzemnog dela ponika 10. dana u kontroli se
kretala od 0,24 g (Pionir) do 0,47 g (Dukat). Sorte Junior, Pionir i Trezor su imale
najmanju suvu masu nadzemnog dela u rastvoru -0,1MPa od 0,07 g dok je Dukat
imao najvecu od 0,12 g. Na -0,2MPa Javor i Pionir su imali najmanju suvu masu
(0,05 g), a Dukat je imao 0,09 g (Prilog 2, tabela 1). Uocljivo je da je sorta Dukat

imala najvecu vrednost suve mase nadzemnog dela u svim ispitivanim grupama.

UoCeno je smanjenje suve mase nadzemnog dela ponika u zavisnosti od
nivoa stresa, pri cemu je ovo smanjenje bilo razlicito kod razli¢itih sorti (slika 22a).
Statisticka znacajnost smanjenja suve mase nadzemnog dela kod svih sorti ve¢ pri
prvom stepenu stresa (-0,1MPa) potvrdena je primenom t-testa (p<0,001).
Smanjenje u odnosu na kontrolu je bilo najvece kod sorte Junior (80,6%), a
najmanje kod sorte Mraz (65,1%), dok je pri jaCem stresu (-0,2MPa) najvece

smanjenje bilo kod sorte Javor (85,7%) i najmanje kod sorte Mraz (75,7%).

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala znacajan uticaj genotipa
(p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i

tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 6a). Tukey-evim testom je naknadno utvrdeno
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da kod sorti Junior i Trezor ne postoji znacajna razlika pri tretmanu od -0,1MPa i -
0,2MPa. Razlika u kontrolnoj grupi izmedu sorti Javor i Junior takode nije bila
statisticki znacajna. U rastvoru PEG od -0,1MPa sli¢cno reaguju sorte Mraz, Partner,
Trezor, Junior i Pionir, a u -0,2MPa sorte Mraz, Junior, Trezor, Pionir i Javor. Sorta
Dukat je u svim ispitivanim grupama pokazala znacajnu razliku u odnosu na ostale

sorte.

U kontrolnoj grupi 15. dana eksperimenta prose¢ne vrednosti suve mase
nadzemnog dela ponika su se kretale od 0,36 g (Pionir) do 1,06 g (Dukat). Pri -
0,1MPa minimalna vrednost suve mase nadzemnog dela iznosila je 0,17 g (Mraz,
Pionir), a maksimalna 0,68 g (Dukat). U rastvoru od -0,2MPa ove vrednosti su se
kretale od 0,1 g (Pionir) do 0,59 g (Dukat) (Prilog 3, tabela 1). Kao i u slucaju 10.
dana, sorta Dukat je imala najvecu vrednost suve mase nadzemnog dela u svim

ispitivanim grupama.

Uoceno je smanjenje suve mase nadzemnog dela ponika u zavisnosti od
nivoa stresa, pri cemu je ovo smanjenje bilo razli¢ito kod razlicitih sorti (slika 22b).
StatistiCka znacajnost smanjenja suve mase nadzemnog dela kod svih sorti ve¢ pri
prvom nivou stresa (-0,1MPa) potvrdena je primenom t-testa (p<0,001).
Smanjenje u odnosu na kontrolu je bilo najvece kod sorte Mraz (65,1%), a
najmanje kod sorte Dukat (35,8%). Rezultati pri stresu od -0,2MPa pokazali su da
je najvee smanjenje suve mase nadzemnog dela ponika bilo kod sorte Javor

(81,7%), a najmanje kod sorte Dukat (44,3%).

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala znacajan uticaj genotipa
(p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i
tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 6b). Naknadna analiza Tukey testom pokazala
je da u kontrolnoj grupi sorte Javor i Trezor nisu pokazale znacajnije razlike. U PEG
rastvoru od -0,1MPa sorte Mraz i Pionir nisu pokazale znacajne razlike, kao ni
Partner i Trezor. Pionir i Junior su slicno reagovale u rastvoru od -0,2MPa. Sorta

Dukat je, kao i 10. dana eksperimenta, u svim ispitivanim grupama pokazala
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znacajnu razliku u suvoj masi u odnosu na ostale sorte, slicno kao i pri merenju

sveZe mase ) (Prilog 3, tabela 1).
5.1.8. Uticaj osmotskog stresa na suvu masu korena ponika

Promene u suvoj masi korena ponika pod uticajem razli¢itih nivoa

osmotskog stresa 10.1i 15. dana tretmana predstavljene su na slici 23.

a) b)

Suva masa korena

Suva masa korena
10, dan

15, dan

Masa korend ()
Masa korena (g)

HALH s Wi 015 iy 0is wus (ALY 003 . L3 uz20 DE5
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Slika 23. Uticaj razli¢itih nivoa osmotskog stresa na suvu masu korena

ponika odabranih genotipova sto¢nog graska: a) 10. dan eksperimenta, b) 15. dan

eksperimenta.

Prosecna vrednost suve mase korena ponika 10. dana u kontroli se kretala
od 0,07 g (Pionir) do 0,33 g (Partner), pri -0,1MPa od 0,04 g (Pionir) do 0,18 g

(Partner), a u -0,2MPa rastvoru od 0,04 g (Pionir) do 0,13 g (Dukat) (Prilog 2,
tabela 1).

Desetog dana eksperimenta je uoCeno smanjenje suve mase korena ponika
u zavisnosti od nivoa stresa, pri cemu je ovo smanjenje bilo razli¢ito kod razlicitih
sorti (slika 23a). Statisticka znacajnost smanjenja suve mase korena kod svih sorti
ve¢ na prvom nivou stresa (-0,1MPa) potvrdena je primenom t-testa (p<0,001,

Javor p<0,05). Smanjenje u odnosu na kontrolu je bilo najveée kod sorte Javor

70



REZULTATI

(61,6%), a najmanje kod sorte Trezor (43,5%). Pri stresu od -0,2MPa najvece
smanjenje u odnosu na kontrolu bilo je kod sorte Partner (69,8%) dok je najmanje

smanjenje bilo kod sorte Pionir (57%).

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala znacajan uticaj genotipa
(p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i
tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 7a). Naknadna analiza je pokazala da su se u

okviru tretmana sa rastvorom PEG od -0,1MPa grupisale sorte Mraz, Junior i Javor.

Petnaestog dana eksperimenta prose¢na vrednost suve mase korena je bila
izmedu 0,11 g (Pionir) i 0,71 g (Dukat). U rastvoru PEG od -0,1MPa suva masa se
kretala od 0,07 g (Pionir) do 0,69 g (Dukat), a u -0,2MPa rastvoru od 0,07 g (Pionir)
do 0,70 g (Dukat) (Prilog 3, tabela 1).

Uoceno je smanjenje suve mase korena ponika u zavisnosti od nivoa stresa,
pri Cemu je ovo smanjenje bilo razli¢ito kod razliitih sorti. Primenom t-testa
utvrdeno je da je smanjenje suve mase korena u odnosu na kontrolu bilo veoma
statisticki znacajno (p<0,001) vec pri prvom stepenu stresa (-0,1MPa) kod svih
sorti. NajveCe smanjenje u odnosu na kontrolu na oba nivoa stresa pokazala je
sorta Mraz (-0,1MPa 55,4%; -0,2MPa 59%), dok je najmanje pokazala sorta Dukat
(-0,1MPa 2,8%; -0,2MPa 19,7%). Na grafiku (slika 23b) se jasno uocava da je sorta
Pionir imala najniZe vrednosti suve mase korena na svim nivoima stresa, dok je

Dukat imao znacajno vise vrednosti suve mase u odnosu na druge sorte.

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala znacajan uticaj genotipa
(p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i
tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 7b).

Sorta Pionir je imala najniZe vrednosti suve mase korena ponika u odnosu
na ostale sorte i 10. i 15. dana eksperimenta (Prilog 2, tabela 1 i Prilog 3, tabelal),
Sto ukazuje na to da kod ove sorte duZina trajanja osmotskog stresa nema velikog

uticaja na promenu suve mase.
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5.1.9. Uticaj osmotskog stresa na odnos suve mase nadzemnog dela i

korena

Promene u odnosu suve mase nadzemnog dela i korena ponika pod
uticajem razlicitih nivoa osmotskog stresa 10. i 15. dana tretmana predstavljene su

na slici 24.
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Slika 24. Uticaj razli¢itih nivoa osmotskog stresa na odnos suve mase
nadzemnog dela i korena ponika odabranih genotipova sto¢nog graska: a) 10. dan

eksperimenta, b) 15. dan eksperimenta.

Desetog dana eksperimenta uocava se trend opadanja vrednosti odnosa
suve mase nadzemnog dela i korena, Sto ukazuje na manji efekat osmotskog stresa
na koren u odnosu na nadzemni deo. Kod sorti Junior i Partner dolazi do porasta
vrednosti u rastvoru PEG od -0,2MPa u odnosu na -0,1MPa (slika 23a). Vrednosti
unutar kontrole su se kretale od 1,12 (Partner) do 3,44 (Pionir), u -0,1MPa
rastvoru od 0,71 (Trezor) do 1,73 (Pionir), a u -0,2MPa rastvoru od 0,58 (Trezor)
do 1,26 (Pionir) (Prilog 2, tabela 1). Pionir pokazuje najviSe vrednosti u svim
grupama Sto ukazuje na najmanji efekat ispitivanih tretmana na nadzemni deo ove

sorte.
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Statisticka znacajnost smanjenja odnosa suve mase nadzemnog dela i
korena kod svih sorti pri prvom stepenu stresa (-0,1MPa) potvrdena je primenom

t-testa (p<0,001; Pionir p<0,05).

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrdeno je da su na odnos suve mase
nadzemnog dela i korena ponika znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman
(p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001)
(Prilog 5, tabela 8a). Dalja analiza je pokazala da kod sorte Trezor, kao i kod sorte
Dukat, ne postoji znacajna razlika izmedu tretmana u rastvorima PEG od -0,1MPa i
-0,2MPa. Unutar kontrola ne postoji znacajna razlika izmedu sorti Mraz i Javor, pri

-0,1MPa izmedu sorti Partner i Trezor, a pri -0,2MPa izmedu sorti Javor i Dukat.

Trend opadanja vrednosti odnosa suve mase nadzemnog dela i korena
nastavlja se i 15. dana eksperimenta. U kontroli su se vrednosti kretale od 1,49
(Dukat) do 3,27 (Pionir), pri -0,1MPa od 0,98 (Dukat) do 2,43 (Pionir) i pri -0,2MPa
od 0,73 (Javor) do 1,43 (Pionir) (Slika 24b) (prilog 2, tabela 2).

Statisticka znacajnost smanjenja odnosa suve mase nadzemnog dela i
korena kod svih sorti na prvom nivou stresa (-0,1MPa) potvrdena je primenom t-

testa (p<0,001; Dukat, Trezor p<0,05).

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na odnos suve mase
nadzemnog dela i korena ponika 15. dana znacajno uticali genotip (p<0,001) i
tretman (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana
(p<0,001) (Prilog 5, tabela 8b). U rastvoru od -0,1MPa nije postojala statisticki

znacajna razlika kod sorti Javor i Mraz, a pri -0,2MPa izmedu sorti Dukat i Trezor.

Poredenjem rezultata 10. i 15. dana eksperimenta (Prilog 2, tabela 1; Prilog
3 tabela 1) uocava se da je sorta Pionir imala manju vrednost odnosa suve mase
nadzemnog dela i korena 15. dana (3,27) u odnosu na 10. dan (3,44) i ta razlika se
pokazala kao statisticki znacajna (p<0,001). Osim toga, sorta Pionir pokazuje
najviSe vrednosti odnosa suve mase nadzemnog dela i korena ponika u svim

ispitivanim grupama u odnosu na ostale sorte i 10. i 15. dan eksperimenta. Desetog
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dana eksperimenta najmanju vrednost odnosa suve mase nadzemnog dela i korena
u kontroli je imala sorta Partner, dok je na oba nivoa stresa najmanju vrednost
imala sorta Trezor. Petnaestog dana je najmanju vrednost odnosa suve mase
nadzemnog dela i korena u kontroli i pri prvom stepenu stresa imao Dukat, a pri

osmotskom potencijalu od -0,1MPa Javor.

5.1.10. Indeks tolerantnosti nadzemnog dela ponika pri razli¢itim

nivoima osmotskog stresa

Vrednosti indeksa tolerantnosti nadzemnog dela ponika pri razlic¢itim
nivoima osmotskog stresa 10. i 15. dana tretmana predstavljene su u tabeli 4 i na

slici 24.

Tabela 4. Indeks tolerantnosti nadzemnog dela ponika i korena sto¢nog

graSka pri razli¢itim nivoima osmotskog stresa.

IT nadzemnog dela IT Korena
Sorta Tretman
10. dan 15.dan 10. dan 15. dan
Kontrola 1,00 1,00 1,00 1,00
Mraz PEG -0,1MPa 0,35* 0,35" 0,47 0,44
PEG -0,2MPa 0,24" 0,24 0,47 0,41
Kontrola 1,00 1,00 1,00 1,00
Junior PEG -0,1MPa 0,20* 0,40 0,49 0,60
PEG -0,2MPa 0,20 0,23" 0,38 0,47
Kontrola 1,00 1,00 1,00 1,00
Javor PEG -0,1MPa 0,23" 0,38 0,38 0,57
PEG -0,2MPa 0,14 0,18 0,33 0,54
Kontrola 1,00 1,00 1,00 1,00
Dukat PEG -0,1MPa 0,26" 0,64 0,52" 0,97
PEG -0,2MPa 0,19 0,56 0,42" 0,80
Kontrola 1,00 1,00 1,00 1,00
Pionir PEG -0,1MPa 0,29" 0,48 0,57 0,64
PEG -0,2MPa 0,21 0,28 0,57 0,64
Kontrola 1,00 1,00 1,00 1,00
Partner PEG -0,1MPa 0,27* 0,54" 0,41 0,75
PEG -0,2MPa 0,22" 0,30 0,26 0,66"
Kontrola 1,00 1,00 1,00 1,00
Trezor PEG -0,1MPa 0,19" 0,56" 0,43" 0,81"
PEG -0,2MPa 0,19 0,52" 0,32" 0,73"
*-p<0,05
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Desetog dana eksperimenta uocava se trend opadanja vrednosti indeksa
tolerantnosti nadzemnog dela ponika (slika 25a). Indeks tolerantnosti pri najnizem
nivou osmotskog stresa iznosio je od 0,56 (Trezor) do 0,47 (Mraz). U uslovima
stresa od -0,2MPa vrednosti indeksa tolerantnosti su bile izmedu 0,14 (Javor) i

0,24 (Mraz) (tabela 4).

a) b

[ndeks olerantnest nadzemnog dela Indels tolerantnost] nadzemnog dela
10. dan 15. dan

40 T T
- U 005 U0 aLs uz20 0,20 uus uun aas U1 Q.15 u20

PEG [MD4] PTG (MPa)

Slika 25. Indeks tolerantnosti nadzemnog dela ponika pri razli¢itim
nivoima osmotskog stresa kod odabranih genotipova sto¢nog graska: a) 10. dan

eksperimenta, b) 15. dan eksperimenta.

StatistiCka znacCajnost smanjenja indeksa tolerantnosti nadzemnog dela 10.
dana kod svih sorti pri prvom nivou stresa (-0,1MPa) u odnosu na kontrolu
potvrdena je primenom t-testa (p<0,05). Pri osmotskom stresu od -0,1MPa najvece
smanjenje indeksa tolerantnosti nadzemnog dela je bilo kod sorte Trezor (81%), a
najmanje kod sorte Mraz (65,2%). Razultati za osmotski stres od -0,2MPa pokazali
su da je najvece smanjenje indeksa tolerantnosti bilo kod sorte Javor (86%), dok je

najmanje bilo kod sorte Mraz i iznosilo je 75,8%.

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na indeks tolerantnosti

nadzemnog dela ponika 10. dana znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman
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(p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001)
(Pprilog 5, tabela 9a). Sorte Pionir i Partner, kao i Junior, Trezor i Javor su pokazale
slicne reakcije na svim nivoima stresa. Sorte Junior i Trezor nisu pokazale znacajne
razlike pri tretmanima od -0,1MPa i -0,2MPa. Sorte Pionir i Partner nisu pokazale

razlike pri -0,1MPa.

Indeks tolerantnosti nadzemnog dela je pokazao smanjenje i 15. dana
eksperimenta, sa povecanjem nivoa stresa (slika 25b). Kretao se izmedu 0,35
(Mraz) i 0,64 (Dukat) pri -0,1MPa, odnosno izmedu 0,18 (Javor) i 0,56 (Dukat) pri -
0,2MPa (tabela 3).

Statisticka znacajnost smanjenja indeksa tolerantnosti nadzemnog dela 15.
dana kod svih sorti pri -0,1MPa u odnosu na kontrolu potvrdena je primenom t-
testa (p<0,05). Najvece smanjenje indeksa tolerantnosti nadzemnog dela pri
delovanju osmotskog stresa od -0,1MPa bilo je kod sorte Mraz (65%), a najmanje
kod sorte Dukat (35,5%). Pri stresu od -0,2MPa najvece smanjenje je bilo kod sorte

Javor (82%) i najmanje kod sorte Dukat (44%).

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na indeks tolerantnosti
nadzemnog dela ponika 15. dana znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman
(p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001)
(Prilog 5, tabela 9b). UocCene su statisticki znacajne razlike medu sortama u svim

ispitivanim grupama.

Poredenjem indeksa tolerantnosti nadzemnog dela ponika 10. i 15. dela
eksperimenta (tabela 4) uocava se da je indeks tolerantnosti nadzemnog dela kod
svih sorti bio visi 15. dana eksperimenta. Sorta Mraz jedina nije pokazala znacajne
razlike u rastvorima -0,1MPa i -0,2MPa. Sorte Junior i Javor su pokazale sli¢an
trend promene indeksa tolerantnosti i kod njih se znacajne razlike javljaju u -
0,1MPa (p<0,001) i -0,2MPa (p<0,05) rastvorima. Sorte Dukat, Partner i Trezor
pokazuju slican trend: statisticki znacajno veci indeks tolerantnosti 15. dana u -

0,1MPa rastvoru (p<0,001, Trezor p<0,05) i u -0,2MPa (p<0,05, Partner p<0,001).
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Jedino je sorta Pionir pokazala znacajno vece vrednosti 15. dana eksperimenta na

svim nivoima stresa (p<0,001 -0,1MPa, p<0,05 -0,2MPa).

Indeks tolerantnosti nadzemnog dela pokazao je trend smanjenja sa
povecanjem nivoa stresa kod svih sortii 10. i 15. dana eksperimenta Sto ukazuje na
smanjenje tolerantnosti ispitivanih sorti na pojacano i produZeno delovanje
osmotskog stresa. UoCava se da je sorta Javor najmanje tolerantna na osmotski
stres od -0,2MPa u oba ispitivana vremenska perioda. U rastvoru PEG od -0,2MPa

10. dana je najtolerantnija bila sorta Mraz, dok je 15. dana to bila sorta Dukat.

5.1.1. Indeks tolerantnosti korena ponika pri razli¢itim nivoima

osmotskog stresa

Vrednosti indeksa tolerantnosti korena ponika pri razli¢itim nivoima

osmotskog stresa 10.1i 15. dana tretmana predstavljene su u tabeli 4 i na slici 26.

a) b)

Indels wlerantnoesti korena

Indcks tolerantnosti korena
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Slika 26. Indeks tolerantnosti korena ponika pri razli¢itim nivoima
osmotskog stresa kod odabranih genotipova sto¢nog graska: a) 10. dan

eksperimenta, b) 15. dan eksperimenta.
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Posle 10 dana eksperimenta uocava se trend opadanja vrednosti indeksa
tolerantnosti korena ponika (slika 26a). U -0,1MPa rastvoru indeks tolerantnosti je
bio izmedu 0,38 (Javor) i 0,56 (Trezor), dok je pri osmotskom stresu bio od -

0,2MPa izmedu 0,30 (Partner) i 0,57 (Pionir) (tabela 3).

StatistiCka znacajnost smanjenja indeksa tolerantnosti korena 10. dana kod
svih sorti na prvom nivou stresa (-0,1MPa) u odnosu na kontrolu potvrdena je
primenom t-testa (p<0,05). Najvele smanjenje indeksa tolerantnosti korena
ponika pri delovanju osmotskog stresa od -0,1MPa bilo je kod sorte Javor (62%), a
najmanje kod sorte Trezor (43,8%). Pri stresu od -0,2MPa najvete smanjenje je

bilo kod sorti Pionir i Partner (70%) i najmanje kod sorte Trezor (47,8%).

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na indeks tolerantnosti
korena ponika 10. dana znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001),
kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5,
tabela 10a). U okviru sorti nije bilo znacajnih razlika izmedu sorti Mraz i Dukat,
Junior, Pionir i Partner. Pri stresu od -0,1MPa sli¢nost su pokazale sorte Trezor,
Partner i Pionir, kao i Junior i Mraz, dok su pri -0,2MPa sli¢ne bile sorte Pionir i

Partner.

Trend opadanja indeksa tolerantnosti korena se javlja i 15. dana (slika 26b).
Prosecne vrednosti indeksa tolerantnosti korena kretale su se od 0,44 (Mraz) do

0,97 (Dukat) na -0,1MPai od 0,47 (Mraz) do 0,80 (Dukat) na -0,2MPa (Tabela 3).

StatistiCka znacajnost smanjenja indeksa tolerantnosti korena 15. dana kod
svih sorti pri -0,1MPa u odnosu na kontrolu potvrdena je primenom t-testa
(p<0,05). Rezultati delovanja oba tretmana osmotskog stresa pokazala su da je
najvece smanjenje indeksa tolerantnosti korena bilo kod sorte Mraz (-0,1MPa
55,5%; -0,2MPa 58,8%), dok je najmanje smanjenje bilo kod sorte Dukat (-0,1MPa
3%; -0,2MPa 19,75%).

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na indeks tolerantnosti

korena ponika 15. znacajan uticaj pokazali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001),
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kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5,
tabela 10b). Pri svim nivoima stresa slicno su reagovale sorte Javor i Junior. Pri
tretmanima od -0,1MPa i -0,2MPa sve sorte su se znacajno razlikovale, osim sorti

Partner i Pionir pri -0,2MPa.

Poredenjem indeksa tolerantnosti korena ponika 10. i 15. dela
eksperimenta (tabela 4), uoCava se da je indeks tolerantnosti nadzemnog dela kod
svih sorti bio visi 15. dana eksperimenta, osim kod sorte Mraz kod koje je u svim
ispitivanim grupama bio nizZi (p<0,01). Sorte Javor, Pionir, Partner i Trezor su
pokazale slican trend promene indeksa tolerantnosti sa statisticki znacajnim
razlikama na svim nivoima stresa (-0,1MPa p<0,001, Partner p<0,05; -0,2MPa

p<0,05, Javor p<0,001).

Indeks tolerantnosti korena ponika pokazao je trend smanjenja sa
povecanjem nivoa stresa kod svih sortii 10. i 15. dana eksperimenta Sto ukazuje na
smanjenje tolerantnosti ispitivanih sorti na pojaCano i produzeno delovanje
osmotskog stresa. Vrednosti indeksa tolerantnosti korena i 10. i 15. dana su bile
vece u odnosu na indeks tolerantnosti nadzemnog dela kod svih sorti (tabela 4),
Sto ukazuje na to da stresni uslovi imaju veci uticaj na nadzemni deo biljke nego na

korenov sistem.

5.1.12. Uticaj razlic¢itih nivoa osmotskog stresa na sadrZaj abscisinske

kiseline u nadzemnim delovima ponika

Analiza sadrzaja ABA u nadzemnim delovima ponika vrSena je u kontroli,
kao i kod ponika izloZenih tretmanima osmotskog stresa izazvanih sa 2 razlicite
koncentracije rastvora osmotikuma PEG 6000 (osmotskih potencijala -0,1MPa i -

0,2MPa). Merenja su vrSena nakon 10 i 15 dana tretmana (tabela 5, slika 27).
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Tabela 5. Vrednosti ABA (ng/g sveZe mase) u nadzemnim delovima ponika

pod uticajem tretmana osmotskog stresa.

Sorta Tretman Sadrzaj ABA (ng/g FW)
10.dan 15.dan
Kontrola 69,00 * 3,8442 219,00 £ 5,1962
Mraz PEG -0,1MPa 56,00" + 2,0817 204,00 + 2,6034
PEG -0,2MPa 61,00 £ 1,2019 147,33™ +7,5351
Kontrola 49,00 + 0,8819 414,00 + 8,6667
Junior PEG -0,1MPa 53,33+ 0,8819 151,67 +£9,5975
PEG -0,2MPa 63,677 +0,3333 138,67 + 4,4096
Kontrola 25,00 £ 5,2068 46,00 + 2,4037
Javor PEG -0,1MPa 34,00 £ 0,3333 134,33 + 3,8442
PEG -0,2MPa 38,00 £ 1,4530 123,67 + 4,4096
Kontrola 117,00 £ 3,5277 131,00 £ 2,3333
Dukat PEG -0,1MPa 63,33"" + 2,6034 74,33"" +1,4530
PEG -0,2MPa 54,00" + 2,0817 66,33 +1,3333
Kontrola 168,00 £ 10,7290 255,00 + 13,8604
Pionir PEG -0,1MPa 158,00 + 4,8419 239,00 + 13,6910
PEG -0,2MPa 198,00 + 2,0276 217,00 + 3,1798
Kontrola 50,00 £ 0,5774 68,00 + 0,8819
Partner PEG -0,1MPa 57,67 +1,4530 43,00" +1,5275
PEG -0,2MPa 82,67 +2,0276 34,677 +0,8819
Kontrola 111,00 £ 3,8442 180,00 £ 7,0000
Trezor PEG -0,1MPa 93,00" + 2,6458 114,67 +5,7831
PEG -0,2MPa 61,677 +1,7638 79,67 + 2,4037

*- p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001

Prosecna vrednost sadrzaja ABA 10. dana u kontroli se kretala od 25 ng/g

sveZe mase (Javor) do 168,00 ng/g sveze mase (Pionir). U rastvorima od -0,1MPa

vrednosti ABA su bile od 34,00 ng/g sveZe mase (Javor) do 158,00 ng/g sveZe mase

(Pionir), a u osmotikumu od -0,2MPa u opsegu od 38,00 ng/g sveZe mase (Javor)

do 198,00 ng/g sveze mase (Pionir) (tabela 5). Pri -0,1MPa je primenom t-testa

utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu kod vecine sorti (Dukat

p<0,001; Partner p<0,01; Mraz, Junior, Trezor p<0,05), dok osmotski stres (-

0,1MPa, -0,2MPa) kod sorti Javor i Pionir nije imao nikakvog uticaja na sadrZaja

ABA. Znacajnu razliku u odnosu na kontrolu u rastvoru PEG 6000 potencijala -

0,2MPa su pokazale sorte Junior, Dukat, Partner i Trezor (p<0,001), dok kod sorti

Mraz, Javor i Pionir nije bilo znacajnih razlika.
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Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na sadrzaj ABA u
nadzemnom delu ponika 10. dana znacajan uticaj pokazali genotip (p<0,001) i
tretman (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana
(p<0,001) (Prilog 5, tabela 16a). Tukey testom je utvrdeno da su sli¢ne reakcije na
svim nivoima stresa pokazale sorte Dukat i Trezor, kao i Partner i Junior. Pri prvom
stepenu stresa (-0,1MPa) izmedu sorti Dukat, Junior, Mraz i Partner nije bilo
razlika, dok je pri -0,2MPa, takode, nije bilo razlika izmedu sorti Dukat, Junior i

Mraz, ali i Trezor.

Prosecna vrednost sadrzaja ABA 15. dana u kontroli se kretala od 46,00
ng/g sveze mase (Javor) do 414,00 ng/g sveZe mase (Junior). U rastvorima od -
0,1MPa vrednosti ABA su bile od 43,00 ng/g sveZe mase (Partner) do 239,00 ng/g
sveZe mase (Pionir), a u osmotikumu od -0,2MPa u opsegu od 34,67 ng/g sveze
mase (Partner) do 217,00 ng/g sveZe mase (Pionir) (tabela 5). Pri -0,1MPa je
primenom t-testa utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu kod
vecine sorti (Junior, Javor, Dukat, Partner p<0,001; Trezor p<0,01), dok kod sorti
Mraz i Pionir nije bilo znacajnih razlika. Pri -0,2MPa znacajne razlike su pokazale
sorte Junior, Javor, Dukat, Partner, Trezor (p<0,001) i Mraz (p<0,01), dok kod sorte

Pionir nije bilo znacajnih razlika.

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na sadrzaj ABA u
nadzemnom delu ponika 10. dana znacajan uticaj pokazali genotip (p<0,001) i
tretman (p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana
(p<0,001) (Prilog 5, tabela 16b). Naknadna analiya Tukey testom pokazala je
slicnost medu sortama Pionir i Junior i Javor i Dukat. U okviru kontrola nije bilo
razlika izmedu sorti Partner i Javor. Junior, Javor i Trezor su izdvojile od ostalih
sorti pri -0,1MPa bez znacajnijih razlika u okviru grupe. Pri najviSem nivou stresa
od ostalih sorti se izdvojila sorta Pionir, kao i sorta Partner. Mraz, Junior i Javor

Cine jednu, a Trezor i Dukat drugu homogenu grupu.

Promene koncentracije ABA u ponicima biljaka 10. i 15. dana tretmana

osmotskog stresa, izraZene u procentima u odnosu na kontrolu, predstavljene su
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na grafikonima (slika 27). Ovi rezultati pokazuju da je koncentracija ABA kod
vecine ponika u uslovima osmotskog stresa pretrpela povecanje ili smanjenje
koncentracije. Kod nekih sorti, kao Sto su Javor i Pionir, posle 10 dana ispitivanja
nije doslo do statisticki znacajne razlike u sadrzaju ABA izmedu tretmana stresa i
optimalnih uslova. Ta razlika u rastvoru od -0,1MPa je statisticki znacajna kod sorti
Mraz i Trezor (p<0,05) i doSlo je do opadanja koncentracije ABA za 18,84% (Mraz),
odnosno 16,22% (Trezor) u odnosu na kontrolu. Kod sorte Dukat je doSlo do
opadanja koncentracije za 45,87% u odnosu na kontrolu (p<0,001), a kod sorti
Partner i Javor je doslo do porasta (Partner 16%, p<0,001; Javor 39,33%, p<0,001).
Trend opadanja koncentracije ABA uocen je kod sorti Dukat i Trezor, dok je kod
sorti Junior i Javor uoCen trend porasta. Kod sorti Mraz i Pionir uocava se opadanje

u rastvoru od -0,1MPa, a zatim porast u -0,2MPa.

Petnaestog dana tretmana uocava se trend opadanja koncentracije ABA,
osim kod sorte Javor kod koje se javlja nagli porast pri -0,1MPa (189% u odnosu na
kontrolu, p<0,001), a zatim blago opadanje pri -0,2MPa. Opadanje koncentracije
ABA u rastvoru PEG od -0,1MPa u odnosu na kontrolu je narocito izrazeno kod

sorte Junior i iznosi 64% u odnosu na kontrolu (p<0,001).

Uporedenjem vrednosti za 10. i 15. dan (tabela 5) uoceno je znacajno
opadanje koncentracije ABA 15. dana, osim kod sorte Javor kod koje se 15. dana
javlja vec¢a koncentracija ABA, kao i sorte Dukat, pri ¢emu kod sorte Dukat razlika
izmedu 10. i 15. dana nije bila statisticki znacajna. Sorta Mraz pokazuje poveéanu
akumulaciju ABA 15. dana pri -0,1MPa, a zatim sledi opadanje u odnosu na 10. dan.
Sorta Pionir ne pokazuje statisticki znacajne razlike u sadrZaju ABA 10. i 15. dana
ispitivanja. Ve¢ sa grafikona (slika 27) se moZe uociti da je kod sorti Junior, Partner
i Trezor, kao i Javor veoma izrazena razlika u sadrzaju ABA 10. i 15. dana merenja
u svim kontrolnim tackama. Utvrdeno je da je kod sorte Pionir izmerena najveca
koncentracije ABA pri svim nivoima stresa u odnosu na ostale sorte u oba

vremenska perioda.
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Slika 27. Sadrzaj ABA u nadzemnim delovima ponika pojedinacnih sorti 10. i 15.

dana tretmana osmotskog stresa izraZen u odnosu na kontrolu (k=1).
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5.1.13. Uticaj osmotskog stresa na antioksidativni status ponika u

ogledu osmotskog stresa

U ovim istrazivanjima su obavljena merenja aktivnosti sledecih
antioksidativnih enzima: superoksid dismutaze, askorbat peroksidaze i glutation
reduktaze. Merenja su vrSena u nadzemnim delovima i korenu ponika u kontroli,
kao i kod ponika izloZenih tretmanu osmotskog stresa izazvanog sa rastvorom
osmotikuma PEG 6000 osmotskog potencijala od -0,1MPa. Merenja su vrSena

nakon 101 15 dana tretmana.

5.1.13.1. Uticaj osmotskog stresa na aktivnost enzima superoksid dismutaze

Prosecne vrednsoti aktivnosti superoksid dismutaze u nadzemnom delu
ponika su predstavljene u tabeli 6. Vrednosti izraZene u odnosu na kontrolu su

predstavljene na slici 28.

Tabela 6. Aktivnost superoksid dismutaze u nadzemnom delu ponika

genotipova stoCnog graska.

Superoksid dismutaza (SOD) (U/mg prot)

Sorta 10.dan 15.dan

Kontrola -0,1MPa Kontrola -0,1MPa
Mraz 5,90+ 0,2254 10,90** + 1,6879 8,15+ 0,5087 6,10** + 0,5144
Junior 10,90 £ 1,2832 6,40*** + 0,6705 7,10 £ 0,2254 6,20** + 0,3931
Javor 13,90 + 1,3468 9,60*** + 0,3642 9,50 +0,8786 8,20z + 0,4566
Dukat 6,40 +1,1561 8,157+ 0,7746 6,10 £ 0,3930 5,501 + 0,2948
Pionir 8,50 + 0,2832 10,80* + 11,1445 6,20 £ 0,5260 5,80m + 0,2428
Partner 7,60 +0,7514 12,30** + 1,9364 9,05 +0,4740 7,80* £ 0,4335
Trezor 7,80 = 0,8902 11,50*** + 0,6936 6,80 £ 0,1040 10,40**+ 1,110

* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001, nz - nema znacajnosti
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Prosecna vrednost aktivnosti SOD, izraZzena u U/mg proteina, merena u
nadzemnom delu ponika 10. dana u kontroli se kretala izmedu 5,90 (Mraz) i 13,90
(Javor), a vrednosti u tretiranoj grupi (-0,1MPa) su se kretale izmedu 6,40 (Junior)

i 12,30 (Partner) (tabela 6).

Rezultati su pokazali da je doSlo je do povecanja aktivnosti SOD kod vecine
sorti, pri ¢emu je to povecanje bilo statisticki znacajno (p<0,001) kod sorti Mraz,
Partner i Trezor, dok kod sorti Dukat i Pionir nije bilo statisticki znacajno. Kod
sorti Junior i Javor je doSlo do znacajnog smanjenja (p<0,001) prosecnih vrednosti
aktivnosti SOD u nadzemnom delu ponika nakon 10 dana tretmana. U kontrolnoj
grupi znacajno vecu aktivnost SOD u odnosu na ostale sorte je imala sorta Javor
(13,90 U/mg prot) i ona se izdvojila od ostalih sorti. [zmedu sorti Junior i Mraz
postoji statisticki znacajna razlika (10,90 i 5,90 U/mg prot), dok su ostale sorte u
kontroli pokazale slicne vrednosti aktivnosti SOD. U tretiranoj grupi znacajnu
razliku je pokazala samo sorta Junior (6,40 U/mg prot) u odnosu na sortu Partner
(12,30 U/mg prot), odnosno sortu Trezor (11,50 U/mg prot), dok ostale sorte nisu

pokazale statisticki znacCajne razlike.

Promene u aktivnosti SOD u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici
28a. Najvece povecanje aktivnosti SOD u odnosu na kontrolu bilo je kod sorte Mraz
i iznosilo je 184,74% u odnosu na kontrolu, a najvece smanjenje aktivnosti kod

sorte Junior (58,72% u odnosu na kontrolu).

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala znacajan doprinos tretmana
(p<0,05), kao i visoko znacajan doprinos interakcije genotipa i tretmana (p<0,001),
dok genotip nije imao znacajan uticaj na aktivnost SOD u nadzemnom delu ponika
nakon 10 dana delovanja tretmana (Prilog 5, tabela 18). Prema Tukey testu okviru
kontrole se od svih sorti izdvojila samo sorta Javor, a sorta Junior je pokazala
znacajnu razliku jedino u odnosu na sortu Mraz. Pri -0,1MPa nije bilo razlika medu

sortama, osim izmedu sorzi Partner i Junior, kao i Trezot i Junior.
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Slika 28. Aktivnost SOD u nadzemnom delu ponika genotipova sto¢nog
graSka 10. i 15. dana tretmana osmotskog stresa izraZzena u odnosu na kontrolu

(k=100%).

Prosecna vrednost aktivnosti SOD, izraZena u U/mg proteina, merena u
nadzemnom delu ponika 15. dana u kontroli se kretala izmedu 6,10 (Dukat) i 9,50
(Javor), dok su se vrednosti u tretiranoj grupi kretale izmedu 5,50 (Dukat) i 10,40
(Trezor) (tabela 6).

UoCava se smanjenje aktivnosti SOD kod vecine sorti, pri ¢emu je to
smanjenje bilo statisticki znacajno kod sorti Mraz, Junior (p<0,01) i Partner
(p<0,05), dok kod sorti Javor, Dukat i Pionir nije bilo zna¢ajnog smanjenja. Samo
kod sorte Trezor se javilo povecanje aktivnosti SOD i ono je bilo statisticki znacajno
(p<0,01). Sorte Dukat i Pionir su imale slicne vrednosti aktivnosti SOD u kontroli
(6,101 6,20 U/mg prot), kao i Trezor i Junior (6,80 7,10 U/mg prot), dok su ostale
sorte pokazale znacajne razlike u odnosu na navedene sorte. U tretiranoj grupi se
sorta Trezor izdvojila od ostalih sorti i pokazala je najve¢u vrednost aktivnosti SOD
(10,40 U/mg prot). Takode, je i sorta Javor (8,20 U/mg prot) pokazala znacajne
razlike u odnosu na sorte Dukat i Pionir, koje su imale sli¢ne vrednosti (5,50 i 5,80
U/mg prot), dok u odnosu na sortu Partner (7,80 U/mg prot) nije pokazala

znacajne razlike.
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Promene u aktivnosti SOD u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici
28b. Najvece povecanje aktivnosti SOD u odnosu na kontrolu bilo je kod sorte
Trezor (152,94%), a najveCe smanjenje kod sorte Mraz (74,85% od kontrolnih

vrednosti).

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala visoko znacajan doprinos
genotipa (p<0,001) i interakcije genotip i tretman (p<0,001), dok uticaj tretmana
nije imao velikog znacaja na aktivnost SOD u nadzemnom delu ponika nakon 15
dana delovanja tretmana (Prilog 5, tabela 18b). Naknadnom analizom je utvrdeno
da se unutar kontrola jedino sorte Mraz i Partner ne razlikuju znacajno, dok se pri

-0,1MPa jedino sorta Trezor znacajno razlikuje od ostalih sorti.

Poredenjem vrednosti aktivnosti SOD u nadzemnom delu ponika u kontroli
15. dana u odnosu na 10. dan uocava se da je kod vecine sorti doSlo do smanjenja
aktivnosti SOD, osim kod sorti Mraz i Partner, kod kojih je doSlo do povecanja. Pri
delovanju osmotskog stresa od -0,1MPa sve sorte su pokazale smanjenje aktivnosti

SOD u nadzemnom delu ponika nakon 15 dana delovanja tretmana (tabela 6).

Prosecne vrednosti aktivnosti superoksid dismutaze u korenu ponika su
predstavljene u tabeli 7. Vrednosti izraZene u odnosu na kontrolu su predstavljene

na slici 29.
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Tabela 7. Aktivnost superoksid dismutaze u korenu ponika genotipova

sto¢nog graska.

Superoksid dismutaza (SOD) (U/mg prot)

Sorta 10. dan 15. dan

Kontrola -0,1MPa Kontrola -0,1MPa
Mraz 6,95 + 0,2254 9,25*** + 0,5665 7,65+ 0,2081 5,20%** + 0,5954
Junior 9,95 +0,2254 11,80*%** + 0,3121 7,90 + 0,3815 6,50** + 0,3410
Javor 11,85 £ 0,6590 8,10*** + 0,9075 7,00 + 0,6474 5,60+ 0,7977
Dukat 7,20 £ 0,5954 8,40 + 0,8670 7,35+ 0,3931 6,20** + 0,2659
Pionir 7,15 +1,2023 12,10%* £ 1,9942 6,90 + 0,6353 7,10 + 0,5087
Partner 6,50 +0,4220 9,20*** + 0,3468 10,80 £ 0,3237 6,00*** + 0,6532
Trezor 6,65 +0,7168 10,80*** + 0,3757 7,00+ 0,2601 9,70*** + 0,8150

* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001, nz - nema znacajnosti

Prosecna vrednost aktivnosti SOD, izrazena u U/mg proteina, merena u
korenu ponika 10. dana u kontroli se kretala izmedu 6,50 (Partner) i 11,85 (Javor),
dok su se vrednosti u tretiranoj grupi kretale izmedu 8,10 (Javor) i 12,10 (Pionir)

(tabela 7).

Doslo je do statisticki znacajnog povecanja aktivnosti SOD kod vecine sorti
(p<0,001; Pionir p<0,01), dok kod sorte Dukat to povecanje nije pokazalo
znacajnost. Samo kod sorte Javor se javilo smanjenje aktivnosti i ono je bilo
statisticki znacajno (p<0,001). U kontrolnoj grupi znacajno vecu aktivnost SOD u
odnosu na ostale sorte je imala sorta Javor (11,85 U/mg prot), dok se kod ostalih
sorti uocava slicna aktivnost. U rastvoru PEG 6000 osmotskog potencijala od -
0,1MPa znacajno su se razlikovale samo sorte Pionir i Javor (12,10 i 8,10 U/mg

prot).

Promene u aktivnosti SOD u odnosu na kontrolu predstavljene su na alici

29a. Najvece povecanje aktivnosti SOD u odnosu na kontrolu je bilo kod sorte

88



REZULTATI

Pionir (169,23%), a najvece smanjenje aktivnosti enzima, koje je ¢inilo 68,35% od

kontrolnih vrednosti, se javilo kod sorte Javor.

a) b)
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Slika 29. Aktivnost SOD u korenu ponika genotipova sto¢nog graska 10. i

15. dana tretmana osmotskog stresa izraZzena u odnosu na kontrolu (k=100%).

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala visoko znacajan doprinos
tretmana (p<0,001), kao i visoko znacajan doprinos interakcije genotipa i tretmana
(p<0,001), dok genotip nije imao znacajan uticaj na na aktivnost SOD u korenu
ponika nakon 10 dana delovanja tretmana (Prilog 5, tabela 19a). Naknadna analiza
je pokazala da se sorta Javor razlikovala od drugih sorti, osim od sorte Junior, u
kontrolnoj grupi, dok je u tretiranoj grupi znacajna razlika postojala samo izmedu

sorti Javor i Pionir.

Prosecna vrednost aktivnosti SOD, izrazena u U/mg proteina, merena u
korenu ponika 15. dana u kontroli se kretala izmedu 6,90 (Pionir) i 10,80
(Partner), dok se u tretiranoj grupi kretala izmedu 5,20 (Mraz) i 9,70 (Trezor)
(tabela 7).

DoSlo je do smanjenja aktivnosti SOD kod vecine sorti, pri ¢emu je to
povecanje bilo statisticki znacajno kod sorti Mraz, Junior, Partner (p<0,001) i
Dukat (p<0,01), dok kod sorte Javor nije bilo statisticki znacajno. Kod sorti Pionir i

Trezor sa javilo povecanje aktivnosti SOD u korenu ponika nakon 10 dana
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tretmana, ali je to povecanje bilo znacajno samo kod sorte Trezor (p<0,001), dok
kod sorte Pionir nije imalo znacajnost. U kontroli se jedino sorta Partner izdvojila
od ostalih sorti (10,80 U/mg prot), dok su ostale sorte pokazale slicnu aktivnost
SOD koja se kretala oko 7,00 U/mg prot. U grupi koja je bila pod uticajem
osmotskog stresa potencijala -0,1MPa sorta Trezor je pokazala znacajno vecu
vrednost aktivnosti SOD (9,70 U/mg prot) od ostalih sorti koje su pokazale
aktivnost od oko 6,00 U/mg prot.

Promene u aktivnosti SOD u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici
29b. Najvece povecanje aktivnosti u odnosu na kontrolu se javilo kod sorte Trezor
(138,57%), a najvece smanjenje aktivnosti kod sorte Partner (55,56% u odnosu na

kontrolu).

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrden je visoko znacajan doprinos
genotipa (p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i njihove interakcije (p<0,001) na
aktivnost SOD u korenu ponika nakon 15 dana delovanja tretmana (Prilog 5, tabela
19b). Tukey testom je utvrdeno da se u kontrolnoj grupi Partner razlikovao od

drugih sorti, dok je u tretiranoj grupi to bio slucaj sa sortom Mraz.

Uporedenjem vrednosti aktivnosti SOD u korenu ponika 15. dana u odnosu
na 10. dan (tabela 7) uocava se da je kod sorti Mraz, Dukat, Partner i Trezor doslo
do povecanja aktivnosti, dok je kod sorti Junior, Javor i Pionir doslo do smanjenja
aktivnosti u kontroli. U grupi biljaka izloZenih delovanju osmotskog stresa uoceno

je smanjenje aktivnosti SOD 15. dana u odnosu na 10. kod svih sorti.

5.1.13.2. Uticaj osmotskog stresa na aktivnost enzima askorbat peroksidaze

Dobijeni rezultati su pokazali da se ispitivane sorte znacajno razlikuju u
aktivnosti ispitivanog enzima i to kako u kontrolnim, tako i u uslovima osmotskog

stresa. Prosecne verdnosti aktivnosti askorbat peroksidaze u nadzemnom delu
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ponika su predstavljene u tabeli 8. Vrednosti izraZene u odnosu na kontrolu su

predstavljene na slici 30.

Tabela 8. Aktivnost askorbat peroksidaze u nadzemnom delu ponika

genotipova stocnog graska.

Askorbat peroksidaza (APx) (nmol/min/mg prot)

Sorta 10. dan 15.dan
Kontrola -0,1MPa Kontrola -0,1MPa

Mraz 32,00 £ 0,8960 263,00** £ 4,6243 70,60+ 1,5260 7,10** + 0,0765
Junior 231,70 £ 6,3006 28,70** £ 0,4624 45,60 +0,7968 15,56*** + 11,4798
Javor 159,60 * 7,4855 118,69** £ 0,1850 20,60 +2,8208 13,90* + 1,4220
Dukat 37,49 £ 0,9306 50,00%** + 1,4451 23,90 £ 11,4335 14,90*** + 0,8324
Pionir 36,00+ 1,1676 74,70%* £ 0,2312 14,30 £ 1,4046 16,10nz + 1,7919
Partner 27,54 +0,6359 61,79***+0,9711 50,70 £1,5261 31,60*** + 1,8844
Trezor 27,60 +0,7688 42,9%* +0,7167 8,10 + 0,7052 8,80nz + 0,1040

* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001, nz - nema znacajnosti

Prosecna vrednost aktivnosti APx, izraZena u nmol/min/mg proteina,
merena u nadzemnom delu ponika 10. dana u kontroli se kretala izmedu 27,54
(Partner) i 231,70 (Junior), a pri osmotskom stresu od -0,1MPa izmedu 28,7
(Junior) i 263,00 (Mraz) (tabela 8).

Uocava se statisticki znacajno povecanje aktivnosti APx (Mraz, Pionir,
Trezor p<0,01; Dukat, Partner p<0,001), osim kod sorti Junior i Javor, kod kojih je
dosSlo do znacajnog smanjenja aktivnosti (p<0,01). U kontrolnoj grupi znacajno
vecu aktivnost APx u odnosu na ostale sorte su imale sorte Junior (231,70
nmol/min/mg prot) i Javor (159,60 nmol/min/mg prot), dok se kod ostalih sorti

uocava sli¢na aktivnost. [zmedu sorti Dukat i Trezor nisu postojale znacajne razlike
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u aktivnosti APx pri delovanju osmotskog stresa (Dukat 50,00 nmol/min/mg prot,

Trezor 42,90 nmol/min/mg prot).

Promene u aktivnosti APx u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici
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Slika 30. Aktivnost APx u nadzemnim delovima ponika genotipova sto¢nog
graSka 10. i 15. dana tretmana osmotskog stresa izraZzena u odnosu na kontrolu

(k=100%).

Najizrazitija promena u odnosu na kontrolu izmerena je kod sorte Mraz
(povecanje od 801,80%) i ona se izdvojila od ostalih sorti. NajveCe smanjenje je

izmereno kod sorte Junior (12,39%).

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrden je visoko znacajan doprinos
genotipa (p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i njihove interakcije (p<0,001) na
aktivnost APx u nadzemnom delu ponika nakon 10 dana delovanja tretmana
(Prilog 5, tabela 19a). Naknadni test je pokazao da se u kontrolnoj grupi
medusobno ne razlikuju samo sorte Junior i Javor, dok je pri-0,1MPa prisutna

statisticki znacajna razlika izmedu svih dorti, osim Dukat i Trezor.
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Prosecna vrednost aktivnosti APx, izraZena nmol/min/mg proteina, merena
u nadzemnom delu ponika 15. dana u kontroli se kretala izmedu 8,10 (Trezor) i
70,60 (Mraz), a pri osmotskom stresu od -0,1MPa izmedu 7,10 (Mraz) i 31,60
(Partner) (tabela 8).

UocCava se statisticki znacajno smanjenje aktivnosti APx kod svih sorti
(Javor p<0,05; Mraz p<0,01; Junior, Dukat, Partner p<0,001), osim kod sorti Pionir
i Trezor kod kojih je doSlo do povecanja aktivnosti, ali to povecanje nije bilo
statisticki znacajno. U kontrolnoj grupi jedino izmedu sorti Dukat i Javor nije
postojala znacajna razlika u aktivnosti APx (Dukat 23,90 nmol/min/mg prot, Javor
20,60 nmol/min/mg prot). U tretiranoj grupi sorta Partner se izdvojila od ostalih
sorti (31,60 nmol/min/mg prot), dok su se ostale sorte podelile u dve grupe : Mraz
i Trezor (7,10 i 8,80 nmol/min/mg prot), i Junior, Javor, Dukat i Pionir kod kojih su
se prosecne vrednosti aktivnosti APx kretale izmedu 13,90 i 16,10 nmol/min/mg

prot.

Promene u aktivnosti APx u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici
30b. Najvece smanjenje aktivnosti APx u odnosu na kontrolu bilo je kod sorte Mraz
(10,6% u odnosu na kontrolu), dok je najvece povecanje aktivnosti izmereno kod

sorte Pionir (112,59% u odnosu na kontrolu).

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrden je visoko znacajan doprinos
genotipa (p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i njihove interakcije (p<0,001) na
aktivnost APx u nadzemnom delu ponika nakon 15 dana delovanja tretmana
(Prilog 5, tabela 19b). Utvrdeno je da se sorte Dukat i Pionir ne razlikuju znacajno
ni u kontroli ni pri tretmanu osmotskim stresom. Mraz i Trezor takode nisu

pokazali razlike u kontroli.

Uocava se znacajno smanjenje aktivnosti APx u nadzemnom delu ponika u
kontroli 15. dana u odnosu na 10. dan kod svih sorti (p<0,01), osim kod sorti Mraz
i Partner kod kojih je doSlo do znacajnog povecanja (p<0,01), dok je u tretiranoj

gupi doslo do smanjenja aktivnosti enzima kod svih sorti (p<0,001) (tabela 8).
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Prosecne vrednosti aktivnosti askorbat peroksidaze (APx) u korenu ponika
su predstavljene u tabeli 9. Vrednosti izrazene u odnosu na kontrolu su

predstavljene na slici 31.

Tabela 9. Aktivnost askorbat peroksidaze u korenu ponika genotipova

sto¢nog graska.

Askorbat peroksidaza (APx) (nmol/min/mg prot)

Sorta 10. dan 15. dan

Kontrola -0,1MPa Kontrola -0,1MPa
Mraz 39,20 +£1,5029 187,80*** £ 0,7514 63,40 £ 1,3757 36,00%* £ 11,1792
Junior 75,00 £ 0,6358 91,80*** + 2,0809 37,90 £0,3175 53,80** £ 1,7341
Javor 182,00 £ 0,8092 28,50*** + 0,6358 70,00 * 3,5896 13,90*%** + 1,6647
Dukat 13,16 £1,1792 39,20*** +1,5029 33,20+1,9017 19,30** + 2,1387
Pionir 48,60 + 0,8266 35,80*** + 1,0000 16,90 £ 0,7688 40,60** + 0,6705
Partner 35,70 £ 1,3410 31,50*+1,5029 53,30 +£1,6936 10,10*** +1,1156
Trezor 79,80 £ 0,8902 154,30*** + 1,5838 302,50 £ 2,1561 535,70%** + 4,5434

* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001, nz - nema znacajnosti

Prosecna vrednost aktivnosti APx, izraZena u nmol/min/mg proteina,
merena u korenu ponika 10. dana u kontroli se kretala izmedu 13,16 (Dukat) i
182,00 (Javor), a pri osmotskom stresu od -0,1MPa izmedu 28,50 (Javor) i 187,80
(Mraz) (tabela 9).

Uocava se statisticki znacajno povecanje aktivnosti APx kod sorti Mraz,
Junior, Dukat i Trezor (p<0,001), odnosno statistic¢ki znacajno smanjenje kod sorti
Javor, Pionir (p<0,001) i Partner (p<0,05). U kontrolnoj grupi su postojale
statisticki znacajne razlike medu sortama (p<0,001), osim izmedu sorti Mraz i
Partner kod kojih nije bilo statistilki znacajnih razlika (Mraz 39,20 nmol/min/mg
proteina, Partner 35,70 nmol/min/mg proteina). Znacajno vecu aktivnost APx u
odnosu na ostale sorte je imala sorta Javor (182,00 nmol/min/mg proteina) i ona

se izdvojila od ostalih sorti. U tretiranoj grupi sorte Dukat, Pionir, Partner i Javor su
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imale slicne vrednosti aktivnosti APx, dok su se sorte Mraz, Trezor i Junior
znacajno razlikovale kako medusobno tako i od ostalih sorti (187,80, 154,30 i 91,

nmol/min/mg prot).
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Slika 31. Aktivnost APx u korenu ponika genotipova stofnog graska 10. i

15. dana tretmana osmotskog stresa izraZzena u odnosu na kontrolu (k=100%).

Promene u aktivnosti APx u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici
31a. Najvece povecanje aktivnosti APx u odnosu na kontrolu uoceno je kod sorte
Mraz (479,08%), dok je najvece smanjenje pokazala sorta Javor (15,66% u odnosu

na kontrolu).

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrden je visoko znacajan doprinos
genotipa (p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i njihove interakcije (p<0,001) na
aktivnost APx u korenu ponika nakon 10 dana delovanja tretmana (Prilog 5, 19a).
Samo sorte Mraz i trezor su pokazale slicne vrednosti u kontroli, a u rastvoru PEG

6000 od -0,1MPa sli¢ne su bile sorte Pionir, Partner, Dukat i Javor.

Prosecna vrednost aktivnosti APx, izraZena u nmol/min/mg proteina,
merena u korenu ponika 15. dana u kontroli se kretala izmedu 16,90 (Pionir) i
302,50 (Trezor), dok su se vrednosti u tretiranoj grupi (-0,1MPa) kretale od 10,10
(Partner) do 535,70 (Trezor) (tabela 9).
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Pod uticajem osmotskog stresa od -0,1MPa je doslo do statisticki znacajnog
povecanja aktivnosti APx kod sorti Junior, Pionir (p<0,01), Partner i Trezor
(p<0,001), odnosno smanjenja kod sorti Mraz, Dukat, Partner (p<0,01) i Javor
(p<0,001). Sorta Trezor se izdvojila od ostalih sorti i u kontrolnoj i u tretiranoj
grupi (p<0,001) sa najvisim prosec¢nim vrednostima aktivnosti APx. Postojala je
znacajna razlika izmedu svih sorti u kontroli, dok pri delovanju osmotskog stresa
sorte Dukat, Javor i Partner, odnosno Pionir i Mraz nisu pokazale znacajne

medusobne razlike u aktivnosti APx.

Promene u aktivnosti APx u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici
31b. Najveca promena u odnosu na kontrolu bilo je povecanje aktivnosti APx od
681,01% kod sorte Junior, dok je najvee smanjenje aktivnosti bilo kod sorte

Partner (18,95% u odnosu na kontrolu).

Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrden je visoko znacajan doprinos
genotipa (p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i njihove interakcije (p<0,001) na
aktivnost APx u korenu ponika nakon 15 dana delovanja tretmana (Prilog 5, tabela
20b). Pri -0,1MPa znacajno su se razlikovale od drugih sorti jedino sorte Trezor i

Junior.

Uocava se znacajno povecanje aktivnosti APx u korenu ponika u kontroli 15.
dana u odnosu na 10. dan kod sorti Mraz, Dukat, Partner i Trezor, dok je kod sorti
Junior, Javor i Pionir doSlo do smanjenja aktivnosti enzima. U grupi izloZenoj
delovanju osmotskog stresa osmotskog potencijala od -0,1MPa doslo je do
znacajnog smanjenja aktivnosti APx kod vecine sorti, osim kod sorti Pionir i Trezor
kod kojih je doslo do znacajnog povecanja aktivnosti enzima 15. dana u odnosu na
10. dan. Uocljivo je da je kod sorte Trezor doslo do znacajnog povecanja aktivnosti
APx u korenu 15. dana u odnosu na 10. dan i u kontroli i pri delovanju osmotskog

stresa (tabela 9).
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5.1.13.3. Uticaj osmotskog stresa na aktivnost enzima glutation reduktaze

Prosecne vrednosti aktivnosti glutation reduktaze u nadzemnom delu
ponika su predstavljene u tabeli 10. Vrednosti izraZzene u odnosu na kontrolu su

predstavljene na slici 32.

Tabela 10. Aktivnost glutation reduktaze u nadzemnom delu ponika

genotipova stocnog graska.

Glutation reduktaza (GR) (nmol/min/mg prot)

Sorta 10.dan 15.dan

Kontrola -0,1MPa Kontrola -0,1MPa
Mraz 14,00 £ 0,5144 78,10*** + 1,0925 65,05 +1,5491 13,70*** £ 0,6012
Junior 43,74 +2,0173 12,90** £ 1,9133 38,28 £ 0,9653 20,80** £1,1503
Javor 50,16 +1,5491 29,60*** +1,0116 34,80 + 1,4046 19,40** + 1,1850
Dukat 22,70 £1,7457 42,80*** +1,4393 14,70 £ 0,6821 6,7*** £ 0,8670
Pionir 12,00 £ 0,7746 46,20*** +1,1792 30,50 £1,2543 15,30** + 1,1561
Partner 20,30 +1,9884 22,25+ 1,5607 44,70 + 1,2428 18,70*** + 0,6936
Trezor 29,70 £1,7572 33,80** £ 0,5434 10,40 £ 1,6647 25,20%** + 0,4566

* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001, nz - nema znacajnosti

Prosecna vrednost aktivnosti GR, izraZena u nmol/min/mg proteina,
merena u nadzemnom delu ponika 10. dana u kontroli se kretala izmedu 12,00
(Pionir) i 50,16 (Javor), a vrednosti u tretiranoj grupi (-0,1MPa) su se kretale

izmedu 12,90 (Junior) i 78,10 Mraz (tabela 10).

Kod vecine sorti (Mraz, Dukat, Pionir p<0,001; Trezor p<0,01) je doslo do
povecanja aktivnosti GR pod uticajem osmotskog stresa od -0,1MPa, ali to
povecanje nije bilo statisticki znacajno kod sorte Partner. Kod sorti Junior (p<0,01)
i Javor (p<0,001) je doSlo do smanjenja aktivnosti GR. Nije postojala statisticki
znacajna razlika u kontroli izmedu sorti Dukat i Partner, odnosno Mraz i Pionir. U

tretiranoj grupi se od svih sorti izdvojila sorta Mraz sa najve¢om prosecnom
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vrednosti aktivnost GR (78,10 nmol/min/mg prot), dok nije bilo znacajnih razlika
izmedu sorti Trezor i Javor (33,80 i 29,60 nmol/min/mg prot), odnosno Pionir i

Dukat (46,20 i 42,80 nmol/min/mg prot).
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Slika 32. Aktivnhost GR u nadzemnom delu ponika genotipova sto¢nog
graSka 10. i 15. dana tretmana osmotskog stresa izraZzena u odnosu na kontrolu

(k=100%).

Promene u aktivnosti GR u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici 32a.
Najveca promena u odnosu na kontrolu bilo je povecanje aktivnosti GR kod sorte
Mraz (557,86%), dok je najvece smanjenje od 29,49% u odnos na kontrolu uo€eno

kod sorte Junior.

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala visoko znacCajan doprinos
genotipa (p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i njihove interakcije (p<0,001) na
aktivnost GR u nadzemnom delu ponika nakon 10 dana delovanja tretmana (Prilog
5, tabela 22a). Dukat i Partner, kao i Mraz i Pionir su imali sli¢cnu aktivnost GR u
nadzemnom delu ponika u kontroli, dok su pri -0,1MPa slicne vrednosti imali

Trezor i Javor i Pionir i Dukat. Kod ostalih sorti su razlike statisticki znacajne.

Prosecna vrednost aktivnosti GR, izraZena u nmol/min/mg proteina,

merena u nadzemnom delu ponika 15. dana u kontroli se kretala izmedu 10,40
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(Trezor) i 65,05 (Mraz), a u tretiranoj grupi (-0,1MPa) izmedu 6,7 (Dukat) i 25,20
(Trezor) (tabela 10).

UocCava se smanjenje aktivnosti GR kod vecine sorti (Mraz, Dukat, Partner
p<0,001; Junior, Javor, Pionir p<0,01), osim kod sorte Trezor kod koje se javlja
statisticki znacajno povecanje aktivnosti (p<0,001). Postojale su znacajne razlike
izmedu kontrola svih ispitivanih sorti sto¢nog graska. U grupi izloZenoj delovanju
osmotskog stresa od drugih sorti su se izdvojile sorta Trezor, sa najve¢om
prosecnom aktivnosti GR od 25,20 nmol/min/mg prot, i sorta sa najmanjom
aktivnosti enzima od 6,7 nmol/min/mg prot. Sorte Junior, Javor i Partner (20,80,
19,401 18,70 nmol/min/mg prot), kao i Pionir i Mraz (15,30 i 13,70 nmol/min/mg
prot) nisu pokazale znacajne razlike u aktivnosti GR nakon 10 dana u rastvoru PEG

6000 od -0,1MPa.

Promene u aktivnosti GR u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici
32b. Najveca promena u odnosu na kontrolu bilo je povecanje aktivnosti kod sorte
Trezor od 242,31% u odnosu na kontrolu, dok je najvece smanjenje od 21,60% bilo

kod sorte Mraz.

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala visoko znacCajan doprinos
genotipa (p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i njihove interakcije (p<0,001) na
aktivnost GR u nadzemnom delu ponika nakon 15 dana delovanja tretmana (Prilog
5, tabela 22b). Dalja analiza je pokazala statistic¢ki znacajnu razliku pri osmotskom

stresu sorte Dukat u odnosu na ostale sorte.

UocCava se znacajno smanjenje aktivnosti GR u nadzemnom delu ponika u
kontroli 15. dana u odnosu na 10. dan kod sorti Junior, Javor, Dukat i Trezor, dok je
kod sorti Mraz, Pionir i Partner doslo do povecanja aktivnosti enzima. U tretiranoj
grupi je doSlo do znacajnog smanjenja aktivnosti GR kod svih sorti, osim kod sorte

Trezor kod koje je aktivnost znacajno povecana (tabela 10).

99



REZULTATI

Prosecne vrednosti aktivnosti glutation reduktaze u korenu ponika su
predstavljene u tabeli 11. Vrednosti izraZene u odnosu na kontrolu su

predstavljene na slici 33.

Tabela 11. Aktivnost glutation reduktaze u korenu ponika genotipova

sto¢nog graska.

Glutation reduktaza (GR) (nmol/min/mg prot)

Sorta 10.dan 15.dan
Kontrola -0,1MPa Kontrola -0,1MPa

Mraz 45,60 + 1,5087 93,75*** +1,2023 53,55 +2,0636 16,20*** + 1,0347
Junior 23,20 + 1,4509 44,40%** +0,9017 10,20 + 1,9826 21,97*** £ 0,9510
Javor 94,2 +0,8266 32,40** +0,9075 52,3+0,9133 47,00%* + 0,9017
Dukat 17,40 + 0,1040 17,60m +0,3642 42,55+ 1,5376 31,10%** £ 2,2659
Pionir 17,30+ 0,9711 18,070z + 1,7284 18,50+ 0,6127 10,00** + 0,5780
Partner 62,00 + 0,8439 37,10%** + 1,4046 51,40 + 0,6127 18,54** £ 0,6416
Trezor 49,00 + 1,6416 66,25*** + 0,7746 32,80 + 0,5549 34,900z + 1,9248

* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001, nz - nema znacajnosti

Prosecna vrednost aktivnosti GR, izraZena u nmol/min/mg proteina,
merena u korenu ponika 10. dana u kontroli se kretala izmedu 17,30 (Pionir) i 94,2
(Javor), a pri osmotskom stresu od -0,1MPa se kretala izmedu 17,60 (Dukat) i

93,75 (Mraz).

Doslo je do povecanja aktivnosti GR kod vecine sorti, pri ¢emu je to
povecanje bilo statisticki znacajno (p<0,001) kod sorti Mraz, Junior i Trezor, dok
kod sorti Dukat i Pionir nije bilo statisticki znacajno. Kod sorti Javor i Partner je
doSlo do znacajnog smanjenja (p<0,001) prosecnih vrednosti aktivnosti GR u
korenu ponika nakon 10 dana tretmana. Sorte Dukat i Pionir su pokazale sli¢ne
vrednosti i u kontrolnoj i u tretiranoj grupi (Kontrola Dukat 17,40, Pionir 17,30
nmol/min/mg prot; -0,1MPa Dukat 17,60, Pionir 18,07 nmol/min/mg prot) dok su

ostale sorte bile znacajno razliCite u obe ispitivane grupe.
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Promene u aktivnosti GR u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici 33a.
Najveca promena u odnosu na kontrolu bilo je povecéanje aktivnosti kod sorte Mraz
(205,59% u odnosu na kontrolu), a najvete smanjenje aktivnosti od 34,39% u

odnosu na kontrolu bilo je kod sorte Javor.

a) b)

10, dan Altivnost glitation redulttaze u leron panila
13, dan

B Mz
=@~ |unior

o 6 Mz
—€— Junicr
-

vy

Fuonloulu)

reduklaze (% u odnesuna

sl glulalion

Abliv:

ﬂ“ﬂﬂ fJ.';Jz ﬂ‘f‘|-1 fJ.';Jd ﬂ“ﬂﬂ "J.;(J 012 n.&n fJ.';JZ n.&-1 fJ.';Jd ﬂ“ﬂB Q.;ﬂ 0,12
[RG (MM PRG (MM}
Slika 33. Aktivnost GR u korenu ponika genotipova sto¢nog graska 10.i 15.

dana tretmana osmotskog stresa izraZena u odnosu na kontrolu (k=100%).

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala visoko znacajan doprinos
genotipa (p<0,001) i interakcije genotip i tretman (p<0,001), dok uticaj tretmana
nije imao velikog znacaja na aktivhost GR u korenu ponika nakon 10 dana
delovanja tretmana (Prilog 5, tabela 23a). Trezor i Mraz, kao i Dukat i Pionir su
pokazali slicnu aktivnost GR u kontrolnoj grupi, dok su pri delovanju stresa samo
Pionir i Dukat imali sli¢cnu reakciju dok su sve ostale sorte reagovale znacajno

razlicito.

Prosecna vrednost aktivnosti GR, izraZena u nmol/min/mg proteina,
merena u korenu ponika 15. dana u kontroli se kretala izmedu 10,20 (Junior) i

53,55 (Mraz), a u tretiranoj grupi (-0,1MPa) izmedu 10,00 (Pionir) i 47 (Javor).

Uocava se statisticki znacajno smanjenje smanjenje aktivnosti kod vecine

sorti: Mraz, Dukat (p<0,001), Javor, Pionir, Partner (p<0,01). Kod sorti Junior i
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Trezor je dosSlo do povecanja aktivnosti GR pri ¢emu je to povecanje bilo znacajno
samo kod sorte Junior (p<0,001), dok kod sorte Trezor nije imalo znacaja. U
kontrolnoj grupi nije bilo znacajnih razlika izmedu sorti Mraz, Partner i Javor
(prosecne vredosti aktivnosti GR oko 50 nmol/min/mg prot). U rastvoru PEG 6000
osmotskog potencijala od -0,1MPa nisu pokazale znacajne razlike sorte Junior,
Partner i Mraz (prosecne vredosti aktivnosti GR oko nmol/min/mg prot), odnosno
Dukat i Trezor (prosecne vredosti aktivnosti GR oko nmol/min/mg prot). Od
ostalih sorti su se izdvojile sorta Pionir, sa najmanjim vrednostima od 10,00
nmol/min/mg prot, i sorta Javor, sa najve¢im prose¢nim vrednostima GR u korenu

ponika 15. dana ispitivanja - 34,90 nmol/min/mg prot.

Promene u aktivnosti GR u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici
33b. Najvece povecanje u odnosu na kontrolu uoceno je kod sorte Junior
(215,39%), a najvece smanjenje je pokazala sorta Mraz (30,25% u odnosu na

kontrolu).

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala visoko znacajan doprinos
genotipa (p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i njihove interakcije (p<0,001) na
aktivnost GR u korenu ponika nakon 15 dana delovanja tretmana (Prilog 5, tabela
23b). Tukey test je pokazao da su se sorte Mraz, Javor i Partner izdvojile od ostalih
sorti izmedu njih nije bilo znacajnih razlika u kontrolnoj grupi. Pri delovanju
osmotskog stresa su se pored ostalih, izdvojile dve homogene grupe unutar kojih

nije bilo znac¢ajnih razlika: Trezor i Dukat, i Junior, Partner i Mraz.

Uporedenjem vrednosti aktivnosti GR u korenu ponika 15. dana u odnosu
na 10. dan uocava se da je kod sorti Junior, Javor, Partner i Trezor doslo do
smanjenja aktivnosti, dok je kod sorti Mraz, Dukat i Pionir doslo do povecnja
aktivnosti u kontroli. Kod biljaka izloZenih delovanju osmotskog stresa kod vecine
sorti (Mraz, Junior, Pionir, Partner i Trezor) je doSlo do smanjenja aktivnosti, dok
je kod sorti Javor i Dukat doSlo do povecanja aktivnosti GR. Uocljivo je da je kod
sorte Dukat doSlo do znacajnog povecanja aktivnosti GR u korenu 15. dana u

odnosu na 10. dan i u kontroli i pri delovanju osmotskog stresa (tabela 11).
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5.1.14 Ekspresija gena pod uticajem osmotskog stresa

U okviru molekularnih istraZivanja uticaja osmotskog stresa pracena je
ekspresija gena koji kodiraju 3 antioksidativna enzima (Cu/ZnSOD, cAPx i GR), kao
i 3 gena (PsAO1, PsAOZ2 i PsA03), koji kodiraju enzim aldehid oksidazu (ucestvuje u
poslednjem koraku biosinteze ABA od ABA - aldehida).

5.1.14.1. Uticaj osmotskog stresa na ekspresiju gena za antioksidativne

enzime

Analiza ekspresije gena koji kodiraju antioksidativne enzime je vrSena kod
genotipova stocnog graska, kod kojih su uoCene najvete promene u aktivnosti
antioksidativnih enzima u odnosu na kontrolu. Promene u ekspresiji gena su
analizirane u nadzemnim delovima i korenu ponika u kontroli, kao i kod ponika
izloZenih tretmanu osmotskog stresa izazvanog sa rastvorom osmotikuma PEG
6000 osmotskog potencijala -0,1MPa i to nakon 10 i 15 dana tretmana. Arabidopsis

18S rRNK gen je koris¢en kao referentni gen.

5.1.14.1.1. Ekspresija gena za enzim superoksid dismutazu

[zmene u nivoima ekspresije transkripta Cu/ZnSOD u nadzemnom delu
ponika odabranih genotipova sto¢nog graska pod uticajem osmotskog stresa

predstavljene su na slici 34.

a) 10. dan b) 15. dan
Kontrola -0,1MPa Kontrola -0,1MPa

185 rRNK -— -_— 185 rRNK -_ -
Mraz Trezor

Cu/Zn 50D — — Cu/Zn SOD . —

18=RENE — = - 18sRNE R — =
Junior Mraz

CufZn SOD e —_— Cu/Zn SOD /M. —

Slika 34. Uticaj osmotskog stresa na ekspresiju gena za Cu/ZnSOD u
nadzemnom delu ponika odabranih genotipova sto¢nog graska 10. i 15. dana

tretmana.
103



REZULTATI

Najvece povecanje aktivnosti SOD u odnosu na kontrolu u nadzemnom delu
ponika, 10. dana eksperimenta, pri delovanju osmotskog stresa, izmereno kod
sorte Mraz (184,74% u odnosu na kontrolu) (slika 28a), verovatno je nastalo kao
posledica pojacane ekspresije gena za SOD, prvenstveno Cu/ZnSOD (slika 34a).
Kod sorte Junior je doSlo do smanjenja ekspresije gena (slika 34a), Sto je za
posledicu imalo smanjenje aktivnosti SOD u nadzemnom delu ponika (58,72% u

odnosu na kontrolu) (slika 28a).

Delovanje osmotskog stresa osmotskog potencijala od -0,1MPa, nakon 15
dana, je dovelo do maksimalno pojacane ekspresije gena kod sorte Trezor (slika
34b), kod koje je i doSlo do povecanja aktivnosti ispitivanog enzima od 152,94%
(slika 28b), odnosno do smanjenja ekspresije gena kod sorte Mraz (slika 34b), pri
cemu je i aktivnost SOD kod ove sorte smanjena na 74,85% od kontrolnih

vrednosti (slika 28b).

[zmene u nivoima ekspresije transkripta Cu/ZnSOD u korenu ponika
odabranih genotipova stotnog graska pod uticajem osmotskog stresa

predstavljene su na slici 35.

a) 10. dan b) 15. dan
Kontrola -0,1MPa Kontrola -0,1MPa

185 rRNK - - 18STRNE . —
Pionir Trezor

Cu/Zn 50D /M- — Cu/Zn SOD - —

185 rBENK — — 185 rENK — —
Javor Partner

Cu/Zn 50D — — Cu/Zn 50D — —

Slika 35. Uticaj osmotskog stresa na ekspresiju gena za Cu/ZnSOD u korenu

ponika odabranih genotipova sto¢nog graska 10. i 15. dana tretmana.

Osmotski stres je 10. dana tretmana doveo do pojacane ekspresije gena za

Cu/ZnSOD u korenu ponika kod sorte Pionir (slika 35a), kod koje je uocena i
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najveca aktivnost SOD u odnosu na kontrolu (slika 29a). Najvee smanjenje
aktivnosti enzima, koje je Cinilo 68,35% od kontrolnih vrednosti, se javilo kod sorte

Javor (slika 29a), a uoCena je i smanjena ekspresija gena za Cu/ZnSOD (slika 35a).

Nakon 15 dana delovanja osmotskog stresa najvece povecanje aktivnosti u
odnosu na kontrolu se javilo kod sorte Trezor (138,57%), a najvele smanjenje
aktivnosti kod sorte Partner (55,56% u odnosu na kontrolu) (slika 29b), sto je

posledica promena u ekspresiji gena pod uticajem stresa (slika 35).

5.1.14.1.2. Ekspresija gena za enzim askorbat peroksidazu

[zmene u nivoima ekspresije transkripta cAPx u nadzemnom delu ponika
odabranih genotipova stotnog graska pod uticajem osmotskog stresa

predstavljene su na slici 36.

a) 10.dan b} 15.dan
Kontrola -0,1MPa Kontrola  -0,1MPa

185rRNK . —— 185rENK —— —
Mraz Pionir

cAPx — . cAPx —— —

185rRENK . S 185rENK —— S
Junior Mraz

cAPx — cAPx ——

Slika 36. Uticaj osmotskog stresa na ekspresiju gena za cAPx u nadzemnom

delu ponika odabranih genotipova sto¢nog graska 10. i 15. dana tretmana.

Ekspresija gena za cAPx se, nakon 10 dana u nadzemnom delu ponika,
viSestruko pojacala kod sorte Mraz, a smanjila kod sorte Junior (slika 36a), sto je
rezultovalo izrazitim povecanjem aktivnosti APX kod sorte Mraz (801,80%),

odnosno smanjenjem kod sorte Junior (12,39%) (slika 30a).
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Za razliku od 10. dana, 15. dana delovanja osmotskog stresa je dovelo do
smanjene ekspresije gena za cAPx kod sorte Mraz (slika 36b), odnosno smanjene
aktivnosti enzima od samo 10,6% u odnosu na kontrolu (slika 30b). Kod sorte
Pionir je uoCena neznatno pojacana ekspresija gena za cAPx (slika 36b), koja je
dovela do povecanja aktivnosti ovog enzima (112,59% u odnosu na kontrolu)

(slika 30b).

[zmene u nivoima ekspresije transkripta cAPx u korenu ponika odabranih
genotipova stocnog graska pod uticajem osmotskog stresa predstavljene su na slici

37.

a) 10.dan b) 15.dan
Kontrola -0,1MPa Kontrola -0,1MPa

185rENK — S 185 rENK — o
Mraz Junior

cAPx == -~ cAPx = .

185rRNK — 185 rRNK — —
Javor Partner

cAPx S p— cAPx —

Slika 37. Uticaj osmotskog stresa na ekspresiju gena za cAPx u korenu

ponika odabranih genotipova sto¢nog graska 10. i 15. dana tretmana.

Nakon 10 dana tretmana u korenu ponika kod sorte Mraz je uocljivo je
viSestruko povecanje ekspresije gena za cAPx kod ponika izloZenih osmotskom
stresu, dok je kod sorte Javor doslo do smanjenja ekspresije gena (slika 37a). Kao
posledica promene u ekspresiji gena najvece povecanje aktivnosti cAPx u odnosu
na kontrolu uoceno je kod sorte Mraz (479,08%), dok je najveCe smanjenje

pokazala sorta Javor (15,66% u odnosu na kontrolu) (slika 31a).

Delovanje osmotskog stresa osmotskog potencijala od -0,1MPa dovelo je do
maksimalno pojacane ekspresije gena kod sorte Junior (slika 37b), kao i povecanja

aktivnosti APx od 681,01% u odnosu na kontrolu (slika 31b). Najve¢e smanjenje
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aktivnosti APx, koje je ¢inilo 18,95% u odnosu na kontrolu izmereno je kod sorte
Partner i verovatno je posledica smanjenja ekspresije cAPx u korenu ponika

ispitivane sorte nakon 15 dana delovanja tretmana (slika 37b).

5.1.14.1.3. Ekspresija gena za enzim glutation reduktazu

[zmene u nivoima ekspresije transkripta GR u nadzemnom delu ponika
odabranih genotipova stotnog graska pod uticajem osmotskog stresa

predstavljene su na slici 38.

a) 10. dan b) 15. dan
Kontrola -0,1MPa Kontrola -0,1MPa

185 rRNK S —— 185 rRNK — ——
Mraz Trezor

& = . - = -

185 rRNK —— —— 185 rRNK Rl S
Junior Mraz

GR e — GR — -—

Slika 38. Uticaj osmotskog stresa na ekspresiju gena za GR u nadzemnom

delu ponika odabranih genotipova stocnog graska 10.i 15. dana tretmana.

10. dana tretmana osmotski stres je doveo do povecanja aktivnosti GR u
nadzemnom delu ponika kod sorte Mraz (557,86%) (slika 32a), Sto je potvrdeno i
analizom ekspresije gena koji kodira GR, a koja je pokazala primetno vecu
ekspresiju gena kod sorte Mraz u odnosu na kontrolu (slika 38a). Kod sorte Junior
je doslo do smanjenja ekspresije gena (slika 38a), odnosno smanjenja od 29,49% u

odnosu na kontrolu (slika 32a).

Nakon 15 dana tretmana, u odnosu na 10. dan, ekspresija gena za GR u

nadzemnom delu ponika se pojacavakod sorte Trezor (slika 38b) i dovodi do
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povecanja aktivnosti enzima od 242,31%, dok se kod sorte Mraz ekspresija gena

smanjuje, kao i aktivnost enzima (21,60% u odnosu na kontrolu) (slika 32b).

[zmene u nivoima ekspresije transkripta GR u korenu ponika odabranih
genotipova sto¢nog graska pod uticajem osmotskog stresa predstavljene su na slici

39.

a) 10.dan b) 15.dan
Kontrola -0,1MPa Kontrola -0,1MPa

185rENK . - 185 rRNK — —
Mraz Junior

- —_ - - — s

185rENK . - 185 rRNK — —
Javor Mraz

GR — — GR — J—

Slika 39. Uticaj osmotskog stresa na ekspresiju gena za GR u korenu ponika

odabranih genotipova stocnog graska 10.i 15. dana tretmana.

Ekspresija gena za GR se, nakon 10 dana u korenu ponika, viSestruko
pojacala kod sorte Mraz (slika 39a) i dovela do povecanja aktivnosti ispitivanog
enzima (205,59% u odnosu na kontrolu) (slika 33a), a smanjila kod sorte Javor
(slika 39a), kod koje je i aktivnost enzima smanjena na 34,39% u odnosu na

kontrolu (slika 33a).

Petnaestog dana tretmana kod sorte Junior uocena pojacana, a kod sorte
Mraz smanjena ekspresija gena (slika 39b). Promena u ekspresiji gena pod
uticajem stresa dovela je i do povecanja aktivnosti GR od 215,39% kod sorte

Junior, odnosno do smanjenja od 30,25% u odnosu na kontrolu kod sorte Mraz

(slika 33b).
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5.1.14.2. Uticaj osmotskog stresa na ekspresiju gena koji u¢estvuju u sintezi

abscisinske kiseline

Analiza ekspresije 3 gena: PsAO1, PsAOZ i PsAO3 je vrSena kod odabranih
genotipova stoc¢nog graska, kod kojih je doSlo do povecanja (Javor), odnosno
smanjenja (Trezor) sadrZaja ABA u odnosu na kontrolu pod uticajem osmotskog
stresa. Promene u ekspresiji gena su analizirane u nadzemnim delovima ponika u
kontroli, kao i kod ponika izloZenih tretmanu osmotskog stresa izazvanog sa
rastvorom osmotikuma PEG 6000 osmotskog potencijala -0,1MPa i to nakon 10 i

15 dana tretmana. Arabidopsis 18S rRNK gen je koriS¢en kao referentni gen.

[zmene u nivoima ekspresije transkripta tri gena za AO u nadzemnom delu
ponika odabranih genotipova sto¢nog graska pod uticajem osmotskog stresa

predstavljene su na slici 40.

a) 10. dan b) 15. dan
Kontrola -0,1MPa Kontrola  -0,1MPa

185¢ENK . -— 185rENK - -—

PsAO1 - e— PsA01 -— .
Javor Javor

PsA02 — — PsAQ2 = -

Pacz s PsA03 - .

185rENK - el 185 rENK Rl el

PsAO1 —— — PsAO1 — ]
Trezor Trezor

PsA02 - —— PsAQ2 = =

PsA03 —— — PsA03 - —

Slika 40. Uticaj osmotskog stresa na ekspresiju gena PsAO1, PsAOZ i PsAO3
u nadzemnom delu ponika odabranih genotipova sto¢nog graska 10. i 15. dana

tretmana.
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Kod sorte Javor, nakon 10 i nakon 15 dana delovanja osmotskog stresa
potencijala -0,1MPa, uocena je pojaCana ekspresija gena PsAO1 i PsAO3, dok je
ekspresija gena PsAOZ bila sli¢na ekspresiji u kontrolnoj grupi (slika 40). 10. dana
delovanja stresa se kod ove sorte sadrzaj ABA povecao u odnosu na kontrolu za
36% (sa 25 ng/g na 34 ng/g ), dok se 15. dana povecao za 192% (sa 46 ng/g na
143,3 ng/g) (tabela 5), a Sto je verovatno posledica pojacane ekspresije PsAO1 i
naroCito PsAO3. Kod sorte Trezor je ekspresija gena PsAO2 kod biljaka pod
uticajem stresa, bila nesto niZa od ekspresije gena u kontrolnoj grupi. Ekspresija
PsAO1 i PsAO3 je kod ove sorte bila smanjena u oba vremenska perioda ispitivanja,
pod uticajem osmotskog stresa (slika 40), a Sto je verovatno dovelo do smanjene
akumulacije ABA u nadzemnom delu ponika ove sorte i 10.1i 15. dana eksperimenta
(sa 111 ng/g na 93 ng/g, odnosno 83,78% od kontrole; sa 180 ng/g na 114,67
ng/g, odnosno 56,97% od kontrole) (tabela 5).

Uocava se da pod uticajem osmotskog stresa ekspresija gena PsAOZ nije
pokazala znacajnije razlike u odnosu na kontrolu, dok se ekspresija gena PsAO1 i
PsAO3 povecavala kod sorte kod koje je doSlo do akumulacije ABA, odnosno
smanjivala kod sorte kod koje je doSlo do smanjene akumulacije ABA. Prema tome,
moZe se pretpostaviti da u sintezi ABA u nadzemnom delu ponika, pod uticajem

osmotskog stresa, vecu ulogu imaju geni PsAO1 i PSAO3 u odnosu na PsAOZ.

5.2. Susa

[spitivanja uticaja suSe na biljke stocnog graska su obavljena tako Sto su za

zalivanje biljaka primenjena tri razlicita tretmanai to:

1. Optimalno navodnjavanje (36% vlaZnost supstrata);

2. Tretman suSe od 18% vlaznosti supstrata (T1) i

3. Tretman suSe od 9% vlaznosti supstrata (T2).
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Efekti primenjenih tretmana na razli¢ite genotipove su ispitivani na osnovu

pracenja:

1. Fizioloskih pokazatelja (biomase nadzemnog dela i korena i odnos suve

mase nadzemnog dela i korena, provodljivosti stominih ¢elija);

2. Biohemijskih pokazatelja (akumulacije hormona abscisinske kiseline,
aktivnosti antioksidativnih enzima superoksid dismutaze, askorbat peroksidaze i

glutation reduktaze)

3. Analize ekspresije gena (geni za antioksidativne enzime: Cu/Zn SOD,
cAPx i GR i geni za aldehid oksidazu (PsAO1, PsAOZ i PsA0O3), koja ucestvuje u

biosintezi abscisinske Kiseline).

5.2.1 Uticaj suSe na sveZu masu nadzemnog dela biljaka

Uticaj suSe na sveZu masu nadzemnog dela biljaka ispitivan je pri tretmanu

suSe od 9% vlaznosti supstrata i predstavljen je na slici 34.

SveZa masa nadzemnog dela

Masa nadzemnog dela (g)

Zapreminski sadriaj vode usupstralu ()

Slika 34. SveZa masa nadzemnog dela biljaka sto¢nog graska pod uticajem

suSe od 9% vlaZnosti supstrata.
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NajniZe vrednosti i u kontrolnoj grupi i kod biljaka izloZenih susi utvrdene
su kod sorte Javor (kontrola 3,02 g, tretman 1,89 g), dok su najviSe vrednosti

utvrdene kod sorte Junior (kontrola 7,35 g, tretman 4,2 0g) (Prilog 4, tabela 1).

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na sveZu masu
nadzemnog dela biljaka znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001),
kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5,
tabela 11a). Nije bilo znacajnih razlika izmedu sorti u kontrolnoj grupi i tretiranoj

grupi. Izdvojila se jedino sorta Junior (kontrola p<0,001; tretman p<0,01).

Takode se uoCava smanjenje vrednosti sveZe mase nadzemnog dela pod
uticajem suSe kod svih sorti i t-testom je utvrdena statisticka znacajnost smanjenja
ovih vrednosti (p<0,001), osim kod sorte Dukat kod koje tretman suSe nije uticao
na smanjenje biomase (Prilog 4, tabela 1). Najveta promena svezZe mase je
utvrdena kod sorte Mraz kod koje je doSlo do znacajne redukcije sveZe mase

(smanjenje za 46 % od kontrolnih vrednosti).

5.2.2. Uticaj suSe na svezu masu korena biljaka

Uticaj suSe na svezu masu korena ispitivan je pri tretmanu susSe od 9%

vlaZnosti supstrata i predstavljen je na slici 35.

SveZa masa korena

Masa nadzemnoyg dela (2)

T T T
AU au 20 10

Zapreminski sadrzaj vode wsupstralu (74

Slika 35. SveZa masa korena biljaka sto¢nog graska pod uticajem susSe od

9% vlaZnosti supstrata.
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NajniZe vrednosti i u kontrolnoj grupi i kod biljaka izloZenih susi utvrdene
su kod sorte Partner (kontrola 1,42 g, tretman 0,69 g), dok su najviSe vrednosti

utvrdene kod sorte Trezor (kontrola 2,45 g, tretman 1,49 g) (Prilog 4, tabela 1).

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na svezu masu korena
biljaka znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001), kao i da se ispoljio
efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,01) (Prilog 5, tabela 11b). Analiza
statisticke znacajnosti podataka i razlike izmedu sorti u tretmanima je pokazala da
se po vrednostima sveZe mase korena u kontrolnoj grupi izdvojila sorta Trezor
(p<0,01), dok ostale sorte nisu pokazale razlike. U tretiranoj grupi sorta Trezor se
razlikuje od sorti Mraz, Junior i Partner (p<0,01), dok sa sortama Dukat, Pionir i
Javor c¢ini istu homogenu grupu. Uocavaju se joS jedna homogena grupa unutar

koje nije bilo razlika izmedu sorti, a ¢ine je Pionir, Mraz, Dukat, Junior i Javor.

Analiza efekata suSe na sveZe masu korena kod pojedinacnih sorti i t-test su
pokazali statisticku znacajnost smanjenja ovih vrednosti u suSi kod svih sorti
(p<0,001), i to najviSe kod sorte Partner (smanjenje za 51%). Nasuprot tome, kod

sorte Pionir nije utvrden statisticki znacajan efekat suse (prilog 4, tabela 1).

5.2.3. Uticaj suSe na suvu masu nadzemnog dela biljaka

Uticaj suSe na suvu masu nadzemnog dela biljaka ispitivan je pri tretmanu

suSe od 9% vlaZnosti supstrata i predstavljen je na slici 36.
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Suva masa nadzemnog dela

Suva masa nadzemnog dela (]

Fapreminski sadedia) vode u supstrato [%)

Slika 36. Suva masa nadzemnog dela biljaka stotnog graska pod uticajem

suSe od 9% vlaZnosti supstrata.

NajniZe vrednosti u kontrolnoj grupi se javljaju kod sorte Javor (0,30 g), a
najviSe kod sorte Junior (1,19 g). Kod biljaka izloZenih jakoj susi najniZe vrednosti

su kod sorte Mraz (0,18 g), a najvisSe kod sorte Junior (0,65 g) (Prilog 4, tabela 1).

Uocava se smanjenje vrednosti suve mase nadzemnog dela pod uticajem
suSe u razli¢itom stepenu kod svih sorti. Sorte Junior, Mraz i Pionir su pokazale
znacajne razlike u odnosu na kontrolu (Mraz, Pionir p<0,001, Junior p<0,01), koje

su utvrdene primenom t-testa (Prilog 4, tabela 1).

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na suvu masu
nadzemnog dela biljaka znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001),
kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5,
tabela 12a). Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala da u kontrolnoj grupi
sorte Pionir, Mraz, Partner i Dukat ne pokazuju znacajne razlike. Pri tretmanu suse
grupisale su se sorte Dukat, Partner i Pionir, kao i Junior i Trezor, kao i Javor i Mraz

bez znacajnijih razlika.

Analiza promene ovog parametra u susi u odnosu na uslove kontrole kod

pojedinac¢nih genotipova pokazuje slicnosti sa promenom sveZe mase jer je najveca
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redukcija utvrdena kod sorte Junior (smanjenje za 37% u odnosu na kontrolne

vrednosti), a nije se znaCajno promenila kod sorte Dukat i Javor.
5.2.4. Uticaj suSe na suvu masu korena biljaka

Uticaj suSe na suvu masu korena biljaka ispitivan je pri tretmanu susSe od

9% vlaZnosti supstrata i predstavljen je na slici 37.

Suva masa korena

B Mraz
i — Juminr
025 1 —8— Javr

—&— Dukat
& Piowir
o Parmer
0,20 A —&— Trezor

0,10

Suva masa korena (g)

s T T T
40 Rl 20 L

Fapreminski sadviaj vode u supstran (4]

Slika 37. Suva masa korena biljaka sto¢nog graska pod uticajem susSe od 9%

vlaZnosti supstrata.

NajniZe vrednosti i u kontrolnoj grupi i kod biljaka izloZenih susi utvrdene
su kod sorte Javor (kontrola 0,13 g, tretman 0,07 g), dok su najviSe vrednosti u obe
grupe utvrdene kod sorte Trezor (kontrola 0,22 g, tretman 0,17 g) (Prilog 4, tabela
1).

Ve¢ na grafickom prikazu (slika 37) se vidi smanjenje vrednosti suve mase
korena pod uticajem suSe kod svih sorti, ali u razliCitom stepenu. Ovo smanjenje
nije statisticki znacajno kod sorti Mraz, Junior, Dukat i Partner. t-test je pokazao
znacajne razlike u odnosu na kontrolu kod sorti Javor (p<0,001), Pionir (p<0,05) i

Trezor (p<0,01) (Prilog 4, tabela 1).

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na suvu masu korena

biljaka znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001), dok efekat
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interakcije genotipa i tretmana nije bio znacajan (Prilog 5, tabela 12b). U
kontrolnoj grupi se izdvojila sorta Trezor, a u tretiranoj su se izdvojili Trezor, koji

je imao najvise i Javor, koji je imao najniZe vrednosti.

Poredenje efekata suSe i optimalnih uslova vodnog rezima je pokazalo da je
kod sorti Mraz i Javor, Dukat i Partner najmanje izraZen efekat redukcije suve mase

korena (za 24%, odnosno 43%), za razliku od sorti Trezor i Dukat (za 21% i 10%).

5.2.5. Uticaj suSe na odnos suve mase nadzemnog dela i korena biljaka

Uticaj susSe na odnos suve mase nadzemnog dela i korena biljaka ispitivan je

pri tretmanu suse od 9% vlazZnosti supstrata i predstavljen je na slici 38.

Shoot/root odnos suve mase

B Mrax
—&— Juniny
—8— Javnr
—&— Dulkal

C Pionir

© Tartmer
—8— Trezor

Fapreminski sadriaj vode u supsteatu (')

Slika 38. Odnos suve mase nadzemnog dela i korena biljaka sto¢nog graska

pod uticajem suSe od 9% vlaZnosti supstrata.

Odnos suve mase nadzemnog dela i korena biljaka je bio najnizi kod sorte
Javor (2,30) u kontrolnoj grupi, a kod sorte Mraz (1,66) u tretiranoj grupi. Najvise
vrednosti u obe grupe su bile kod sorte Junior (kontrola 6,94, tretman 4,53) (Prilog

4, tabela 1).
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Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na odnos suve mase
ispitivanih organa znacajno uticali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001), kao i da
se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 13).
Tukey test je pokazao da se sorta Junior izdvojila od svih drugih sorti i u kontrolnoj
i u tretiranoj grupi. U kontrolnoj grupi se, pored sorte Junior, izdvojila i sorta Javor,

a u tretiranoj sorta Mraz.

Graficki prikaz odnosa suve mase nadzemnog dela i korena biljaka (slika
38) pokazuje da su sorte Trezor i Javor pokazale povecanje, dok su ostale sorte
pokazale trend smanjenja vrednosti odnosa suve mase nadzemnog dela i korena
biljaka. Promene u odnosu suve mase nadzemnog dela i korena biljaka bile su
znacajne kod sorti Mraz (p<0,001), Junior (p<0,001) i Javor (p<0,01) (Prilog 4,
tabela 1). Ti rezultati ukazuju da je suSa kod sorti Mraz i Junior vise uticala na
rastenje nadzemnog dela nego na koren, dok je kod sorte Javor bilo obrnuto (veci

uticaj na koren). Uocava se i da kod sorte Dukat nije doSlo do znacajnih promena.

5.2.6. Indeks tolerantnosti na susu nadzemnog dela biljaka

Vrednosti indeksa tolerantnosti na suSu nadzemnog dela biljaka pri

tretmanu suSe od 9% vlaZnosti supstrata predstavljene su na slici 39.

Indeks tolerantnosti nadzemnog dela hiljaka

beritts

Zapreminski sadzaj vods o supsteatu (74

Slika 39. Indeks tolerantnosti nadzemnog dela biljaka sto¢nog graska na
susu od 9% vlaZnosti supstrata.
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Uocava se trend opadanja vrednosti indeksa tolerantnosti nadzemnog dela
biljaka kod svih ispitivanih sorti stocnog graska. Vrednosti indeksa tolerantnosti su

se kretale od 0,37 kod sorte Mraz do 0,92 kod sorte Dukat (Prilog 4, tabela 1).

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na indeks tolerantnosti
nadzemnog dela biljaka znacajan uticaj pokazali genotip (p<0,001) i tretman
(p<0,001), kao i da se ispoljio efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001)
(Prilog 5, tabela 14a). Mraz, Junior i Pionir su se znacajno razlikovali kako

medusobno tako i od ostalih sorti.

Statisticka znacajnost smanjenja indeksa tolerantnosti nadzemnog dela
biljaka kod svih sorti u odnosu na kontrolu potvrdena je primenom t-testa
(p<0,001), osim kod sorte Dukat kod koje nije postojala znacajna razlika (Prilog 4,
tabela 1). Rezultati su pokazali da je kod sorte Mraz utvrdeno najvece smanjenje
indeksa tolerantnosti na susu nadzemnog dela (0,37), dok je kod sorte Dukat

utvrdeno najmanje smanjenje (0,92).

5.2.7. Indeks tolerantnosti na susu korena biljaka

Vrednosti indeksa tolerantnosti na susu korena biljaka pri tretmanu suse

od 9% vlaZnosti supstrata predstavljene su na slici 40.

Indeks tolerantnosti kerena biljaka

Fapreminski sadriiaj voda o supstrat (%)

Slika 40. Indeks tolerantnosti korena biljaka stocnog graska na susu od 9%

vlaZnosti supstrata.
118



REZULTATI

UocCava se trend opadanja vrednosti indeksa tolerantnosti korena biljaka
kod svih ispitivanih sorti stocnog graska. Vrednosti indeksa tolerantnosti su se

kretale od 0,57 kod sorte Javor do 0,90 kod sorte Dukat (Prilog 4, tabela 1).

StatistiCka znacCajnost smanjenja indeksa tolerantnosti korena biljaka kod
svih sorti u odnosu na kontrolu potvrdena je primenom t-testa. Samo sorte Dukat i
Partner nisu pokazale znacajne razlike u odnosu na kontrolu, dok su one bile
znacajne kod sorti Mraz (p<0,05), Trezor (p<0,01), Pionir (p<0,001), Junior
(p<0,05) i Javor (p<0,001).

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da je na indeks tolerantnosti
korena znacajan uticaj pokazao tretman (p<0,001), dok sorte i interakcija sorte i
tretmana nije imala uticaja (Prilog 5, tabela 14b). Medu sortama znacajno su se
razlikovale samo sorte Dukat, koja je imala najvisi indeks tolerantnosti i Javor, koja
je imala najnizZi indeks tolerantnosti (p<0,01). U okviru tretirane grupe sorte
Pionir, Mraz i Trezor su se izdvojile u posebnu grupu i izmedu njih nema znacajnih
razlika, kao i Partner i Junior. Dukat i Javor su statisticki znacajno razlic¢ito
reagovale na suSu: Javor najvec¢im, a Dukat najmanjim smanjenjem u odnosu na

kontrolu.

Pokazalo se da je sorta Dukat pokazala najmanje smanjenje indeksa
tolerantnosti i nadzemnog dela i korena u odnosu na kontrolu te ona pokazuje
najvecu tolerantnost na jak stepen suSe. Najvece smanjenje indeksa nadzemnog
dela je utvrdeno kod sorte Mraz, a najvece smanjenje indeksa tolerantnosti korena

je utvrdeno kod sorte Javor.

5.2.8. Provodljivost stoma

Provodljivost stoma je merena za svaku sortu u kontroli kao i pri dva

razlicita tretmana suse (T1i T2) (tabela 12).
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UocCava se da postoji razlika izmedu tretmana i da su sve sorte imale
znacajno nizu provodljivost stoma pri jakoj suSi (T2), ali i da su se razlikovale u

otvorenosti stominih ¢elija u optimalnim uslovima.

Tabela 12. Srednje vrednosti provodljivosti stoma po sortama u kontroli i

tretmanima suse.

Sorta Tretman gs (mmol/s?)
Kontrola 124,13 + 2,04
Mraz T1 60,86™ + 1,10
T2 25,08™ + 0,57
Kontrola 143,61 + 2,57
Junior T1 76,08™" + 0,94
T2 16,08" + 0,87
Kontrola 166,57 + 6,74
Javor T1 64,70™ + 1,22
T2 30,66™ + 0,74
Kontrola 194,00 + 14,96
Dukat T1 64,06™" + 3,94
T2 37,96™ + 1,31
Kontrola 147,17 £+ 5,46
Pionir T1 50,04™ £ 0,74
T2 22,62 + 0,86
Kontrola 131,80 + 4,98
Partner T1 66,48 + 1,26
T2 36,64" + 1,61
Kontrola 189,33 + 10,07
Trezor T1 80,64 + 1,44
T2 28,54 + 1,34

*** - p<0,001, ** - p<0,01, * - p<0,05

Dvofaktorska analiza varijanse razlika u srednjim vrednostima, u odnosu na
faktore sredine i tretmana, pokazala je statisticki znacajan uticaj sorte (p<0,001) i
uticaj tretmana (p<0,001), ali i uticaj njihove interakcije (p<0,001), te su se tako
razliCite sorte razli¢ito ponasale u razli¢itim tretmanima (Prilog 5, tabela 15). U
kontrolnoj grupi su se, prema Tukey testu, od ostalih sorti izdvojile sorte Dukat i
Trezor, zatim Javor, Partner i Mraz, kao i Pionir i Junior. Pri tretmanu T1 nije bilo
znacajnih razlika izmedu sorti Trezor, Pionir i Junior, dok pri tretmanu T2 razlike

nisu pokazali Dukat, Partner i Junior.
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Sorta Pionir je imala najmanju provodljivost stoma u susi od 18% vode (T1)
u supstratu (50,04 mmol/s?), dok je sorta Trezor imala najvecu provodljivost
(80,64 mmol/s?). Pri jakoj suSi (9% vode - T2) izdvojila se sorta Dukat sa najve¢im
vrednostima za provodljivost stoma (37,96 mmol/s?), dok je najmanje vrednosti

imala sorta Junior (16,08 mmol/s2).

Da bi se efekti tretmana mogli pravilno tumaciti, uradena je regresiona
analiza. Za crtanje krive zavisnosti provodljivosti stoma u odnosu na zapreminski
sadrZaj vode u supstratu, koriS¢en je sigmoidan obrazac Cetvrtog reda regresije
(slika 41). Ovi rezultati pokazuju da se najvete razlike u reakcijama stoma
ispitivanih genotipova ispoljavaju u uslovima umerene suse (T1 tretman i koli¢ina
vode u supstratu od oko 18%). Sorta Dukat u ovom tretmanu je ispoljila najvecu
osetljivost stominih Celija jer se njihova provodljivost smanjila za 66,98% u odnosu
na provodljivost u optimalnim uslovima. Slicne su i reakcije sorte Pionir

(smanjenje provodljivosti za 63,30%).

Stome sorte Junior su u istom T1 tretmanu pokazale manju osetljivost na
susu i imale su izrazito vecu provodljivost od provodljivosti stoma ostalih sorti
(52,98% u odnosu na kontrolu). Medutim, sa daljim opadanjem vode u supstratu i
jaCim stresom (T2 tretman), stome ove sorte su se najbrze zatvorile i stoga je
izmerena najmanja provodljivost (11,20% u odnosu na kontrolu). U poredenju sa
reakcijama stominih ¢elija drugih sorti kod sorte Partner je utvrden najsporiji pad

provodljivosti i najmanja osetljivost stoma na smanjenje sadrzaja vode u zemljistu.

Stome v adnosu na vodu u zemljidtn

B (ol /m’s)

Fapreminski sadraj vode asopstean [5)
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Slika 41. Promene u provodljivosti stoma (gs) u zavisnosti od sadrZaja vode

u supstratu

5.2.9. Akumulacija abscisinske Kiseline u listovima biljaka

U listovima ispitivanih biljaka je merena i akumulacija stres hormona
abscisinske kiseline. Merenja su vrsena u listovima biljaka u kontroli i kod biljaka

izloZenih susi (tabela 13).

Tabela 13. Vrednosti ABA u listovima biljaka (ng/g sveZe mase) pod

uticajem tretmana suSe.

Sorta Tretman ABA (ng/g FW)
Kontrola 187,00 + 11,23
Mraz T1 486,20™ £ 9,81
T2 549,80 + 15,23
Kontrola 171,00 + 13,72
Junior T1 389,00 + 26,63
T2 458,40™" + 15,24
Kontrola 146,00 + 8,84
Javor T1 285,60"™ + 11,71
T2 361,00 + 10,16
Kontrola 88,00 + 7,44
Dukat T1 648,80 + 19,80
T2 895,00 +£ 27,21
Kontrola 164,00 + 7,66
Pionir T1 454,00 + 15,29
T2 705,20 + 46,19
Kontrola 161,00 + 9,44
Partner T1 456,00 £ 20,04
T2 657,80 + 26,89
Kontrola 146,00 + 10,78
Trezor T1 356,40™ + 8,12
T2 506,00 + 24,00

** _p<0,001

Kod svih sorti je uoceno statisticki znacajno povecanje sadrZzaja ABA u
odnosu na kontrolu u oba tretmana suSe (p<0,001) (tabela 13). Koncentracija ABA
u kontroli se kretala od 88,00 (Dukat) do 187,00 ng/g sveZe mase (Mraz). Ova
vrednost se pri tretmanu suSe od 18% vlaZnosti supstrata kretala od 285,00
(Javor) do 648,80 ng/g sveZze mase (Dukat), dok se pri tretmanu susSe od 9%
vlaZnosti supstrata kretala od 361,00 (Javor) do 895,00 ng/g sveZe mase (Dukat).
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Najmanje povecanje ABA u odnosu na kontrolu pri tretmanu suSe T1 bilo je kod
sorte Javor (95,62%), a najveCe kod sorte Dukat (637,27%), a u odnosu na
kontrolu pri tretmanu T2 takode se najmanje povecanje javlja kod sorte Javor
(147,26%), a najvece kod sorte Dukat (9017,04%). Ukoliko se porede tretmani
suSe, najmanje povecanje ABA pri T2 u odnosu na T1 bila je kod sorte Mraz

(13,08%), a najvece kod sorte Pionir (55,33%).

Dvofaktorijalna analiza varijanse pokazala je da su na akumulaciju ABA
znacajan uticaj pokazali genotip (p<0,001) i tretman (p<0,001), kao i da se ispoljio
efekat interakcije genotipa i tretmana (p<0,001) (Prilog 5, tabela 17). Sorta Dukat
je pokazala najve¢u akumulaciju hormona stresa ABA u oba tretmana u odnosu na
druge sorte i ta razlika je statisticki znacajna. U tretmanima T1 i T2 najmanji
sadrZaj ABA u odnosu na ostale sorte je imala sorta Javor (p<0,001). Takode je kod
ove sorte utvrden i najmanji porast u koncentraciji ABA u suSi u odnosu na

optimalne uslove vodnog rezima.

Zavisnost sadrzaja ABA u listovima od zapreminskog sadrZaja vode u

zemljistu prikazana je na slici 42.
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Slika 42. Promena koncentracije ABA u listovima u zavisnosti od sadrzaja

vode u zemljiStu.

123



REZULTATI

Uocljivo je znacajno povecanje koncentracije ABA u listovima pri smanjenju
sadrZaja vode u zemljiStu kod svih sorti, u oba tretmana (p<0,001). Sorta Dukat je
pokazala najvecu, a sorta Javor najmanju akumulaciju ABA u odnosu na ostale

sorte (tabela 13).

Rezultati provodljivosti stominih celija su takode prikazani i u korelaciji sa

sadrZajem ABA u listovima i promene provodljivosti stominih ¢elija (slika 43).
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Slika 43. Odnos sadrzaja ABA u listovima i provodljivosti stoma (izraZene u

odnosu na kontrolu =1).

Ovi rezultati su pokazali razli¢itu osetljivost stominih ¢elija ispitivanih sorti
na promenu koncentracije ABA. Pri tome je akumulacija ABA u listovima najvise

uticala na provodljivost stoma kod sorte Dukat, a najmanje na stome sorte Javor.

5.2.10. Uticaj suSe na antioksidativni status odabranih genotipova

sto¢nog graska

U ogledu suSe su obavljena merenja aktivnosti antioksidativnih enzima:

superoksid dismutaze, askorbat peroksidaze i glutation reduktaze. Merenja su
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vrSena u listovima biljaka u kontroli, kao i kod biljaka izloZenih tretmanu jake suSe

od 9% vlaZnosti supstrata (T2).

5.2.10.1. Uticaj suSe na aktivnost enzima superoksid dismutaze

Prosecne vrednosti aktivnosti superoksid dismutaze u listovima biljaka su
predstavljene u tabeli 14. Vrednosti izraZene u odnosu na Kkontrolu su

predstavljene na slici 44.

Tabela 14. Aktivnost superoksid dismutaze u listovima biljaka sto¢nog

graska.

Superoksid dismutaza (SOD)

Sorta (U/mg prot)
Kontrola T2

Mraz 10,55 £ 0,7514 11,607+ 0,7225
Junior 6,90 +0,1734 7,90%** + 0,0751
Javor 7,35+0,1156 7,50m +(0,3179
Dukat 6,40 + 0,2824 5,98 + 0,3988
Pionir 9,75+0,1618 11,207 + 0,9653
Partner 9,25+ 0,5722 7,50*% £ 0,5491
Trezor 11,10 £ 0,2312 8,10*** + 0,2659

* - p<0,05, ** - p<0,01, ***- p<0,001, nz - nema znacajnosti

Prosecna vrednost aktivnosti SOD, izrazena u U/mg proteina, merena u
listovima biljaka u kontroli se kretala od 6,40 (Dukat) do 11,10 (Trezor), a kod
biljaka izloZenih uticaju suSe od 5,98 (Dukat) do 11,60 (Mraz) (tabela 14).

Uocava se da su najmanje prosecne vrednosti aktivnosti SOD u obe grupe
izmerene kod sorte Dukat. U tretiranoj grupi je doSlo do povecanja aktivnosti SOD

kod sorti Mraz, Junior, Javor i Pionir, ali je ovo povecanje bilo znac¢ajno samo kod
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sorte Junior (p<0,001). Kod sorti Trezor (p<0,001), Partner (p<0,05) i Dukat je
izmereno smanjenje aktivnosti. Ali se kod sorte Dukat ovo smanjenje nije pokazalo
znacajnim. U kontroli sve sorte se mogu podeliti u tri grupe unutar kojih ne postoje
znacajne razlike: Trezor i Mraz (11,10 i 10,55 U/mg prot); Pionir i Partner (9,75 i
9,25 U/mg prot) i Javor, Junior i Dukat (7,50, 7,90 i 5,98 U/mg prot). U grupi koja je
bila pod uticajem suSe izdvaja se sorta Dukat sa najmanjim vrednostima aktivnosti
SOD (5,98 U/mg prot) dok se ostale sorte mogu podeliti u dve grupe unutar kojih
su izmerene bliske vrednosti: Mraz i Pionir (11,60 i 11,20 U/mg prot) i Trezor,
Junior, Javor i Partner (8,10, 7,90, 7,50 i 7,50 U/mg prot). Uocljivo je da su sorte
Javor i Partner pokazale iste vrednosti aktivnosti SOD (7,50 U/mg prot), pri ¢emu
je ta vrednost kod sorte Javor predstavljala povecanje, a kod sorte Partner

smanjenje u odnosu na kontrolu (tabela 14).
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Slika 44. Aktivnhost SOD u listovima biljaka stoCnog graska izloZenih

delovanju suSe izraZena u odnosu na kontrolu (k=100%).

Promene u aktivnosti SOD u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici
44. Najvece povecanje aktivnosti u odnosu na kontrolu uoceno je kod sorti Junior i
Pionir (114,49% i 114,87%), a najveCe smanjenje kod sorte Trezor (72,97% u

odnosu na kontrolu).

Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala visoko znacajan doprinos

genotipa (p<0,001) i interakcije genotip i tretman (p<0,001), dok uticaj tretmana
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nije imao velikog znacaja na aktivnost SOD u listovima biljaka izloZenih uticaju

suSe (Prilog 5, tabela 24).

5.2.10.2. Uticaj suSe na aktivnost enzima askorbat peroksidaze

Prosecne vrednosti aktivnosti askorbat peroksidaze u listovima biljaka su

predstavljene u tabeli

predstavljene na slici 45.

15. Vrednosti

izrazene u odnosu na kontrolu su

Tabela 15. Aktivnost askorbat peroksidaze u listovima biljaka sto¢nog

graska.

Sorta

Askorbat peroksidaza (APx)
(nmol/min/mg prot)

Kontrola

T2

Mraz
Junior
Javor
Dukat
Pionir
Partner

Trezor

22,85+1,6358
10,45 + 0,6416
35,75 +£1,2370
9,92 +0,1792

23,40 £ 2,0347
10,80 + 1,4682

10,85+ 0,8613

19,60 + 2,2254
47,20** = 1,0462
5,99** + 0,1387
13,00** + 1,3526
17,70** £ 1,4509
1,92** + 0,1156

15,70** + 0,7746

* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001, nz - nema znacajnosti

Prosecna vrednost aktivnosti APx, izraZena u nmol/min/mg proteina,

merena u listovima biljaka u kontroli se kretala izmedu 9,92 (Dukat) i 35,75

(Javor), dok se u tretiranoj grupi kretala od 1,92 (Partner) do 47,20 (Junior)

(tabela 15).

Pod uticajem suSe je doSlo do statisticki znacajnog (p<0,01) smanjenja

aktivnosti APx kod sorti Javor, Pionir i Partner, dok kod sorte Mraz razlika nije bila
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statisticki znacajna. Kod sorti Junior, Dukat i Trezor je doSlo do statisticki
znacajnog (p<0,01) povecanja aktivnosti APx u listovima tretiranih biljaka. U
kontroli se sorta Javor izdvojila od ostalih sorti sa najve¢om vrednosti ativnosti
APx (35,75 nmol/min/mg prot). Sorte Pionir i Mraz nisu pokazale znacajne
medusobne razlike (23,40 i 22,85 nmol/min/mg prot), kao i sorte Junior, Dukat,
Partner i Trezor sa vrednostima oko 10,50 nmol/min/mg prot, medutim postojala
je znacajna razlika izmedu ove dve grupe. U grupi biljaka izloZenih stresu suse
sorta Junior se izdvojila od ostalih sorti sa znatno viSom vrednosti aktivnosti APx
(47,20 nmol/min/mg prot), dok su se ostale sorte podelile u dve grupe unutar
kojih nisu postojale znacajne razlike, ali su postojale znacajne razlike izmedu
grupa. Prvu grupu su Cinile sorte Pionir, Dukat, Mraz i Trezor sa vrednostima koje
su se kretale oko 16,50 nmol/min/mg prot, a drugu grupu su c¢inile sorte Javor i
Partner sa znacajno nizim vrednostima (5,99 i 1,92 nmol/min/mg prot) (tabela

15).

Promene u aktivnosti APx u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici 45.
Najvece povecanje aktivnosti APx u odnosu na kontrolu uoceno je kod sorte Trezor
(144,70%), a najvece smanjenje kod sorti Javor (16,76%) i Partner (17,78%). Sorte
Junior i Dukat su pokazale slicnu promenu aktivnosti enzima - povecanje od

132,03% 1 131,05% u odnosu na kontrolu.

Ablivoost askorbat peroksidaze u listovima biljaka

r askarbat peroksidaze (

Aktivnnst askorbat peroksidaze (% u ndonsn na kool

T
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Slika 45. Aktivnost APx u listovima biljaka stocnog graska izloZenih

delovanju suse izrazena u odnosu na kontrolu (k=100%).
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Dvofaktorijalna analiza varijanse je pokazala visoko znacajan doprinos
genotipa (p<0,001) i interakcije genotip i tretman (p<0,001), dok uticaj tretmana
nije imao velikog znacaja na aktivnost APx u listovima biljaka izloZenih uticaju suSe

(Prilog 5, tabela 25).

5.2.10.3. Uticaj suSe na aktivnost enzima glutation reduktaze

Prosecne vrednosti aktivnosti glutation reduktaze u listovima biljaka su
predstavljene u tabeli 16. Vrednosti izraZene u odnosu na Kkontrolu su

predstavljene na slici 46.

Tabela 16. Aktivnost glutation reduktaze u listovima biljaka sto¢nog

graska.

Glutation reduktaza (GR)

Sorta (nmol/min/mg prot)
Kontrola T2
Mraz 38,00 + 0,5954 23,50*** +0,8613
Junior 18,40 + 2,0058 34,20%** £ 1,2370
Javor 8,95+ 0,5144 5,40** + 0,6069
Dukat 16,40 +0,6821 15,00 + 1,1734
Pionir 11,70 £ 0,7341 10,600z + 0,6185
Partner 22,00 + 1,0925 7,60%** £ 0,6350
Trezor 27,20 +1,3121 21,10*** + 0,5722

* - p<0,05, ** - p<0,01, *** - p<0,001, nz - nema znacajnosti

Prosecna vrednost aktivnosti GR, izraZena u nmol/min/mg proteina,
merena u listovima biljaka u kontroli se kretala od 8,95 (Javor) do 38,00 (Mraz),

dok su se vrednosti u tretiranoj grupi kretale od 5,40 (Javor) do 34,20 (Junior)

(tabela 16).
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Uocljivo je da su najmanje prosecne vrednosti aktivnosti GR u obe grupe
izmerene kod sorte Javor. Pod uticajem suSe je doSlo do statisticki znacajnog
smanjenja aktivnosti GR kod sorti Mraz, Partner, Trezor (p<0,001) i Javor (p<0,01),
a kod sorte Dukat smanjenje nije bilo statisticki znacajno. Kod sorti Junior i Pionir
su izmerene povecane aktivnosti GR pod uticajem susSe, pri ¢emu je ta razlika bila
statisticki znacajna kod sorte Junior (p<0,001), a kod sorte Pionir bez znacajnosti.
U kontroli su se bliske vrednosti aktivnosti GR javile kod sorti Javor i Pionir (8,95 i
11,70 nmol/min/mg prot), kao i kod sorti Dukat i Junior (16,40 i 18,40
nmol/min/mg prot). Sorte Mraz, Trezor i Partner su se medusobno znacajno
razlikovale, kao i od predhodne dve grupe. U tretiranoj grupi su se Mraz i Dukat
znacajno razlikovale od ostalih sorti, dok su sorte Mraz i Trezor pokazale bliske
vrednosti (23,50 i 21,10 nmol/min/mg prot), kao i sorte Pionir, Partner i Javor
(vrednosti oko 7,90 nmol/min/mg prot). Sorta Junior je imala najvece prosecne

vrednosti aktivnosti GR od 34,20 nmol/min/mg prot.

Promene u aktivnosti GR u odnosu na kontrolu predstavljene su na slici 46.
Najvece povecanje aktivnosti GR u odnosu na kontrolu je bilo kod sorte Junior
(185,87%), a najvece smanjenje kod sorte Partner (34,54%). Sorte Dukat i Pionir
su pokazale slicno smanjenje aktivnosti GR (91,46% i 90,60%), a takode i sorte

Mraz i Javor (61,84% i 60,34%).
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Slika 46. Aktivnost GR u listovima biljaka sto¢nog graska izloZenih

delovanju suSe izraZena u odnosu na kontrolu (k=100%).
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Dvofaktorijalnom analizom varijanse utvrden je visoko znacajan doprinos
genotipa (p<0,001) i tretmana (p<0,001), kao i njihove interakcije (p<0,001) na

aktivnost GR u listovima biljaka izloZenih uticaju suSe (Prilog 5, tabela 26).

5.2.11. Uticaj suSe na ekspresiju gena

U okviru molekularnih istraZivanja uticaja suSe pracena je ekspresija gena
koji kodiraju 3 antioksidativna enzima (Cu/ZnSOD, cAPx i GR), kao i 3 gena (PsA01,
PsAO2 i PsA03), koji kodiraju enzim aldehid oksidazu (ucestvuje u poslednjem
koraku biosinteze ABA od abscisinskog aldehida).

5.2.11.1. Ekspresija gena za antioksidativne enzime pod uticajem suse

Analiza ekspresije gena koji kodiraju antioksidativne enzime je vrSena kod
odabranih genotipova stoCnog graska, kod kojih su uocene ekstremne promene u
aktivnosti antioksidativnih enzima u odnosu na kontrolu. Promene u ekspresiji
gena su analizirane u listovima biljaka u kontroli, kao i kod biljaka izloZenih
tretmanu jake suSe od 9% vlaZnosti supstrata (T2). Arabidopsis 18S rRNK gen je

korisc¢en kao referentni gen.

5.2.11.1.1. Ekspresija gena za enzim superoksid dismutazu

Izmene u nivoima ekspresije transkripta Cu/ZnSOD u listovima biljaka
odabranih genotipova sto¢nog graska pod uticajem jake suSe predstavljene su na

slici 47.
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Kontrola T2
185 rRNK — -_—
Junior
Cu/Zn SOD e =
185 rBENK — —
Trezor
Cu/Zn 50D — —

Slika 47. Uticaj suSe na ekspresiju gena za Cu/ZnSOD u listovima biljaka

odabranih genotipova sto¢nog graska.

Najvece povecanje ekspresije gena za SOD u listovima biljaka pod uticajem
suse uoceno je kod sorte Junior (slika 471), pri ¢emu je kod ove sorte doslo i do
povecanja aktivnosti enzima za 114,49% (slika 44), a kod sorte Trezor je uoceno
smanjenje ekspresije gena za enzim superoksid dismutazu (slika 471), kao i
smanjenje aktivnosti enzima koja je ¢inila 72,97% u odnosu na kontrolu (slika 44).
Kod sorti Javor, Mraz i Pionir nije doSlo do znacajnih promena i stoga ovi rezultati

nisu prikazani.

5.2.11.1.2. Ekspresija gena za enzim askorbat peroksidazu

[zmene u nivoima ekspresije transkripta cAPx u listovima biljaka odabranih

genotipova stoCnog graska pod uticajem jake suSe predstavljene su na slici 48.

Kontrola T2

135 rENK — —
Junior

APx = —

185 rENK — —
Javor

APx - -

Slika 48. Uticaj suSe na ekspresiju gena za cAPx u listovima biljaka

odabranih genotipova sto¢nog.
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Najveca aktivnost enzima APx pod uticajem suSe u listovima biljaka je
izmerena kod sorte Junior (47,20 nmol/min/mg prot, tabela 15), Sto je
predstavljalo povecanje od 132,03% u odnosu na kontrolu (slika 45) nastalo
verovatno kao posledica povecane ekspresije gena za cAPx (slika 48). Kod sorte
Javor je uocena smanjena ekspresija gena (slika 48) u listovima biljaka pod
uticajem suse i kod ove sorte je izmerena veoma niska aktivnost enzima (16,75%,
slika 45). Kod ostalih sorti nije doSlo do znacCajne promene u ekspresiji gena za

APx.

5.2.11.1.3. Ekspresija gena za enzim glutation reduktazu

[zmene u nivoima ekspresije transkripta GR u listovima biljaka odabranih

genotipova stocnog graska pod uticajem jake suSe predstavljene su na slici 49.

Kontrola T2
185 rRNK — —
Junior
GR = -—
185 rRNK — —
Javor
GR — —

Slika 49. Uticaj suSe na ekspresiju gena za GR u listovima biljaka odabranih

genotipova sto¢nog.

Kod sorte Junior je uoceno povecanje ekspresije gena za GR u listovima
biljaka pod uticajem suSe (slika 49), Sto je dovelo do povecanja aktivnosti GR u
odnosu na kontrolu od 185,87% (slika 46). Kod sorte Javor je uoceno smanjenje
ekspresije gena za GR (slika 49), kao i smanjenje aktivnosti enzima za 39,66% u
odnosu na kontrolu (slika 46). Kod sortet Javor je izmerena i najmanja prosecna

vrednost aktivnosti GR od 5,40 nmol/min/mg proteina (tabela 16).
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5.2.11.2. Uticaj suSe na ekpresiju gena koji u€estvuju u sintezi abscisinske

kiseline

Analiza ekspresije 3 gena: PsAO1, PsAOZ i PsAO3 je vrSena kod odabranih
genotipova stoCnog graska, kod kojih je doSlo do najvete (Dukat), odnosno
najmanje (Javor) akumulacije ABA u odnosu na kontrolu. Promene u ekspresiji
gena su analizirane u listovima biljaka u kontroli, kao i kod biljaka izloZenih

tretmanu jake susSe. Arabidopsis 18S rRNK gen je koriS¢en kao referentni gen.

[zmene u nivoima ekspresije transkripta tri gena za AO u listovima biljaka

odabranih genotipova sto¢nog graska pod uticajem suSe predstavljene su na slici

50.

Kontrola T2

185 rRNE - S

P=A01 — —
Dukat

PsApz -

PsAD3 — .

185rRNK - S

PsA01 —— —
Javor

FsADZ —— -

PsA03 - .

Slika 50. Uticaj suSe na ekspresiju gena PsAO1, PsAOZ i PsAO3 u listovima

biljaka odabranih genotipova sto¢nog graska.

Kod sorte Dukat sadrzaj ABA se u susnim uslovima povecao u odnosu na
kontrolu za 1017% (sa 88 ng/g na 895 ng/g ), a kod sorte Javor za 247% (sa 146

ng/gna 361 ng/g) (tabela 13). Kod obe sorte je pod uticajem suSe uocena pojacana
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ekspresija gena PsAOZ2 i PsAO3, koja je kod sorte Dukat bila neSto izraZenija nego
kod sorte Javor, dok je ekspresija gena PsAO1 kod obe sorte bila slicna ekspresiji

gena u kontrolnoj grupi (slika 50).
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6. DISKUSIJA

6.1. Osmotski stres

6.1.1. Osmotski stres i klijavost semena

Klijanje semena je veoma vazna faza razvoja biljaka, odredujuci uspesnu
biljnu proizvodnju, pri ¢emu je rana faza klijanja narocito osetljiva na osmotski
stres (Magyar-Tabori i sar., 2011). Klijavost semena se definiSe kao pojava i razvoj
ponika do onog stepena kada izgled njegovih osnovnih struktura pokazuje da li
ponik jeste ili nije u stanju da se dalje razvija u normalnu biljku u povoljnim
uslovima (ISTA, 2013). Mehanizam klijanja obuhvata nekoliko faza: aktivaciju
enzima, razgradnju rezervnih materija, translokaciju i mobilizaciju rastvorljivih
materija i zatim deobu ¢elija (Kastori, 1998). Redukcija sadrzaja vode u semenu,
kao posledica niskog vodnog potencijala u zemljiStu, dovodi do redukcije
aktivnosti hidrolitickih enzima odgovornih za hidrolizu rezervi u kotiledonima
(proteaze, a-amilaze i lipaze) i obezbedivanje energije za pocetne stadijume
razvoja biljke iz semena i dovodi do inhibicije klijanja (Gholami 7 sar., 2010). Vodni
deficit moZe da dovede do zakasnelog i smanjenog procenta klijanja, a moZe i
potpuno da inhibira klijanje (Podlesna, 2015). Jo§ 1978. godine je Richards
predlozio odredivanje klijavosti kao koristan kriterijum za skrining tolerantnosti
biljaka na stres suSe. Khakwani i sar. (2011) su, ispitujuci Sest sorti pSenice,
dokazali da su one koje su bile tolerantne na osmotski stres, izazvan
polietilenglikolom u laboratorijskim uslovima, pokazale sli¢nu tolerantnost i u
poljskim uslovima. Agili i sar. (2012) su potvrdili te rezultate eksperimentom na
slatkom krompiru. Ispitivanje uticaja osmotskog stresa primenom PEG potencijala
izmedu -0,3MPa i -0,8MPa na cetiri sorte sociva, pokazalo je znaCajno smanjenje
procenta klijavosti sa povecanjem nivoa stresa u odnosu na kontrolu (Muscolo i
sar., 2014). Okgu i sar. (2005) su utvrdili da je osmotski stres izazvan rastvorom
PEG (od -2 do -8 bara, Sto odgovara osmotskim potencijalima od -0,2MPa do -

0,8MPa) inhibirao klijanje i porast ponika kod sve tri ispitivane sorte graska i kod
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svih primenjenih nivoa osmotskog potencijala, ali je stepen inhibicije bio razlicit
kod razlic¢itih genotipova. Slicne rezultate su dobili i Singh i sar. (1990) ispitujuci

uticaj osmotskog stresa potencijala od -0,1MPa do -0,5MPa na jednoj sorti graska.

U istrazivanjima u ovoj disertaciji, primena rastvora PEG sa osmotskim
potencijalima od -0,1MPa i -0,2MPa, je kod svih sorti, takode, dovela do smanjenja
klijavosti u zavisnosti od nivoa stresa, pri ¢emu je ovo smanjenje bilo razli¢ito kod
razlic¢itih sorti (slika 15). Znacajno smanjenje klijavosti u odnosu na kontrolu u
nasim ispitivanjima se javilo ve¢ pri najniZem nivou osmotskog stresa (-0,1MPa)
kod svih ispitivanih genotipova, osim kod sorti Mraz i Dukat kod kojih je do
statisticki znacajnih razlika doSlo pri nesSto jacem stresu od -0,2MPa. Najveci
procenat klijavosti i u kontroli i pri oba stepena osmotskog stresa je bio kod sorte
Mraz (Kontrola 100% ; -0,1MPa 99%; -0,2MPa 97%), dok je najmanji procenat
pokazala sorta Javor (Kontrola 84% ; -0,1MPa 64%, -0,2MPa 58%). Kao Sto je ve¢
istaknuto u Rezultatima, primena rastvora PEG osmotskog potencijala od -0,3MPa
je kod svih sorti redukovala klijanje na vrednosti ispod 10%, tako da ova
koncentracija rastvora PEG nije koriS¢ena u istrazivanjima. Rasaei i sar. (2013) su,
ispitujuci uticaj osmotskog stresa na 6 razlicitih sorti soje, takode utvrdili potpuno
odsustvo Kklijanja pri osmotskim potencijalima preko -3 bara (-0,3MPa). Sa druge
strane, Demir i Mavi (2008) su utvrdili da se znacCajno smanjenje Kklijavosti,
primenom rastvora PEG na seme paprike, javlja tek pri -0,6MPa Sto ukazuje na to
da veli¢ina i kvalitet semena igra znacajnu ulogu u otpornosti biljaka na susu.
vrste sitnijeg semena. Osim toga potrebe za vodom u periodu klijanja semena
biljaka zavise i od vrste biljke kao i od njenih potreba za vlagom i temperaturom
(Shaban, 2013). O tome treba voditi racuna pri koriS¢enju rastvora PEG za ocenu
klijavosti semena. Smanjenje procenta klijavosti izazvano primenom PEG utvrdili
su i mnogi drugi autori, kao Sto su Dobranszki 7 sar. (2006), Demir i Mavi (2008),
Gamze i sar. (2005), Ghazi i sar. (2007), Siahsar i sar. (2010), Kandil i sar. (2015) i

dr., proucavajuci razne biljne vrste.
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Vodni deficit ne samo da uti¢e na procenat klijavosti semena, ve¢ i na brzinu
klijanja, odnosno srednje vreme klijanja (slika 16). Prema Demir i sar. (2008)
lotovi koji sporije klijaju, na Sta ukazuje srednje vreme klijanja, proizvode sitnije i
neujednacenije ponike u laboratoriji, kao i sitnije i manje ujednacene ponike u
zemljistu. Ispitivanje uticaja osmotskog stresa na brzinu klijanja vrSeno je kod
raznih biljnih vrsta, kao $to su kukuruz (Alebrahim i sar., 2008; Khodarahmpour,
2011), leblebija (Kandil i sar., 2012), kajan (Kumar i sar., 2011), paprika (Demir i
sar., 2008). Rezultati merenja srednjeg vremena Kklijanja predstavljeni u ovoj
disertaciji su u skladu sa rezultatima Okgu i sar. (2005) koji su utvrdili povecanje
srednjeg vremena klijanja, odnosno usporavanje klijanja semena, kod vecine sorti
graSka sa povecanjem nivoa stresa. Kod sorti Mraz i Trezor javlja se smanjenje
srednjeg vremena klijanja pri osmotskom stresu od -0,2MPa u odnosu na -0,1MPa.
Na taj naCin se, nakon pocetnog usporavanja, klijavost ubrzava, Sto ukazuje na
odredeni stepen tolerantnosti ovih sorti na delovanje osmotskog stresa.
Usporavanje klijanja se narocito uocava kod sorte Javor kod koje i klijanje kasnije
nastupa u odnosu na ostale sorte. Uzimaju¢i u obzir rezultate merenja procenta
klijavosti i srednjeg vremena klijanja uocava se da je sorta Javor znatno osetljivija
od ostalih sorti na svim nivoima osmotskog stresa. Nasuprot tome najmanja

osetljivost i klijanja i srednjeg vremena klijanja je utvrdena kod sorti Mraz i Trezor.

6.1.2. Osmotski stres i rast nadzemnog dela i korena ponika i

akumulacija biomase

U toku analize duZine nadzemnog dela i korena ponika odabranih
genotipova stocnog graska uocene su znacajne razlike kako izmedu genotipova,
tako i izmedu primenjenih koncentracija rastvora osmotikuma PEG 6000, kao i
duZine izlaganja stresnim uslovima. Uocava se smanjenje duZine nadzemnog dela
ponika i duZine korena, u odnosu na kontrolu u zavisnosti od nivoa stresa, kod svih
sorti (slika 17 i 18). Ove razlike su bile statisticki znaCajne ve¢ pri najniZzem nivou
stresa (-0,1MPa). Oba merena parametra pokazuju povecane vrednosti nakon 15

dana testiranja u odnosu na krac¢e vreme izlaganja osmotskom stresu, odnosno
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povecanje tolerantnosti u toku vremena. Kod sorte Junior se koren smanjio samo
pri potencijalu od -0,1MPa, nakon duZeg vremena izlaganja, odnosno ova sorta je
uspela da prevazide negativne efekte viSih nivoa stresa u duZem vremenskom

intervalu.

Poredenje rezultata merenja brzine rasta nadzemnog dela i korena svih
sorti generalno pokazuje da je osmotski stres u svim ispitivanim vremenskim
periodima imao manji efekat na rast korena u odnosu na nadzemni deo. Prosecne
vrednosti, izracunate na osnovu merenja kod svih sorti, su se kretale za nadzemni
deo u kontroli od 21,00 mm/dan do 11,94 mm/dan, u -0,1MPa i -0,2 MPa od 3,56
mm/dan do 2,51 mm/dan (10 dana). U istim uslovima se brzina rasta korena
kretala u dijapazonu od 19,21 mm/dan (kontrola) do 9,10 mm/dan (-0,1MPa) i
7,17 mm/dan (-0,2MPa). Za period od 15 dana u kontroli prosetne vrednosti
brzine rasta nadzemnog dela svih ispitivanih sorti su iznosile17,32 mm/dan, u -
0,1MPa - 6,62 mm/dan, dok su prosetne vrednosti za -0,2MPa iznosile 3,64
mm/dan. U istim uslovima se prosecna brzina rasta korena kretala od 15,04
mm/dan (kontrola), do 6,01 mm/dan (-0,1MPa) i 6,13 mm/dan (-0,2MPa). Ovi
rezultati objaSnjavaju manji efekat stresa na duZinu korena u odnosu na nadzemni

deo ponika.

[zduZivanje korena u uslovima suSe indukovane osmotskim stresom, moze
biti znacajna adaptivna reakcija za ponik i mlade biljke zbog toga Sto duZi koren
moZe da prodre u dublje slojeve zemljiSta i samim tim omogu¢i snabdevanje
vodom cak i kada su povrsinski slojevi zemljiSta suvi, narocito u sluc¢aju ako susni
period potraje (Moud i Maghsoudi, 2008; Pandey i Shukla, 2014). Iz literature je
poznato da kod graska, kao i kod drugih leguminoza, dolazi do redukcije broja
lateralnih korenova i izduzivanja primarnog korena pod uticajem dehidratacije
(Grzesiak et al., 1996). Rezultati Grzesiak i sar. (1997) i Xiong i sar. (2006) ukazuju
da je sposobnost biljke da menja distribuciju korena u zemljiStu vazan adaptivni
mehanizam koji spada u kategoriju tzv. "izbegavanja susSe". Kolbert i sar. (2008b)
su pokazali da je osmotski stres izazvan PEG-om doveo do skracivanja primarnog

korena, ali i povecanja broja boc¢nih korenova graska. Okcu i sar. (2005) su utvrdili
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da je porast nadzemnog dela bio manji od porasta korena graska, pri ¢emu je do
prestanka rasta nadzemnog dela doslo pri osmotskom potencijalu od -0,4MPa, a

korena pri -0,6MPa.

Rezultati predstavljeni u ovoj disertaciji su u saglasnosti sa rezultatima
Dobranszki i sar. (2006), koji su analizirali uticaj PEG na 8 genotipova graska i
utvrdili da je osmotski stres izazvan rastvorom PEG 6000 viSe uticao na porast
nadzemnog dela ponika u odnosu na koren, kao i da su te promene bile statisticki
znacajne vec¢ pri rastvoru od 5%, Sto bi odgovaralo rastvoru osmotskog potencijala
od -0,1MPa. Smanjenje duZine nadzemnog dela ponika u prisustvu nekoliko
koncentracija rastvora PEG na 12 sorti graska uocili su i Sanchez i sar. (2004), pri
cemu je najveCe smanjenje registrovano pri najveem osmotskom potencijalu
rastvora (-1,5MPa). Inhibicija rasta nije bila posledica toksi¢nog efekta PEG s
obzirom na to da su biljke kada su izvadene iz rastvora PEG i prenete u posude sa
vodom, nastavile rast u istom stepenu kao i kontrolne biljke. Prema tome, PEG
utiCe na rast Celija i porast biljaka na taj nacin Sto smanjuje usvajanje vode od
strane Celija koje rastu. Kako je optimalni vodni reZim (odrzanje turgora)
neophodan za rast Celija, nedostatak vode dovodi do nepravilne mitoze, smanjenja
izduzivanja i porasta Celija, a Sto rezultuje smanjenjem porasta (Anjum i sar., 2011;
Abbasi i sar., 2014). Ashraf i sar. (2010) ukazuju da osmotski stres dovodi do
smanjenja deobe celija, kao i celijskog izduZivanja, pre svega zbog oteZanog
usvajanja hraniva, nakupljanja velikih koli¢ina reaktivnih Kkiseoni¢nih vrsta
(oksidativni stres), inhibicije celijskih enzima, gubitka turgora i hormonskog
disbalansa. To sveukupno utice na otezani rast biljaka, a kasnije se negativno

odraZava i na proizvodnju biomase i prinos.

Efekat ispitivanih tretmana na rastenje vegetativnih organa graska je
pracen i preko merenja sveZe i suve mase nadzemnog dela (slika 20 i 22) i korena
ponika (slika 23 i 23). Ovi rezultati su, slicno prethodnim parametrima rastenja,
pokazali da je doSlo do redukcije sa povecanjem nivoa stresa, i ona je u vecini
slucajeva bila statisticki znacajna ve¢ pri najniZem stepenu osmotskog stresa (-

0,1MPa), kod svih sorti. Uocava se da je 15. dana eksperimenta smanjenje sveZe
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mase nadzemnog dela ponika, kao i smanjenje sveZe mase korena, u odnosu na
kontrolu, pri prvom nivou stresa, bilo neSto manje nego 10. dana eksperimenta.
Slican trend je dobijen i merenjem suve mase nadzemnog dela i korena ponika, Sto
ukazuje na izvestan stepen povecanja tolerantnosti sorti pri duZem delovanju
stresa. Poredenjem 10. i 15. dana uocava se da je sorta Mraz pri nivou stresa od -
0,1MPa imala isti procenat smanjenja suve mase nadzemnog dela u odnosu na
kontrolu (65,1%), ali je to 10. dana eksperimenta predstavljalo najmanje, a 15.
dana najveCe smanjenje u odnosu na kontrolu, u poredenju sa ostalim sortama.
Jednako smanjenje suve mase kod sorte Mraz nakon 10 i nakon 15 dana delovanja
stresa, u odnosu na kontrolu, ukazuje na to da je na ovom nivou osmotskog stresa
kolicina usvojene vode kod tretiranih biljaka bila sli¢nija koli¢ini usvojene vode
kod kontrolnih biljaka i pri kracem i pri duZzem periodu tretiranja. Na osnovu toga,
moZe se zakljuciti da vreme trajanja tretmana nema velikog uticaja na promenu
usvajanja vode pri navedenom nivou stresa kod ove sorte. Desetog dana
eksperimenta Mraz, u odnosu na ostale sorte, sadrZi viSe, a 15. dana manje suve
mase u nadzemnom delu, tj. do 10. dana akumulira manju, a do 15. dana vecu
kolicinu vode. Prema tome, u odnosu na ostale sorte, Mraz je tolerantniji na nivo
osmotskog stresa od -0,1MPa pri duZem delovanju stresa. Sorta Pionir ima najnize
vrednosti suve mase korena ponika u odnosu na ostale sorte i 10. i 15. dana
eksperimenta. Kod ove sorte vreme trajanja tretmana nema velikog uticaja na

promenu suve mase.

Ramos i sar. (1999) su ukazali na to da vodni deficit smanjuje akumulaciju
sveZe mase biljnih organa u veéem stepenu nego suve mase, Sto je i jedan od
znakova nedostatka vode u biljkama. Dobijeni rezultati su usaglasnosti sa
rezultatima Okgu i sar. (2005) kod kojih su merenja i sveZe i suve mase ponika
graSka pokazala smanjenje u odnosu na kontrolu pri potencijalu od -0,2MPa, dok
pri -0,4MPa nisu uspeli da izvrSe merenja, Sto ukazuje na izuzetnu osetljivost
ispitivanih sorti na osmotski potencijal i susSu. Slicne rezultate smanjenja sveZe i
suve mase ponika kod graska i pSenice su objavili i Alexieva i sar. (2001), kao i

Kumar i sar. (2011) ispitivanjem kajana. Odnos nadzemni deo/koren sveZe mase
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sorti graska tolerantnih na suSu je znacajno manji u odnosu na osetljive biljke,
kako isticu Magyar-Tabori i sar. (2011). Genetski potencijal biljaka za porast,
takode, utiCe na osetljivost na osmotski stres i susu. Prema Iwaya-Inoue i sar.
(2003) patuljaste sorte graska su se pokazale kao otpornije u odnosu na visoke
genotipove i kod njih je utvrdeno manje smanjenje i duZine i sveZe mase
nadzemnog dela u odnosu na kontrolu. Prema Poorter i Nagel (2000) smanjenje
odnosa nadzemnog dela i korena javlja se u uslovima suse, ali i u uslovima
nedostatka hranljivih materija i visokih temperatura zemljiSta nepovoljnih za
optimalno funkcionisanje korena kada dolazi do povecanja duZine i preraspodele

korena u zemljistu.

U istrazivanjima u ovoj disertaciji je pra¢en i odnos suve mase nadzemnog
dela i korena ponika kao pokazatelj koji moZe da ukaZe na to dali je tretman uticao
viSe na rast izdanka ili korena, kao i na pravac transporta asimilata (slika 24). Za
sortu Pionir su utvrdene vrednosti odnosa suve mase nadzemnog dela i korena
vece od 1,00 kako 10. tako i 15. dana merenja, a Sto ukazuje da je kod ove sorte
efekat stresa bio viSe izraZen na nivou korena nego nadzemnog dela. Najmanju
vrednost odnosa suve mase nadzemnog dela i korena desetog dana eksperimenta u
kontroli je imala sorta Partner, dok je na oba nivoa stresa najmanju vrednost imala
sorta Trezor. Petnaestog dana je najmanju vrednost odnosa suve mase nadzemnog
dela i korena u kontroli i pri prvom stepenu stresa imao Dukat, a pri -0,1MPa Javor.
Manje vrednosti odnosa suve mase nadzemnog dela i korena ukazuju na vece
efekat stresa na nadzemni deo biljke u odnosu na koren. U uslovima suSe,
redukovano je usvajanje nutrienata korenom i transport nutrienata iz korena u
nadzemni deo biljke, usled redukovanog intenziteta transpiracije i aktivnog
transporta. Smanjenje vrednosti odnosa suve mase nadzemnog dela i korena
utvrdili su i Moayedi i sar. (2009) primenom PEG rastvora do -0,3MPa u

eksperimentu sa durum pSenicom.

Kod vecine sorti pojacana je akumulacija suve materije u korenu ve¢ pri -
0,1MPa (Junior, Dukat, Partner, Trezor), dok je kod sorti Mraz i Javor pojacana pri

jaCem osmotskom potencijalu (-0,2MPa). Za razliku od 10. dana, 15. dana je odnos
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suve mase nadzemnog dela i korena manji od 1,00 ve¢ pri -0,1MPa samo kod sorte
Dukat, dok je kod sorti Javor i Partner pri -0,2MPa. Ukoliko se uporede vrednosti
izmerene 10. i 15. dana uocava se da je nivo osmotskog stresa od -0,1MPa kod
vecine sorti (Junior, Dukat, Partner i Trezor) viSe uticao na akumulaciju suve mase
u korenovom sistemu 10. dana u odnosu na 15. dan. Jedino je kod sorte Dukat

doslo do vece akumulacije suve mase u korenu 15. dana u odnosu na 10. dan.

Kod sorte Dukat se jedino u oba perioda odnosa suve mase nadzemnog dela
i korena spusta ispod 1,00 ve¢ pri -0,1MPa, a $to ukazuje da se kod ove sorte ve¢ u

prvim fazama izlaganja biljaka stresu asimilati upucuju ka korenu.

Dobijeni rezultati merenja fizioloskih parametara takode pokazuju da je
generalno kod svih sorti, pod uticajem osmotskog stresa, doSlo do smanjenja
pracenih parametara u odnosu na kontrolu. Nakon 15 dana delovanja tretmana
opadanje merenih vrednosti se nastavilo, ali smanjenim intenzitetom odnosu na
10. dan, Sto ukazuje da je ispitivanim sortama potrebno duZe vremena da se

adaptiraju na uslove osmotskog stresa i tako smanje njegovo negativno dejstvo.

Jaleel i sar. (2009) su istakli da je akumulacija suve mase poZeljna
karakteristika u slucaju vodnog deficita, dok Sakthivelu i sar. (2004) tvrde da je
suva masa u korelaciji sa tolerantnos¢u na susu. Na osnovu podataka suve mase
nadzemnog dela i ponika biljaka u kontrolnoj i tretiranoj grupu mogu se izracunati
vrednosti indeksa tolerantnosti na susu, kao i na druge stresne faktore (Maiti i sar.,
1994). Naghavi i sar. (2013) su dokazali da indeks tolerantnosti predstavlja
najpogodniji parametar za skrining sorti otpornih na susu, s obzirom na to da je u
pozitivnoj korelaciji sa visim prinosima pod uticajem suse. Do sli¢nog zakljucka su
dosli i Dharanguttikar i sar. (2015). Sio-Se Mardeh i sar. (2006), kao i Farshadfar i
sar. (2012) su, pored drugih parametara, koristili i indeks tolerantnosti za skrining

sorti pSenice na otpornost na susu.

Indeks tolerantnosti je u ovoj disertaciji izracunat posebno za nadzemni deo

i posebno za koren ponika, za svaki nivo stresa (slika 25 i 26). Indeks tolerantnosti
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kod kontrole iznosio je 1. Izracunate vrednosti za nadzemni deo, kod biljaka koje
su bile izloZzene osmotskom stresu, pokazale su trend smanjenja sa poveanjem
nivoa stresa kod svih sorti i nakon kraceg i nakon duzeg perioda izlaganja stresu,
Sto ukazuje na smanjenje tolerantnosti ispitivanih sorti na pojacano delovanje
stresa. Indeks tolerantnosti nadzemnog dela, medutim, i pri -0,1MPa i pri -0,2MPa
kod vecine sorti je bio viSi 15. dana eksperimenta u odnosu na 10. dan, odnosno

tolerantnost se povecava prilikom duzeg delovanja osmotskog stresa.

Indeks tolerantnosti korena je, takode, kao i u slu¢aju indeksa tolerantnosti
nadzemnog dela, kod svih sorti bio visi 15. dana eksperimenta. Jedini izuzetak je

sorta Mraz kod koje je bio visi 10. dana eksperimenta.

Do zakljucka da stresni uslovi imaju ve¢i uticaj na indeks tolerantnosti
nadzemnog dela biljke nego na korenov sistem su doSli i Maiti i sar. (1994).
Smanjenje indeksa tolerantnosti, pod uticajem osmotskog stresa izazvanog NaCl,

utvrdili su i Dang i sar. (2011).

Poredenje vrednosti indeksa tolerantnosti nadzemnog dela i korena
ukazuje da su vrednosti indeksa tolerantnosti korena znacajno vec¢e u odnosu na
vrednosti za nadzemni deo ponika, pri svim nivoima stresa i u oba vremenska
perioda merenja. Dobijene vrednosti za koren pod uticajem stresa su blize
kontrolnim vrednostima, u odnosu na vrednosti za nadzemni deo ponika, Sto
ukazuje na manji uticaj osmotskog stresa na akumulaciju suve mase u korenu u
odnosu na nadzemni deo. Uzimajué¢i u obzir dobijene vrednosti indeksa
tolerantnosti nadzemnog dela i korena u oba vremenska intervala, na svim
nivoima stresa i medusobnim poredenjem sorti, moZe se re¢i da sorta Mraz ipak
spada u grupu tolerantnih sorti, zajedno sa sortama Dukat i Pionir. Trezor i Partner
spadaju u grupu srednje tolerantnih sorti, dok su Junior i Javor najmanje

tolerantne sorte.
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6.1.3. OsmotskKi stres i koncentracija abscisinske kiseline

Biljke obi¢no reaguju na vodni deficit u zemljistu ili u supstratu u kome
rastu tako Sto zatvaraju stome i redukuju rast listova kako bi smanjile
transpiracionu povrsSinu (Wilkinson i Davies, 2008; Goodger i sar., 2005). Ovi
odgovori na stres mogu biti inicirani tzv. hemijskim (Davies i Zhang, 1991) ili

hidrauli¢im signalima (Gowing i sar,. 1990).

Hidrauli¢ni signali podrazumevaju promene u vodnom statusu lista do kojih
dolazi zbog smanjenog usvajanja vode korenom i opadanja turgora u ¢elijama lista
(Goodger i sar,. 2005). Do opadanja rasta listova i zatvaranja stominih ¢elija moZe
do¢i i kao rezultat tzv. hemijskih signala suSe (Gowing i sar., 1990; Dodd i sar.,
1996). Po ovom konceptu, koren je veoma znacajan "senzor" promena u zemljiStu
(ne samo smanjenja koli¢ine vode, ve¢ i promena u mehanickom sastavu). O tim
promenama koren "obaveStava" nadzemni deo tako S$to sintetiSe razlicita
jedinjenja i metabolite (ukljucuju¢i hormone abscisinsku kiselinu, etilen i
citokinine, Secere, jone). Rezultati Davies i Zhang (1991) su pokazali da se u prvim
fazama vodnog deficita ABA pocinje akumulirati u korenu. Kao posledica
promenjene pH vrednosti ksilemskog soka, pod uticajem vodnog deficita,
sintetisana jedinjenja se, kao hemijski signali stresa, transportuju ksilemom do
nadzemnog dela gde izazivaju zatvaranje stoma i redukuju rast ¢elija lista (Bahrun
i sar., 2002; Davies i sar., 2002; Davies i sar., 2005; Schachtman i Goodger, 2008;
Wilkinson i Davies, 2008).

I[straZivanja u okviru disertacije su obuhvatila merenje hormona
abscisinske kiseline u nadzemnim delovima ponika, dok su merenja u korenu
ponika pokazala izuzetno niske vrednosti koje su nastale kao posledica ispiranja
ABA prilikom ciS¢enja korena od ostataka rastvora PEG i nagomilanih Cestica
supstrata (rezultati nisu prikazani), pa su u daljem toku eksperimenta vrSena
merenja ABA samo u nadzemnom delu ponika. Desetog dana ispitivanja kod sorti
Mraz, Trezor i Dukat je doSlo do opadanja koncentracije ABA u odnosu na kontrolu

pri najniZem nivou osmotskog stresa, dok je kod sorti Javor, Partner i Junior doslo
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do porasta (slika 27). Petnaestog dana tretmana uocCava se trend opadanja
koncentracije ABA, osim kod sorte Javor. Sorta Pionir ne pokazuje statisticki

znacajne razlike u sadrzaju ABA 10. i 15. dana ispitivanja.

Prema literaturnim podacima (Chapin i sar., 1988; Zhang i Davis, 1989; Kefu
i sar. 1991; Shashidhar i sar., 1996; Zdunek, 2001) inhibicija nadzemnog dela biljke
pod uticajem veceg broja stresnih faktora je povezana sa znatnom akumulacijom
ABA. Rezultati predstavljeni u disertaciji su delom u skladu sa rezultatima drugih
autora, s obzirom na to da je kod 3 ispitivane sorte (Javor, Partner i Junior) doslo
do smanjenja porasta nadzemnog dela i korena ponika i znacajnog povecanja
sadrZaja ABA. Ovi rezultati indirektno ukazuju da je ABA imala ulogu "hemijskog
signala suSe" kod ovih sorti. Medutim, u ovom istraZivanju nije bilo moguce
merenje koncentracije ABA u korenu ponika ili ksilemske ABA, Sto bi moglo da

potvrdi ovu hipotezu.

Takode, se moZe pretpostaviti da je kod ostalih sorti, kod kojih nije doslo do
akumulacije ABA (Mraz, Dukat, Pionir, Trezor), redukcija rastenja nastala kao
rezultat tzv. "hidrauli¢nih signala" odnosno opadanja turgora u Celijama, a do kojeg
je doSlo zbog smanjenog usvajanja i transporta vode do nadzemnih delova pod
dejstvom osmotskog stresa. Ova hipoteza je takode indirektna i da bi se proverila
bilo bi potrebno obaviti merenja turgora u ponicima, ali za takvu vrstu merenja ne

postoji odgovarajuc¢a metodologija.

6.1.4. OsmotsKi stres i aktivnost antioksidativnih enzima

Vodni stres je neminovno povezan sa povetanim oksidativnim stresom
zbog pojacane akumulacije ROS, posebno Oz i H202 u hloroplastima,
mitohondrijama i peroksizomima. Kao rezultat toga aktivacija antioksidativnih
enzima je opsSta adaptaciona strategija koju biljke koriste da prevazidu oksidativni
stres (Foyer i Noctor, 2003; Abedi i Pakniyat, 2010). Objavljeni su kontradiktorni
rezultati za aktivnost antioksidativnih enzima kod razlic¢itih biljnih vrsta (povecana

aktivnost, smanjena aktivnost, bez promena). Ove razlike u aktivnosti
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antioksidativnih enzima izazvane abiotickim stresom ne zavise samo od vrste i
trajanja stresa, ve¢ i od biljne vrste, genotipa, faze razvoja biljke, kao i dela biljke u
kome se analizira aktivnost enzima (Carvalho, 2008). U ovom radu bila su
razmatrana tri enzima: superoksid dizmutaza, askorbat peroksidaza i glutation

reduktaza.

Sposobnost biljaka da prevazidu oksidativni stres delom se oslanja na
indukciju aktivnosti SOD, a zatim i na aktivnost ostalih antioksidativnih enzima
(Sekmen i sar., 2012). U dosadasnjoj literaturi SOD je uglavnom opisan kao enzim
koji se prvi aktivira u uslovima razliitih stresnih faktora. Njegova uloga je da
katalizira dismutaciju superoksidnih radikala i pretvara ih u manje toksi¢an
vodonik peroksid i kiseonik, te se na taj naCin smanjuje opasnost od nastanka

mnogo reaktivnijeg hidroksilnog radikala (Gill i Tuteja, 2010)

[straZivanja u okviru ove disertacije su pokazala da se ispitivane sorte ne
razlikuju u znacajnoj meri u aktivnosti SOD u nadzemnom delu i korenovima, ali da
se razlike ispoljavaju pod dejstvom osmotskog stresa i duZine njegovog trajanja
(tabela 6 i 7). Kod vecine sorti je doSlo do povecanja aktivnosti u nadzemnom delu
ponika nakon 10 dana delovanja osmotskog stresa od -0,1MP, osim kod sorti Junior
i Javor kod kojih je doslo do smanjenja. Sa produzZenim delovanjem stresa, nakon
15 dana tretmana, doslo je do opadanja aktivnosti SOD, kako u odnosu na kontrolu,
tako i u odnosu na vrednosti izmerene 10. dana tretmana, kod svih sorti. Jedini
izuzetak je sorta Trezor kod koje se aktivnost SOD povecéava konstantno povecava i
posle 10 dana trajanja stresa (od 29,70 do 33,80 nmol/min/mg proteina) i posle
15 dana trajanja stresa (od 10,40 do 25,20 nmol/min/mg proteina).

Vodonik peroksid, nastao kao rezultat delovanja SOD, je toksican za celiju.
Zbog toga je vazno da se H;02, pomocu antioksidativnog sistema, brzo ukloni,
odnosno razloZi na vodu i molekularni kiseonik (Guo i sar., 2006). Askorbat
peroksidaza je, uz katalazu, vrlo vaZan enzimatski antioksidans, ¢ija je glavna uloga

uklanjanje H20>. Za razliku od CAT, APx koristi askorbat kao donor elektrona. Ima
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znatno veci afinitet prema H;0; od katalaze i njena uloga je presudna tokom stresa

(Asada 2006; Ozkur i sar., 2009).

U nasim istraZivanjima u nadzemnom delu ponika nakon 10 dana delovanja
osmotskog stresa osmotskog potencijala od -0,1MP, kao i u slu¢aju SOD, prvobitno
je doslo do povecanja aktivnosti APx kod vecine sorti, osim kod sorti Junior i Javor
kod kojih je dosSlo do smanjenja (tabela 8 i 9) . Najvece procentualno povecanje
aktivnosti u odnosu na kontrolu je uoceno kod sorte Mraz (801,80%) i ona se
izdvojila od ostalih sorti, dok je najvece smanjenje od 87,61% izmereno kod sorte
Junior. Nakon 15 dana delovanja stresa, doslo je do znacajnog opadanja aktivnosti
APx u odnosu na kontrolu, kao i u odnosu na vrednosti izmerene 10. dana, kod

vecine sorti, osim kod sorti Pionir i Trezor kod kojih se javlja neznatno povecanje.

Kao i kod aktivnosti SOD, jedino je kod sorte Javor doslo do opadanja
aktivnosti APx i u nadzemnom delu i u korenu ponika u oba vremenska perioda
merenja aktivnosti, kao i sa vremenom trajanja stresa, odnosno 15. dana u odnosu
na 10. dan. Kod sorte Trezor je bio obrnut trend promene, tj. doSlo je do

konstantnog povecanja aktivnosti APx.

Unutarcelijska koncentracija H202 odredena je brzinom njegovog nastajanja
i razlaganja pomocu enzima CAT i enzima glutation-askorbat ciklusa (APx, DHAR i
GR). Glutation reduktaza kataliSe posljednji korak glutation-askorbatnog ciklusa i
vrlo Cesto je ogranicavajuci faktor. PoviSene aktivnosti GR povecavaju odnos
redukovanog i oksidovanog glutationa (GSH/GSSG) koji je potreban za
regeneraciju askorbata. Povecanje aktivnosti ovog enzima izaziva ja¢u redukciju
ukupnog glutationa Sto povecava otpornost prema stresu i dovodi do

prilagodavanja biljaka na stresne uslove (Foyer i Noctor, 2000; Gill i Tuteja, 2010).

Kao i u slucaju SOD i APx, naSi rezultati ispitivanja aktivnosti GR u
nadzemnom delu ponika nakon 10 dana delovanja osmotskog stresa osmotskog
potencijala od -0,1MP, pokazuju da je doslo do povecanja aktivnosti GR kod vecine

sorti, osim kod sorti Junior i Javor kod kojih je doSlo do smanjenja (tabela 101 11).
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Petnaestog dana ispitivanja kod svih sorti, osim kod sorte Trezor, je doSlo do
opadanja aktivnosti GR kako u odnosu na kontrolu, tako i u odnosu na deseti dan.
Najveca promena 15. dana u odnosu na kontrolu bilo je povecanje aktivnosti kod
sorte Trezor od 242,31% u odnosu na kontrolu, dok je najvec¢e smanjenje od 78,4%

bilo kod sorte Mraz.

Merenjem aktivnosti GR u korenu ponika uoceno je povecanje aktivnosti 10.
dana kod vecine sorti, osim kod sorti Javor i Partner. Najve¢a promena u odnosu na
kontrolu bilo je povecanje aktivnosti kod sorte Mraz (205,59% u odnosu na
kontrolu), a najve¢e smanjenje aktivnosti od 34,39% u odnosu na kontrolu bilo je
kod sorte Javor. U odnosu na 10. dan tretmana, 15. dana se uocava opadanje
aktivnosti GR u korenu kod vecine sorti, odnosno smanjuje se njihova
antioksidativna sposobnost, osim kod sorti Junior i Trezor. Najvece povecanje u
odnosu na kontrolu uoceno je kod sorte Junior (215,39%), a najveCe smanjenje je
pokazala sorta Mraz (30,25% u odnosu na kontrolu). Kao i u slu¢aju nadzemnog
dela, sorta Mraz je 10. dana pokazala najvece povecanje aktivnosti GR u korenu
(205,59%), a 15. dana najvece smanjenje (30,25%). Kao i u slu¢aju SOD i APx, kod
sorte Trezor su uocene najvece vrednosti GR u oba vremenska perioda merenja i u

nadzemnom delu i u korenu, dok su kod sorte Javor uocene najmanje vrednosti.

Jovanovic i sar. (2011a) su istakli povec¢anu aktivnost APx i GR u poCetnim
fazama dehidratacije kod endemicne biljne vrste Ramonda nathaliae tolerantne na
vodni deficit. Mnogi autori su objavili rezultate pojacane aktivnosti GR kod raznih
biljnih vrsta pod uticajem stresnih faktora kao Sto su su$a (Rubio i sar., 2002;
Zhang i sar., 2004; Sharma i Dubey, 2005; Ma i sar., 2011; Varga i sar., 2012),
zaslanjenost (Ahmad i sar., 2008; Jovanovic i sar., 2011b), teski metali (Dixit i sar.,
2001; Malecka i sar., 2001, 2009, 2012, 2014). Ma i sar. (2011) su mereci enzime
askorbat-glutation ciklusa u uslovima suse, na listovima jabuka, pokazali da se ovaj
ciklus svakako aktivira kao odgovor na suSom izazvani stres, ali u uslovima jakog

stresa aktivnost enzima se smanjuje i ciklus se zatim ne moZe normalno regulisati.
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Dobijeni rezultati pokazuju da se, kao odgovor na oksidativni stres i
akumulaciju ROS kod ispitivanih sorti, uklju¢uju razliciti antioksidativni enzimi
(Prilog 1, tabela 1 i Prilog 2, tabela 1). Tako se kod sorte Trezor mehanizam
uklanjanja ROS bazira na konstantno povecéanoj aktivnosti SOD, APx i GR i u
nadzemnom delu i u korenu ponika. To moZe da objasni povecanu tolerantnost i
nadzemnog dela i korena ove sorte na osmotski stres. Kod sorti Mraz, Dukat, Pionir
i Partner antioksidativni mehanizam se zasniva na povecanju aktivnosti sva tri
ispitivana enzima u nadzemnom delu ponika 10. dana ispitivanja enzima, dok se
15. dana javlja jedino povecana aktivnost APx kod sorte Pionir. Kod sorti Junior i
Javor javlja se smanjenje aktivnosti enzima u oba perioda ispitivanja Sto doprinosi
smanjenju tolerantnosti na osmotski stres nadzemnog dela, koje je narocito
izrazeno kod sorte Javor. lako koren ponika kod svih sorti pokazuje vecu
tolerantnost u odnosu na nadzemni deo, aktivnost antioksidativnih enzima je
manje izraZena. Sorte Mraz, Junior i Dukat pokazuju povecanje aktivnosti SOD, APx
i GR u korenu ponika nakon 10 dana. Kod sorte Pionir mehanizam uklanjanja ROS
10. dana se zasniva na aktiviranju SOD i GR, dok se kod sorte Partner aktivira samo
SOD. Nakon 15 dana kod sorte Junior se povecava aktivnost APx i GR, kod sorte
Pionir SOD, APx, a kod sorte Dukat samo APx, dok kod sorti Mraz i Partner, uz
sortu Javor, dolazi opadanja aktivnosti svih enzima. S obzirom na to da je
generalno indeks tolerantnosti nadzemnog dela kod svih sorti ve¢i nakon 15 dana,
kao i u korenu u odnosu na nadzemni deo, moZe se pretpostaviti da u tim
slucajevima veéu ulogu u antioksidativnoj zastiti, imaju neki drugi mehanizmi
otpornosti, kao S$to su osmoregulacija, sinteza proteina otpornih na susu i sl
(Chaves i sar., 2003), kao i da je verovatno doslo do poremecaja u sinergiji

antioksidativnih enzima (Jovanovic i sar., 2011a).

6.1.5. Ekspresija gena pod uticajem osmotskog stresa

Vrlo je malo literaturnih podataka vezanih za molekularnu karakterizaciju
odgovora  graska na osmotski stres izazvan rastvorom osmotikuma u

laboratorijskim uslovima. Iz literaturnih podataka je poznato samo o uticaju PEG
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na ekspresiju gena koji kodiraju enzime ukljuene u sintezu osmoprotektanata

oligosaharida u ponicima kod vrste P. sativum (Pluskota i sar., 2015).

Rezultati koji su dobijeni merenjem aktivnosti antioksidativnih enzima
(SOD, APx, GR) u ponicima sto¢nog graska nedvosmisleno ukazuju na postojanje
oksidativnog stresa tokom tretmana rastvorom PEG osmotskog potencijala od -
0,1MPa, tako da nije neocekivano da se u takvim uslovima poveéa ekspresija

enzima ukljuc¢enih u antioksidativnu zastitu.

Rezultati analize ekspresije gena, koji kodiraju antioksidativne enzime, su
prikazani za genotipove sto¢nog graska, kod kojih su uocene najvece promene u
aktivnosti antioksidativnih enzima pod uticajem osmotskog stresa u odnosu na
kontrolu (slika 47 - 49). Uocava se da je kod sorte Mraz ekspresija sva tri ispitivana
gena u nadzemnom delu i korenu ponika (osim Cu/ZnSOD u korenu ponika), pod
uticajem osmotskog stresa od -0,1MPa, 10. dana bila najveca, dok je 15. dana doSlo
do opadanja ekspresije, kada se kod sorte Mraz javlja najmanja ekspresija gena
(osim ekspresije cAPx u korenu 15. dana). Kada je u pitanju aktivnost enzima SOD,
APx, i GR ona, takode, kod sorte Mraz prati trend opadanja 15. dana u odnosu na
10. dan. Prethodno je vec¢ istaknuto da je kod sorte Mraz nakon 10 dana dosSlo do
najmanjeg smanjenja u odnosu na kontrolu vecine ispitivanih fizioloskih
parametara, kao Sto su sveza i suva masa nadzemnog dela, kao i odnos suve mase
nadzemnog dela i korena. Medutim, nakon duZeg perioda izlaganja osmotskom
stresu, tolerantnost ove sorte se smanjuje i ona 15. dana pokazuje najvece
smanjenje duZine nadzemnog dela, sveZe mase korena, suve mase nadzemnog dela
i korena, Sto mozZe biti posledica smanjene ekspresije gena koji kodiraju
antioksidativne enzime, a samim tim i aktivnosti ispitivanih antioksidativnih
enzima, a Sto rezultuje smanjenom sposobnoScu sorte da se adaptira na delovanje

osmotskog stresa.

Takode, se uocava da je ekspresija gena za ispitivane antioksidativne
enzime u korenu ponika 10. dana tretmana bila najmanja kod sorte Javor, kod koje

se javlja i najmanja aktivnost navedenih enzima u ispitivanom organu nakon 10
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dana delovanja osmotskog stresa. Kod ove sorte je prethodno uoleno najvece
smanjenje vecine ispitivanih fizioloskih parametara, narocito u korenu ponika, u
odnosu na kontrolu, pa se moze pretpostaviti, a imajuci u vidu smanjenu ekspresiju
gena za antioksidativne enzime u korenu ponika, da je smanjenja tolerantnost ove
sorte na osmotski stres u odnosu na druge sorte posledica manjeg antioksidativnih

zastitnih mehanizama

Pokazano je i da je Arabidopsis 18s rRNK pogodna za koriS¢enje kao
referentni gen u eksperimentima gde se prati ekspresija gena u uslovima
abiotickog stresa, jer je karakteriSe stabilnost ekspresije tokom uslova abiotickog

stresa.

Regulacija gena za SOD je veoma osetljiva na uticaj abioti¢kih stresora, kao
Sto su niske temperature, sus$a ili zaslanjenost zemljiSta (Zhang i sar., 2014). Prema
Ahmad i sar. (2013) kako bi se osigurao stabilan prinos, pod uticajem raznih
abiotickih stresnih faktora, neophodno je da se poveca procenat klijavosti semena i
porast ponika jaCanjem antioksidativne zaStite biljke preko pojacane ekspresije
antioksidativnih enzima. Lee i sar. (2014) su pokazali da pojacana ekspresija
Cu/ZnSOD i APx kod transgenih biljaka duvana moze da dovede do povecane
tolerantnosti na osmotski stres izazvan delovanjem osmotikuma, narocito u toku
klijanja i porasta ponika. Utvrdena je pozitivna korelacija izmedu otpornosti na
susu i ekspresije Cu/ZnSOD kod kukuruza (Malan i sar., 1990) i paradajza (Perl-
Treves i sar., 1991). Zagadenost teskim metalima, kao Sto je Cd, dovela je, medutim,
do smanjene ekspresije Cu/ZnSOD kod graska, dok je ekspresija FeSOD i MnSOD
ostala nepromenjena (Rodriguez-Serrano i sar., 2006). Razlike u dobijenim
rezultatima bi se mogle objasniti mehanizmom delovanja razli¢itih stresnih
faktora, kao i razlikama u antioksidativnim mehanizmima kod raznih biljnih vrsta,
organa i tkiva na koje deluju stresori. Sto se ti¢e dva enzima askorbat-glutation
ciklusa (APx i GR), dokazana je pojacana ekspresija gena u slu¢aju vodnog deficita
kod pasulja (Turkan i sar., 2005; Torres-Franklin i sar., 2008), lucerke (Rubio i sar.,

2002) i Vigna unguiculata (D’Arcy-Lameta i sar., 2006).
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U poslednjem koraku biosinteze ABA od ABA - aldehida ucestvuje enzim
aldehidna oksidaza (AO), cija je ekspresija povecana za vreme vodnog deficita Sto
ukazuje na vaznu ulogu ABA u odgovoru biljaka na stres (Seo i sar., 2000; Arve i

sar, 2011).

U ispitivanjima ove disertacije je analizirana ekspresija 3 gena (PsAO1,
PsAOZ2 i PsA03), koji u€estvuju u sintezi abscisinske kiseline kod ponika odabranih
genotipova sto¢nog graska, kod kojih je doSlo do povecanja, odnosno smanjenja
sadrZaja ABA u odnosu na kontrolu pod uticajem osmotskog stresa osmotskog
potencijala od -0,1MPa. Tokom celog trajanja eksperimenta ekspresija gena PsA02
nije pokazala znacajnije razlike u odnosu na kontrolu, dok se ekspresija gena
PsAO1 i PsAO3 povecavala kod sorte kod koje je doSlo do akumulacije ABA,
odnosno smanjivala kod sorte kod koje je doSlo do smanjene akumulacije ABA.
Prema tome, moZe se pretpostaviti da u sintezi ABA u nadzemnom delu ponika,
pod uticajem osmotskog stresa, ve¢u ulogu imaju geni PsAO1 i PsAO3 u odnosu na
PsAO2. Sli¢ne rezultate ekspresije gena PsAO grupe dobili su i Zdunek i Lips (2001),
Zdunek-Zastocka i sar. (2004) i Zdunek-Zastocka (2008), ispitujuci uticaj

osmotskog stresa izazvanog povec¢anim koncentracijama NaCl kod graska.

Pojacana eskspresija gena, koji uCestvuju u sintezi ABA (slika 40), verovatno
je dovela do povecanja koncentracije ABA u ispitivanim organima kod sorte Javor.
S obzirom na to da je inhibicija nadzemnog dela biljke, pod uticajem veceg broja
stresnih faktora, povezana sa znatnom akumulacijom ABA, pojacana ekspresija
ispitivanih gena, kao i poja¢ana akumulacija ABA, mogla je da dovede do smanjenja
porasta i sveZze mase nadzemnog dela ponika kod ove sorte, pod uticajem
osmotskog stresa. Takode je kod ove sorte slabija antioksidativna zastita usled

smanjenje aktivnosti antioksidativnih enzima.

Za razliku od sorte Javor, kod sorte Trezor, koja je na osnovu ispitivanih
fizioloSkih parametara, kao i aktivnosti antioksidativnih enzima, tolerantnija na

delovanje osmotskog stresa od sorte Javor, je doSlo do smanjenja ekspresije gena
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koji ucestvuju u sintezi ABA (slika 40) i smanjenja akumulacije ABA, pa je prema

tome i redukcija porasta ponika bila manja.

S obzirom na to da AO svoju kataliticku aktivnost pokazuje na raznim
supstratima ovaj enzim, takode, osim $to ucestvuje u povecanju koli¢ine ABA pod
uticajem vodnog deficita, ucestvuje i u stvaranju vecih koli¢ina H20; i produkciji
ROS (Yesbergenova i sar., 2005; Zdunek-Zastocka, 2010). Na taj nacin posredno

dovodi i do aktivacije antioksidativnih enzima (Zdunek-Zastocka i Sobczak, 2013).

6.2. Susa

6.2.1. Susa i rast biljaka

porast biljaka i njihovih organa jedan od prvih vidljivih znakova suSe. U ogledu u
ovoj disertaciji ispitivan je uticaj suSe na sveZu i suvu masu nadzemnog dela i
korena biljaka i to na kraju eksperimenta, pri tretmanu jake suse (9% vlaZnosti
supstrata). Eksperimentalni podaci su pokazali da su najvece vrednosti sveZe i
suve mase nadzemnog dela i u suSi i u optimalnim uslovima vodnog reZima (sveza
masa: kontrola 7,35 g, tretman 4,20 g, suva masa: kontrola 1,19 g, tretman 0,65 g)
izmereni kod sorte Junior (slika 34 i 36). To je i bilo oCekivano, s obzirom na to da
je to sorta visine izmedu 105 i 170 cm, indeterminantnog porasta, sa visokim
ucCeScem lista u prinosu krme. Namanje vrednosti sveZe mase nadzemnog dela su u
oba tretmana izmerene kod sorte Javor (kontrola 3,02 g, tretman 1,89 g), dok su
vrednosti suve mase u kontroli bile najniZe kod sorte Javor (0,30 g), a u susi kod
sorte Mraz (0,18 g). Poredenjem efekata suSe i optimalnog navodnjavanja na
biomasu kod ispitivanih sorti dobijaju se nesto izmenjeni rezultati. Najveci efekat
susom izazvane redukcije suve mase nadzemnog dela je utvrden kod sorte Mraz
(smanjenje za 63%), sledi sorta Junior (45%) a najmanji je kod sorti Trezor i Dukat

(14% i 10%).
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Da bi se jo$ blize uporedila osetljivost parametara rastenja na susu kod
ispitivanih sorti su izracunate vrednosti indeksa tolerantnosti i to posebno za
nadzemni deo i posebno za koren biljaka pri tretmanu od 9% vode u supstratu
(slika 39 i 40). Ovi rezultati, kao i rezultati biomase, potvrduju da je kod sorte
Dukat najveli stepen tolerantnosti na susu nadzemnog dela ponika. Sa druge
strane, najmanji indeks tolerantnosti na suSu nadzemnog dela je utvrden kod sorte
Trezor. Nizak stepen tolerantnosti, ali u manjem obimu, je utvrden i za sortu

Junior.

[straZivanja su pokazala i genotipske razlike i u akumulaciji biomase korena
(sveZe i suve) u oba tretmana, kao i u trendu njenog smanjenja pod dejstvom suse
(slika 351 37). Prema literaturnim podacima vodni deficit moZe da deluje razlicito,
i to ili da redukuje ili inhibira rast korena ili da u uslovima umerenog stresa c¢ak
povecava rast korena (Hooker i Thorpe, 1997). Postoji dosta neslaganja o tome da
da je efekat suSe mnogo manje izraZen na nivou korena nego izdanka, jer koren
moZe da nastavi sa rastom cak i u uslovima kada je pri niskim vrednostima
potencijala vode rast izdanka obustavljen. Manji efekat suSe na rast korena nego
stabla ili listova je utvrden i kod paradajza (Kulkarni i Deshpande, 2006). Riaz i sar.
(2013) su ispitivanjem uticaja suse na biljke nevena dosli do zakljucka da je na
pocetku eksperimenta doslo do povecéanja korena, ali je sa produZenim delovanjem
suSe doSlo do njegovog smanjenog porasta. Ovi rezultati su pokazali i da je
obrazovanje suve mase u korelaciji sa koli¢cinom transpirisane vode. Rezultati ove
disertacije su u skladu sa rezultatima Pace i sar. (1999), koji su analizirali uticaj
suSe na biljke pamuka, i utvrdili da susa znacajno viSe utice na porast nadzemnog

dela biljaka u odnosu na koren.

Najvece vrednosti u oba tretmana i sveze (2,45 gi 1,49 g) i suve mase (0,22
gi0,17 g) korena su izmerene kod sorte Trezor, a najniZe sveZe mase korena u oba
tretmana kod sorte Partner (1,42 g i 0,6 9g), dok je suva masa korena i u
optimalnim uslovima i u susi bila najmanja kod sorte Javor (0,13 gi 0,07 g) (slika

37). Analiza promene biomase korena u suSi u odnosu na vrednosti kontrole,
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pokazuje da su najvece promene ostvarene kod sorte Trezor (opadanje sveZe za
39% i suve za 21%), i Javor (opadanje suve mase korena za 43%), dok kod sorte
Pionir nije utvrdena znacajna promena sveZe mase, a kod sorte Dukat suve mase

korena.

Riaz i sar. (2013) ukazuju da mnoge biljne vrste odgovaraju na susu na taj
nacin $to povecavaju udeo asimilata koji usmeravaju na rast nadzemnog dela ¢ime
povecavaju odnos sveZe mase nadzemnog dela i korena. Samarah i sar. (2007) su
takode dobili sli¢no povecanje odnosa sveZe mase nadzemnog dela i korena se kod
soje izloZene dejstvu suSe. Rezultati Poorter i Nagel (2000) su medutim pokazali
suprotan efekat (smanjen odnos izdanak/koren) kao adaptivnu reakciju na susu,

nedostatke hranljivih elemenata i visoku temperaturu zemljista.

[straZivanja odnosa suve mase nadzemnog dela i korena u ovoj disertaciji su
ukazala da je stres suSe razliCito uticao na transport asimilata izmedu korena i
nadzemnog dela kod ispitivanih genotipova (slika 38). Opadanje ovog odnosa kod
sorti Junior i Mraz ukazuje da je suSa uticala na transport ka korenu, a Sto je
verovatno povecalo osetljivost nadzemnih delova ovih sorti prema susi, posebno
Mraza. Sa druge strane, suprotan efekat (povecan odnos nadzemni deo/koren) je
utvrden kod sorte Javor Sto ukazuje da je transport asimilata bio prvenstveno
orijentisan ka nadzemnim delovima biljaka. To moZe i da objasni najveci indeks
osetljivosti korena na susu koji je utvrden kod ove sorte. Za razliku od drugih sorti
kod sorte Dukat nije utvrdena znacajna promena odnosa suve mase nadzemnog
dela i korena, a ovako ujednacen transport asimilata je uticao i na to da je kod ove
sorte najve¢i indeks otpornosti utvrden i za nadzemni deo i za koren. Sli¢ne
rezultate smanjenja suve mase i nadzemnog dela i korena biljke graska dobili su i

Duzdemir i sar. (2009).

Poredenje odnosa suve mase nadzemnog dela i korena u susi sa osmotskim
stresom od -0,2MPa (posle 15 dana) pokazuje da kod svih sorti u uslovima

osmotskog stresa ovaj odnos opada i to mnogo viSe nego u susi (slika 24b i 38). Ti
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rezultati ukazuju na znacaj transporta asimilata ka korenu kao adaptivne reakcije

reakcije na stres u ranim fazama razvoja biljaka.

Rezultati indeksa tolerantnosti nadzemnog dela (slika 39) i korena (slika
40) na suSu pokazuju najmanju promenu oba parametra kod sorte Dukat, dok je
kod sorte Mraz najviSe izraZen pad tolerantnosti nadzemnog dela, a kod sorte Javor
korena. Poredenje ovih rezultata sa vrednostima dobijenim u rastvoru PEG sa
vrednostima osmotskog potencijala (-0,2MPa) i posle 15 dana (slika 24 i 25), a koje
bi odgovaralo ispitivanom stepenu suse, ukazuju da je najveci indeks tolerantnosti
nadzemnog dela i korena, slicno kao i u susi, utvrden za sortu Dukat, a najniZi za
nadzemni deo kod sorte Javor. Razlike se ispoljavaju u najvecoj osetljivosti korena

(najniZi indekst tolerantnosti) koja je utvrdena za sortu Mraz.

Na osnovu dobijenih indeksa tolerantnosti u oba ispitivana
eksperimentalna sistema (osmotskog stresa i stresa suse) ispitivane sorte graska
se mogu podeliti u tri grupe prema otpornosti na susu: tolerantne (Dukat, Mraz,

Pionir), srednje tolerantne (Partner, Trezor, Junior) i osetljive (Javor).

6.2.2. Susa i reakcije stominih ¢celija

[straZivanja efekata suSe su kod ispitivanih genotipova obuhvatila i merenja
provodljivosti stominih Celija (slika 41 i 43). To je od posebnog znacaja jer je
regulisanje provodljivosti stominih celija (gs) osnovni mehanizam kontrole
razmene gasova (H20 i COz), odrzanja turgora i temperature listova kod biljaka
(Pospisilova, 2003). Reakcije stominih celija su od posebnog znacaja za biljke
izloZene suSi i drugim stresnim faktorima jer one na signale stresa u kratem
vremenskom intervalu reaguju tako Sto delimi¢no smanjuju svoju provodljivost
(transpiraciju) i to tako da se pri tome odrZi usvajanje CO; za fotosintezu, a u
slucaju dugotrajne suse svojim daljim zatvaranjem sprecavaju jaku dehidrataciju
tkiva i tako pomazu prezivljavanju. Te reakcije stominih ¢elija se stoga definiSu kao

"primarna i sekundarna linija odbrane od suse" (Kang i Zhang, 2004).
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Provodljivost stoma u ovom eksperimentu je merena za svaku sortu u
kontroli pri optimalnom vodnom kapacitetu u zemljiStu, kao i pri dva razlicita
tretmana suSe: umerena - 18% vode u supstratu i jaka susa - 9% vode u supstratu.
Uocava se da postoji razlika izmedu tretmana i da su sve sorte imale znacajno niZu
provodljivost stoma pri jakoj susi, ali i da su se sorte razlikovale u otvorenosti
stominih ¢elija i u optimalnim uslovima. Sorta Pionir je imala najmanju
provodljivost stoma u susi od 18% vode u supstratu, dok je sorta Trezor imala
najvecu provodljivost. Pri jakoj suSi se izdvojila se sorta Dukat sa najve¢im

vrednostima za provodljivost stoma, dok je najmanje vrednosti imala sorta Junior.

Da bi se efekti tretmana mogli pravilno tumaciti, uradena je regresiona
analiza, koja je pokazala da su reakcije zatvaranja stoma, u uslovima suSe, pratile
opadanje sadrzaja vode u zemljiStu. Najvece razlike u reakcijama stoma ispitivanih
genotipova ispoljile su se u uslovima umerene suse, dok su u uslovima jake suse
sve sorte reagovale sli¢no - brzim zatvaranjem stoma. Sorta Dukat je u tretmanu
umerene suSe ispoljila najvecu osetljivost stominih C¢elija, jer se njihova
provodljivost smanjila za 66,98% u odnosu na provodljivost u optimalnim
uslovima. Sli¢ne su i reakcije sorte Pionir (smanjenje provodljivosti za 63,30%).
Stome sorte Junior su u istom tretmanu pokazale manju osetljivost na susu
(52,98% u odnosu na kontrolu) i imale su izrazito veéu provodljivost od
provodljivosti stoma ostalih sorti. Medutim, sa daljim opadanjem vode u supstratu
i jatim stresom, stome sorte Junior su se najbrZze zatvorile i stoga je izmerena
najmanja provodljivost (11,20% u odnosu na kontrolu). U poredenju sa reakcijama
stominih celija drugih sorti kod sorte Partner je utvrden najsporiji pad
provodljivosti i najmanja osetljivost stoma na smanjenje sadrZaja vode u zemljistu.
Sli¢ne rezultate promene u provodljivosti stoma su utvrdili i Maksimovic¢ i sar.
(2010), merenjem provodljivosti stoma na listovima biljaka graska pod uticajem
zaslanjenosti, kao i Sassi i sar. (2010), koji su ispitivali uticaj osmotskog stresa na

biljke pasulja.
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6.2.3. Susa i koncentracija abscisinske Kiseline

Niz literaturnih podataka pokazuje da je inhibicija rasta nadzemnog dela
biljke pod uticajem veceg broja stresnih faktora povezana sa akumulacijom ABA u
listovima (Zhang i Davis, 1989; Kefu i sar. 1991; Zdunek i Lips 2001; Achard i sar.,
2006; Prokic¢ i Stiki¢, 2011). Merenje koncentracije ABA u listovima ispitivanih
genotipova izloZenih susi u ovoj disertaciji su to takode potvrdila (tabela 12). Kod
svih ispitivanih sorti je uoceno statisticki znacajno povecanje sadrZaja ABA u
listovima u odnosu na kontrolu u oba tretmana (slika 42, tabela 12). Najmanje
povecanje ABA u odnosu na kontrolu pri oba tretmana bilo je kod sorte Javor (96%
-T11147% - T2), a najvece kod sorte Dukat (637% - T1 i 917% - T2). Ukoliko se
porede tretmani suSe, najmanje povecanje ABA pri jakoj, u odnosu na umerenu
susu, bilo je kod sorte Mraz, a najvece kod sorte Pionir. Sorta Dukat je pokazala
najvecu, a sorta Javor najmanju akumulaciju hormona stresa ABA u oba tretmana u

odnosu na druge sorte.

Ve je prethodno istaknuto da povecanje koncentracije ABA u ksilemu ima
za posledicu smanjenje provodljivosti stominih ¢elija, odnosno njihovo zatvaranje.
Po konceptu tzv. "hemijskih signala suSe" povecana akumulacija i transport
ksilemske ABA dovodi do zatvaranja stoma. Sa druge strane, zatvaranje stoma
moZe biti i rezultat tzv. "hidrauli¢nih signala suse" kada opadanje turgora (vodnog
rezima) u stominim celijama dovodi do zatvaranja stoma, ali merenja pokazatelja
vodnog rezima (potencijala vode ili njegovih komponenti) nisu vrSena u ovom
eksperimentu. IstraZivanja, zbog problema u izolaciji potrebne koli¢ine ksilemskog
soka, nisu obuhvatila merenja ksilemske ABA cija koncentracija moZe direktno da
korelira sa reakcijama stominih ¢elija. Stoga, korelacija izmedu reakcija stoma i
ABA u listovima (slika 43) ukazuje na indirektnu vezu izmedu akumulacije ovog
hormona i stepena otvorenosti stominih Celija, odnosno na uceS¢e "hemijskih
signala" u reakcijama stoma. Medutim, koliCina ABA akumulirane u listovima ne
mora biti od presudnog znacaja za determinaciju otvorenosti stoma (Stoll 7 sar.,
2000), vec¢ je za funkcionisanje stoma mnogo znacajnija koncentracija ABA u

ksilemu (Jia i Zhang, 1999).
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Korelativni odnosi izmedu koncentracije ABA u listovima biljaka i
provodljivosti stominih Celija (slika 43) su pokazali da je kod sorte Dukat utvrdena
i najveca akumulacija ABA u susi (od 88,00 do 895,00 ng/g sveZe mase) i najveca
osetljivost stominih (¢elija (redukcija provodljivosti od 194,00 do 37,96
mmol/sec?), tako da je na osnovu toga i reakcije rasta biljaka zakljueno da su
reakcije ove sorte na suSu rezultat obrazovanja "hemijskih signala" suSe. Na
osnovu manje osetljivosti stominih c¢elija sorte Javor (od 166,57 do 30,66
mmol/sec?) i manje akumulacije ABA u susi (od 146,00 do 361,00 ng/g sveze
mase), kao i promena u rastu, zakljueno je da su reakcije ove sorte na susu
rezultat "hidrauli¢nih signala" suSe. Zaklju¢eno je i da je dinamicki odgovor
stominih celija sorte Dukat, na suSom izazvanu akumulaciju ABA, znacajna
adaptivna reakcija koja ovoj sorti omogucava da u uslovima jake suSe odrzi
delimi¢nu otvorenost stoma i nastavak procesa asimilacije, a Sto je rezultiralo i

najvec¢im indeksom tolerantnosti na suSu i nadzemnog dela i korena.

Poredenje rezultata akumulacije ABA u ponicima i listovima je pokazalo
znacajne razlike izmedu efekata osmotskog stresa i suse jer je kod vecine sorti, za
razliku od ogleda suSe, koncentracija ABA smanjena pod dejstvom osmotskog
stresa. Jedino je kod sorte Javor doslo do povecanja koncentracije ABA posle 15
dana tretmana od -0,2MPa. Razli¢ite rezultate za ispitivane eksperimentalne
sisteme je teSko objasniti zbog toga Sto nisu obavljena merenja koncentracije ABA
u korenu ponika ili ksilemske ABA koji bi mogla da ukazu da li je efekat smanjenja
rezultat smanjene biosinteze ABA u korenu ili njenog transporta. Takode, treba
uzeti u obzir i da je biosinteza ABA povezana sa biosintezom karotenoida, tako da,
kao Sto je ve¢ navedeno, smanjena koncentracija ABA u nadzemnim delovima
ponika moze biti rezultat toga da se metabolicki put u uslovima susSe orijentiSe u
pravcu sinteze karotenoida koji su ponicima neophodni i za procese metabolizma i
kao antioksidativni agensi (Cutler i Krochko, 1999; Cazzonelli 2011; Ruiz-Sola i
sar., 2014; Van Norman i sar., 2014; McAdam i sar., 2015).

160



DISKUSIJA

6.2.4. Susa i aktivnost antioksidativnih enzima

U ogledu suSe, kao i u ogledu osmotkog stresa, je ispitivana aktivnost 3
kljucna antioksidativna enzima i to: superoksid dismutaze, askorbat peroksidaze i
glutation reduktaze. U ogledu stresa susSe biljke su se nalazile u nesto kasnijem
stadijumu razvoja u odnosu na biljke u ogledu osmotskog stresa. Zalivane su
optimalno do pojave trefeg para listova, a zatim podvrgnute uticaju suSe
prestankom zalivanja do 9% vlaZnosti u supstratu. Kod veceg broja sorti je doSlo
do povecanja aktivnosti SOD (tabela 13). Najvece povecanje aktivnosti u odnosu na
kontrolu uoceno je kod sorti Junior i Pionir (114,49% i 114,87%). Kod sorte Dukat
je nastavljen trend opadanja aktivnosti SOD, dok je kod sorte Trezor, za razliku od
ogleda osmotskog stresa, pod uticajem suSe dosSlo do opadanja aktivnosti i kod nje
se javlja najveCe smanjenje (72,97% u odnosu na kontrolne vrednosti). Zanimljiva
je Cinjenica da je kod sorte Javor, kod koje je u ogledu osmotskog stresa doslo do
konstantnog opadanja aktivnosti SOD i u nadzemnom delu i u korenu ponika, pod
uticajem susSe, u kasnijim stadijumima razvoja biljke, doSlo do porasta aktivnosti
(102,04% u listovima u ogledu suse). Kod sorte Junior je uoceno sli¢no, odnosno
nakon najveceg opadanja aktivnosti u nadzemnom delu ponika 10. dana (58,72% u
odnosu na vrednosti u kontroli) u poredenju sa ostalim sortama, nakon 15 dana
delovanja osmotskog stresa aktivnost se neznatno povecala, iako je i dalje
smanjena u odnosu na kontrolu (87,32%), a u ogledu suse se povecala na 114,49%
u odnosu na kontrolu. Kod sorte Trezor je bila potpuno obrnuta situacija (162,41%
10. dana, 138,57% 15. dana, 72,97% ogled suse). Ostale ispitivane sorte su nakon
opadanja aktivnosti SOD 15. u odnosu na 10. dan delovanja osmotskog stresa,
pokazale porast aktivnosti enzima u kasnijim stadijumima razvoja i pod uticajem

suse.

Nekoliko istrazivanja je potvrdila vrlo visoku antioksidativnu efikasnost
SOD pod uticajem vodnog deficita kod graska (Karatas i sar., 2010; Osman, 2015) i
drugih biljnih vrsta (Bakalova i sar., 2004; Csiszar i sar., 2005; Pan i sar., 2006;
Gunes i sar., 2008; Xiao i sar., 2008: Abedi i sar., 2010; Pratap i Sharma., 2010;

Kumar i sar., 2011). O znacajnoj ulozi SOD u tolerantnosti biljaka na oksidativni
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stres izazvan vecim kolicinama soli govore brojna istrazivanja koja su pokazala
povecanu aktivnost ovog enzima u genotipovima tolerantnim na zaslanjenost
(Ahmad i sar., 2008: Noreen i Ashraf, 2009; Jovanovic¢ i sar., 2011b; Shahid i sar.,
2012). Kod nekih biljaka rezistencija na herbicide, koji izazivaju oksidativni stres,
objasnjena je povecanjem aktivnosti SOD (Shaaltiel i Gressel, 1986). Joni teskih
metala, kao Sto je na primer Pb2+, koji izazivaju i oksidativni stres, takode dovode
do povecéanja aktivnosti SOD u pojedinim organima kontaminiranih biljaka

(Malecka i sar., 2001; Verma i Dubey, 2003; Malecka i sar., 2009).

Medutim, utvrdeno je i smanjenje aktivnosti SOD u uslovima vodnog
deficita kod razli¢itih biljnih vrsta (Badiani i sar., 1990; Liu i sar., 2014; Li i sar.,
2015). Smanjena aktivnost SOD ukazuje da je aktivnost "hvataCa slobodnih
radikala" ovog enzima ugroZena ili moZe biti adaptacija biljaka na stres (Shahbazi i
sar., 2011). Smanjenje aktivnosti SOD moze biti posledica oSte¢enja enzima pod
uticajem stresa i ona moZe dovesti do akumulacije superoksidnih radikala
(Jovanovic i sar., 2011b). Na delovanje SOD utic¢u priroda i intenzitet oksidativnog
stresa. Ukoliko je osmotski stres veoma jak SOD nece biti u mogucénosti da
povecanom aktivnosti deluje na njegovo smanjenje, ve¢ Ce biti oStecen kao
posledica delovanja stresa. Konstantan osmotski stres srednje jacine izaziva
pocetno povecanje aktivnosti SOD posle koga sledi smanjenje aktivnosti, a ukoliko
je stres slab verovatno nece biti uo¢eno znacajno povecanje aktivnosti SOD, jer ¢e
njegovu ulogu preuzeti glutation ili neki drugi neenzimski antioksidanti
(Hasanuzzaman i sar., 2013). Upravo iz razloga $to brojna dosadasnja istrazivanja
nisu pokazala iste efekte ovog enzima tokom stresa, Zhang i sar. (2004) su ukazali
na potrebu istrazivanja pojedinih izoformi SOD u svrhu dobijanja novih saznanja.
Alscher i sar. (2002) naglasavaju da postoje razlike u delovanju izoformi SOD koje
se mogu povezati sa njihovim lokacijama unutar celije i mestima delovanja
razliCitih oblika oksidativnog stresa. Tako, na primer, stresori koji ne uti¢u na
aktivnost MnSOD verovatno deluju na hloroplaste. Moran i sar. su (1994) utvrdili
da je pod uticajem suSe kod graska doSlo do promene odnosa pojedinih izoformi

SOD (50% Cu/ZnSOD prema 30% MnSOD), Sto ukazuje na pojacanu produkciju Oz*
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u hloroplastima, verovatno kao posledicu smanjenog usvajanja CO; i povecanog

prenosa elektrona sa fotosistema na O; pod uticajem stresa.

U ogledu stresa susSe kod sorti Junior i Dukat, u odnosu na 15. dan delovanja
osmotskog stresa, je doSlo do povecanja aktivnosti APx i sorta Junior se izdvojila
od ostalih sorti sa znatno viSom vrednosti aktivnosti APx (47,20 nmol/min/mg
prot), dok je kod sorte Pionir bilo obrnuto i doslo je do opadanja aktivnosti (tabela
14). Kod sorti Mraz, Javor i Partner se nastavlja opadanje aktivnosti APx, dok je kod
sorte Trezor nastavljen trend porasta aktivnosti enzima. Najvece procentualno
smanjenje aktivnosti u odnosu na kontrolu bilo je kod sorti Javor (16,76%) i
Partner (17,78%), a najvece povecanje kod sorte Trezor (144,70%). Sorte Junior i
Dukat su pokazale slicnu promenu aktivnosti enzima (povecanje od 132,03% i
131,05%) u odnosu na kontrolu. Kao i u slucaju SOD, uocljivo je da je jedino kod
sorte Javor doSlo do opadanja aktivnosti APx i u nadzemnom delu i u korenu
ponika u oba vremenska perioda merenja delovanja osmotskog stresa, kao i ogledu

suse, dok je kod sorte Trezor doslo do konstantnog povecanja aktivnosti APx.

Pod uticajem suSe kod svih sorti je doSlo do opadanja aktivnosti GR u
odnosu na kontrolu. Jedini izuzetak je sorta Junior kod koje je doslo do znacajnog
povecanja aktivnosti (185,87%), Sto ukazuje na povecanu sposobnost ove sorte da
se izbori sa delovanjem stresa u kasnijim fazama razvoja, za razliku od pocetnih
faza razvoja ponika pod uticajem osmotskog stresa. Najvece smanjenje od 64,55%
zabeleZeno je kod sorte Partner. Sorte Dukat i Pionir su pokazale slicno smanjenje
aktivnosti GR (91,46% i 90,60%), a takode i sorte Mraz i Javor (61,84% i 60,34%)
(slika 46). Uocljivo je da je sorta Javor, kao i u slu¢aju APx, pokazala konstantno
smanjenje aktivnosti enzima GR za sve vreme trajanja eksperimenta delovanja
osmotskog stresa i delovanja suSe. Kod sorte Trezor se uocava da je, iako je imala
visoku aktivnost GR u ogledu osmotskog stresa, u kasnijim fazama razvoja, u
ogledu suSe doSlo do znacajnog opadanja aktivnosti na 77,57% od kontrolnih
vrednosti. Uocljivo je da je sorta Javor, kao i u slucaju APx, pokazala konstantno
smanjenje aktivnosti enzima GR za sve vreme trajanja eksperimenta delovanja

osmotskog stresa i delovanja suSe. Kod sorte Trezor se uocava da je, iako je imala
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visoku aktivnost GR u ogledu osmotskog stresa, u kasnijim fazama razvoja, u
ogledu suSe doSlo do znacajnog opadanja aktivnosti na 77,57% od kontrolnih

vrednosti.

Prema Jovanovic i sar. (2006) ponici i listovi biljaka u kasnijim stadijumima
vegetativnog razvoja imaju razli¢ite mehanizme antioksidativne zastite. Mittler i
Zilinskas (1994) isticu da je i malo povecanje aktivnosti APx, kao odgovor na stres
suse, dovoljno za uklanjanje povecane koli¢ine H20; koja nastaje pri delovanju
ovog stresa. Pojacana aktivnost peroksidaza pod uticajem osmotskog stresa
izazvanog rastvorom PEG 6000 utvrdena je kod tolerantnih genotipova mungo
pasulja (Pratap i Sharma, 2010), kajana (Kumar i sar., 2011), deteline (Wang i sar.,
2011), uljane repice (Mirzaee i sar., 2013), pSenice (Naderi i sar., 2014). Osman
(2015) istiCe da je suSa uticala na povecanje aktivnosti SOD u listovima graska u
kasnijim stadijumima vegetativnhog razvoja i pri cvetanju, a posledicno i na
povecanje aktivnosti drugih antioksidativnih enzima kao Sto su APx i GR. Sli¢no
povecanje aktivnosti APx su dobili i Karatas i sar. (2012). Brojna su istrazivanja
uloge APx u tolerantnosti biljaka graska na oksidativni stres izazvan veéim
kolicinama soli (Hernandez i sar., 2000; Gomez i sar., 2004; Ahmad i sar., 2008;
Noreen i Ashraf, 2009; Shahid i sar., 2012). Sva ova istraZzivanja ukazuju na
viSestruko povecanje aktivnosti APx kod tolerantnih sorti graska, a smanjenje kod
osetljivih na osmotski stres. Utvrdeno je da se aktivnost peroksidaza povecava
istovremeno sa povecanjem aktivnosti drugih antioksidativnih enzima kao Sto su
SOD, CAT i GR, kao odgovor na razliCite negativne c¢ionioce spoljasnje sredine, pri
¢emu je aktivnost komponenata sistema koji neutraliSu ROS medusobno povezana
i zavisna (Shigeoka i sar., 2002). Pretpostavlja se da izmedu ovih enzima postoji
sinergijska veza u cilju zajednickog odupiranja oksidativnim oStecenjima

izazvanim dejstvom oksidativnog stresa (Hemavathi Chandrama i sar., 2010).

Ayaj i sar. (2002) su istakli da je sinergi¢no delovanje sistema za otklanjanje
viSka H203, kao Sto su APx, GR i CAT, vaZnije u otpornosti biljaka na osmotski stres
izazvan suSom nego delovanje samo SOD. Relativna tolerantnost genotipa na stres

suSe izraZena kroz nisku lipidnu peroksidaciju, i ve¢i indeks stabilnosti membrane,
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veci sadrZaj hlorofila i karotenoida je usko povezana sa antioksidativnim sistemom
(SOD, APx, GR, CAT). U slucaju smanjenja aktivnosti neke komponente
antioksidativnog sistema, ostale komponente preuzimaju ulogu u sistemu
antioksidativne zaStite tako da se antioksidativni sistem ponasa kao neraskidiva
celina cije su pojedine komponente povezane u svojoj aktivnosti. Takode,
najverovatnije ¢e do¢i do povecanja koli¢ine glutationa koji je izuzetno vazan

neenzimski antioksidant (Foyer i Noctor, 2005).

Poredenje rezultata u oba eksperimentalna sistema pokazuje da se
ispitivane sorte razlikuju po tome koji su antioksidativni enzimi ukljuCeni u
eliminaciju ROS. Uzimaju¢i u obzir sva tri ispitivana antioksidativna enzima, sorta
Javor jedina pokazuje smanjenu aktivnost svih enzima i u nadzemnom delu i u
korenu ponika tokom celog ogleda osmotskog stresa i ogleda suSe. Jedini izuzetak

je povecana aktivnost SOD u listovima biljaka pod uticajem susSe.

Za razliku od Javora, sorta Trezor pokazuje konstantno povecanu aktivnost
svih enzima, osim SOD i GR u listovima pod uticajem suSe. Medutim, kod ove sorte
u uslovima suSe znacajnu ulogu u uklanjanju ROS od SOD i GR preuzima enzim APx.
Rezultat toga je i relativno stabilni indeks tolerancije i nadzemnog dela i korena

kod ove sorte.

Kod sorte Junior se javlja smanjenje aktivnosti svih enzima u ogledu
osmotskog stresa Sto se verovatno odrazilo i na povecanu osetljivost ispitivanih
organa kod ove sorte. Medutim, pod uticajem suSe u listovima biljaka dolazi do
povecanja aktivnosti sva tri antioksidativha enzima. Ostale sorte uglavnom
pokazuju smanjenje aktivnosti enzima nakon pocetnog povecanja u ogledu

osmotskog stresa, kao i u kasnijim stadijumima razvoja u ogledu uticaja suse.

Dobijeni rezultati pokazuju da se veca efikasnost antioksidativnog sistema
pojedinih genotipova mozZe smatrati jednim od faktora odgovornim za njihovu

tolerantnost na osmotski stres i stres suse.
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[spitivanja Jiang i Zhanga (2001) su pokazala i da ABA stimulise
antioksidativni odbrambeni sistem kod biljaka, dok su rezultati Agarwal i sar.
(2005) pokazali da egzogena aplikacija ABA kod ponika pSenice dovodi do
povecanja aktivnosti SOD, APx, katalaze i NADPH oksidaze. Poredenje akumulacije
ABA i aktivnosti SOD, APx i GR u ovoj disertaciji pokazuje da je kod sorte Javor bila
najmanja i akumulacija ABA i antioksidativnih enzima. Veéi stepen akumulacije
ROS (odnosno jaci oksidativni stres) kod ove sorte moZe i da objasni vecu
osetljivost na suSu i osmotski stres ispitivanih organa. Nasuprot tome, najveca
akumulacija ABA kod sorte Dukat i znacajna kod sorte Trezor je u oba
eksperimentalna sistema indukovala veoma znacajno povecanje aktivnosti svih
antioksidativnih enzima, Sto je doprinelo znacajnom stepenu tolerantnosti

ispitivanih organa kod ovih sorti.

Kod drugih sorti otpornih na susu i osmotski stres, kao Sto su Mraz, Partner
i Junior, proces adaptacije verovatno ide ABA-nezavisnim mehanizmom, koji
ukljucuje druge mehanizme otpornosti kao Sto su osmoregulacija, sinteza proteina
otpornih na suSu, aktivaciju antioksidativnih enzima i dr. (Chaves i sar., 2003).
Takode, se u ovim razmatranjima mora uzeti u obzir i interakcija ABA sa drugim
hormonima (etilenom, citokininima) i hemijskim komponentama ksilema u toku

njenog transporta od korena do nadzemnih delova biljaka (Davies i sar., 2005).

Medutim, treba naglasiti da je veoma teSko porediti rezultate dobijene u
klima komori, u uslovima koji su slicni onima koji vladaju u prirodi (gde je
dehidratacija izazvana promenom vodnog potencijala zemljista), sa onima
dobijenim dejstvom neke osmotski aktivne supstance (PEG, manitol), s obzirom na
to da se u takvim eksperimentima razlikuje vodni deficit, u smislu brzine
postizanja odredenog vodnog potencijala, kao i od stepena oStecenja koje takav

stres uzrokuje (Wangi sar., 2011).
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6.2.5. Uticaj suSe na ekspresiju gena

S obzirom na to da su se u ogledu stresa suSe biljke nalazile u nesto
kasnijem stadijumu razvoja u odnosu na biljke u ogledu osmotskog stresa, njihov
sistem antioksidativne zastite se razikuje od sistema kod ponika u ogledu
osmotskog stresa. Rezultati analize ekspresije gena, koji kodiraju antioksidativne
enzime, su prikazani za genotipove sto¢nog graska, kod kojih su uocene najvece
promene u aktivnosti antioksidativnih enzima pod uticajem jake suSe od samo 9%
vlaZnosti supstrata. Uocava se da je kod sorte Junior povecana ekspresija sva tri
ispitivana gena u listovima pod uticajem suse, a samim tim je i povecana aktivnost
ovih enzima, Sto joj omogucava da se izbori sa delovanjem u kasnijim fazama
razvoja. Nasuprot tome, kod ponika ove sorte se javlja smanjenje aktivnosti svih
enzima u ogledu osmotskog stresa S$to se verovatno odrazilo i na povecanu
osetljivost ispitivanih organa kod ove sorte na osmotski stres. Kod sorte Trezor se
u uslovima susSe pojacava ekspresija gena za APx, kao i njena aktivnost, a smanjuje
se ekspresija gena za Cu/ZnSOD, pa se moZe pretpostaviti da kod ove sorte
znacajnu ulogu u antioksidativnoj zastiti igra APx. Efikasan sistem uklanjanja ROS
kod ove sorte dovodi i do relativno stabilnog indeksa tolerantnosti ispitivanih
organa kod ove sorte. Kod sorte Javor se nastavlja opadanje aktivnosti APxi GRiu
kasnijim stadijumima razvoja i pod uticajem susSe. Slabija antioksidativna zaStita
kod sorte Javor i u kasnijim stadijumima razvoja verovatno je dovela do toga da je
kod ove sorte izmerena i najmanja vrednost sveZe mase nadzemnog dela ponika

(1,89 g) (slika 34).

[spitivanja ekspresije gena za SOD pod uticajem suse kod biljaka kukuruza
su pokazala povecanje ekspresije Cu/ZnSOD kod tolerantnih biljaka (Shiriga i sar.,
2014). Pojacana ekspresija cAPX poreklom od graska u transgenim biljkama
paradajza omogucava biljkama da se izbore sa niskim temperaturama i sonim
stresom (Wang i sar., 2005). Rezultati kod transgenih biljaka duvana i Arabidopsis-
a pokazali su da povecana pojedinacna ekspresija citosolne Cu/ZnSOD ili APx u

citosoluy, ili njihova kombinacija, ublazava negativne efekte stresa suSe (Yabuta i
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sar., 2002; Faize i sar., 2011). Povecanje koli¢ine transkripta GR pod uticajem suSe

potvrdeno je kod tolerantnih sorti Vigna unguiculata (Contour-Ansel i sar., 2006).

Analiza ekspresije PsAO1, PsAO2 i PsAO3 je vrSena kod odabranih
genotipova sto¢nog graska, kod kojih je doSlo do najvece, odnosno najmanje
akumulacije ABA u listovima biljaka graska izloZenih tretmanu jake suSe u odnosu
na kontrolu (slika 40). MoZe se pretpostaviti da u sintezi ABA u listovima biljaka,
koje su se nalazile u starijoj vegetativnoj fazi razvoja, pod uticajem suse, vecu ulogu
imaju geni PsAO2 i PsAO3 u odnosu na PsAO1, za razliku od uticaja osmotskog
stresa kod ponika kod kojih gen PsA02 ima manji znacaj u sintezi ABA u odnosu na
druge gene. To je posebno izrazeno kod sorte Dukat gde je, pod uticajem jake suse,
izmerena povecana koncentracija ABA u listovima biljaka u odnosu na kontrolu (sa
88,00 ng/g je povecana na 895,00 ng/g, odnosno 1017%; tabela 13). Akumulacija
ABA kod ove sorte doprinosi i brZem zatvaranju stoma, ¢ime se smanjuje
transpiracija, kao i aktivaciji antioksidativnih mehanizama. Kod sorte Javor je,
takode, izmereno povecanje koncentracije ABA, ali neSto manje nego kod sorte
Dukat (sa 146,00 ng/g povecana na 361,00 ng/g, odnosno 147%; tabela 13), pa
kod ove sorte dolazi i do sporijeg zatvaranja stoma, a i aktivacija antioksidativnih

mehanizama je smanjena.

Rezultati ove disertacije su u skladu sa rezultatima Zdunek-Zastocka (2010)
i Zdunek-Zastocka i Sobczak (2013), koji su pokazali de je najvazniji gen, cija

ekspresija se povecava kod biljaka graska izloZenih delovanju suse, PsA03.

Kod svih ispitivanih parametara su uocene razlike u zavisnosti od samog
dizajna eksperimenta, nacina izlaganja susi, kao i trajanja susnog perioda. Zbog
toga je vazno nastaviti fizioloska, biohemijska i molekularna istrazivanja s ciljem
upoznavanja navedenih mehanizama koji omogucavaju biljci preZivljavanje u

susSnim periodima.
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7. ZAKLJUCCI

1. Dobijeni rezultati su pokazali da je osmotski stres, izazvan razli¢itim
koncentracijama rastvora osmotikuma PEG 6000, znacajno uticao na ispitivane
biljke u obe rane vegetativne faze njihovog razvoja (fazi klijanja i fazi ponika), ali i
da je taj efekat zavisio i od stepena stresa, njegovog trajanja i ispitivanih sorti

sto¢nog graska.

2. Ispitivanja u fazi klijanja su kod svih sorti pokazala da se sa povecanjem
nivoa osmotskog stresa znacajno smanjuje procenat Kklijavosti i produzava se
vreme srednjeg i ukupnog Kklijanja. Ove promene se javljaju ve¢ pri najniZem
stepenu stresa (-0,1MPa), ali se u tim kao i u ostalim osmotskim uslovima (-0,2MPa
i -0,3MPa), ispoljavaju znacajne razlike izmedju ispitivanih sorti. Na osnovu ovih
rezultata zakljuCeno je da su sorte Javor i Junior znatno osetljivije od ostalih sorti
na osmotski stres (smanjena klijavost za prose¢no 21,52% i produzZeno vreme
srednjeg klijanja za prosecno 1,06 dana u odnosu na kontrolu), dok su u grupi
tolerantnih sorti Mraz i Dukat (smanjenje Kklijavosti za prosecno 3,32% i
produZeno vreme srednjeg klijanja za prosecno 0,83 dana u odnosu na kontrolu), a
umereno tolerantne sorte Trezor, Partner i Pionir (smanjena klijavost za prosec¢no

7,09% i produZeno vreme srednjeg klijanja za prosec¢no 0,2 dana).

3. Rezultati ispitivanja uticaja osmotskog stresa na biljke u fazi ponika su
pokazali da su osmotski stres i duzina njegovog trajanja znacajno uticali na rast
vegetativnih organa ponika (nadzemni deo i koren) i akumulaciju biomase i da se
taj efekat viSe odrazio na rast nadzemnog dela (smanjenje brzine rasta u odnosu na
kontrolu prosec¢no kod svih sorti za 75,90%) u odnosu na rast korena (smanjenje
za 55,72%). To potvrduju i rezultati odnosa biomase nadzemnog dela i korena koji
su kod svih sorti (prosecne vrednosti ispod 1), izuzev sorte Pionir (vrednosti iznad
1), indirektno ukazali da u uslovima osmotskog stresa ispitivane sorte akumuliraju
suvu masu viSe u korenu nego u nadzemnom delu, a Sto moZe predstavljati

adaptivni mehanizam kojim sorte pokuSavaju da odrze i rast korena i usvajanje
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vode. Na osnovu poredenja trajanja efekata osmotskog stresa na ispitivane
parametre takode se moZe zakljuciti da je delovanje osmotskog stresa manje
izraZeno u duzem vremenskom intervalu (15 dana) nego u kra¢em (10 dana), a Sto
Sto ukazuje na to da je ispitivanim sortama potrebno duZe vremena da se

adaptiraju na uslove osmotskog stresa i tako smanje njegovo negativno dejstvo.

4. Kod svih ispitivanih sorti vrednosti indeksa tolerantnosti korena i 10. i
15. dana trajanja osmotskog stresa su bile vece (prosec¢ne vrednosti 0,54) u odnosu
na indeks tolerantnosti nadzemnog dela (prosetne vrednosti 0,32) Sto takode
ukazuje na to da stresni uslovi imaju veci uticaj na nadzemni deo biljke nego na
korenov sistem. Na osnovu rezultata merenja parametara rastenja i indeksa
tolerantnosti moZe se zakljuciti da u grupu tolerantnih sorti na osmotski stres
spadaju sorte Mraz i Dukat, u grupu srednje tolerantnih Trezor, Pionir i Partner,

dok su Junior i Javor osetljive sorte.

5. Na osnovu ispitivanja biohemijskih osnova reakcija ispitivanih sorti na
osmotski stres (akumulacije stres hormona ABA i aktivnosti antioksidativnih
enzima) se moze zakljuciti da osmotski stres, kao primarni stresni faktor, i
oksidativni stres, kao sekundarni stresni faktor, izazivaju razliCite biohemijske
reakcije kod ispitivanih sorti. Kod jedne grupe sorti (Javor, Partner i Junior) je
doslo do znacajnog povecanja sadrzaja ABA (prosec¢no za 41,22 ng/g sveZe mase),
a Sto indirektno ukazuje da je ABA uticala na redukciju rasta. Nasuprot tome
smanjenje koncentracije ABA kod sorti Mraz, Dukat, Pionir i Trezor (prosec¢no za
51,06 ng/g sveZze mase) ukazuju da je redukcija rasta nadzemnih delova i korena
ponika nastala kao rezultat procesa koji nisu pod direktnom kontrolom ABA. Stoga
bi u ovakva istraZzivanja trebalo ukljuciti i druge hormone i ispitati njihovu

interakciju sa ABA.

6. Dobijeni rezultati pokazuju da se, kao odgovor na oksidativni stres i
akumulaciju ROS, koji se javljaju u uslovima osmotskog stresa, kod ispitivanih sorti
povecava aktivnost antioksidativnih enzima (najviSe APx) i to u ranijim fazama

dejstva oksidativnog stresa (10. dana), kao i da se tu ukljucuju razliciti enzimi i da
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to moZe da ukaZe i na razliCiti stepen osetljivosti ispitivanih sorti. Tako se kod
tolerantne sorte Trezor mehanizam uklanjanja ROS bazira na konstantno
povecanoj aktivnosti sva 3 enzima (SOD u proseku za 158%, APx za 650%, GR za
381%). Nasuprot tome kod sorte Junior, sorte koja je osetljiva na osmotski stres,
aktivnost enzima je smanjena (SOD na 58 %, APx na 12%, GR na 46%), a sli¢no je i
u nadzemnim delovima sorte Javor (SOD na 78x %, APx na 71%, GR na 57 %), kod

koje je osetljivost na osmotski stres nadzemnog dela posebno jako izrazZena.

7. Rezultati ispitivanja efekta suSe na ukupnu biomasu su pokazali najveci
efekat redukcije kod sorte Javor (sa 0,28g na 0,07g), najmanji kod sorte Dukat (sa
0,89g na 0,63g), dok su ispitivanja odnosa suve mase nadzemnog dela/korena
pokazala da je suSa kod sorti Mraz i Junior viSe uticala na rast nadzemnog dela
nego korena, dok je kod sorte Javor bilo obrnuto (veci uticaj na koren). Na osnovu
ovih, kao i rezultata indeksa tolerantnosti nadzemnog dela i korena, u uslovima
suSe ispitivane sorte graska se mogu podeliti u tri grupe prema otpornosti na susu:
tolerantne (Dukat, Partner), srednje tolerantne (Trezor, Pionir, Junior) i osetljive

(Javor i Mraz).

8. Korelativni odnosi izmedu koncentracije ABA u listovima biljaka i
provodljivosti stominih ¢elija (slika 43) su pokazali da je kod sorte Dukat utvrdena
i najve¢a akumulacija ABA u susi (od 88,00 do 895,00 ng/g sveZe mase) i najveca
osetljivost stominih ¢elija (redukcija provodljivosti od 194,00 do 37,96
mmol/sec?), tako da je na osnovu toga i reakcije rasta biljaka zakljueno da su
reakcije ove sorte na suSu rezultat obrazovanja "hemijskih signala" suSe. Na
osnovu manje osetljivosti stominih celija sorte Javor (od 166,57 do 30,66
mmol/sec?) i manje akumulacije ABA u susi (od 146,00 do 361,00 ng/g sveze
mase), kao i promena u rastu, zakljuCeno je da su reakcije ove sorte na susu
rezultat "hidrauli¢nih signala" suSe. Zakljuceno je i da je dinamicki odgovor
stominih celija sorte Dukat, na suSom izazvanu akumulaciju ABA, znacajna
adaptivna reakcija koja ovoj sorti omogucava da u uslovima jake suSe odrzi
delimi¢nu otvorenost stoma i nastavak procesa asimilacije, a Sto je rezultiralo i

najvec¢im indeksom tolerantnosti na suSu i nadzemnog dela i korena.
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9. Dobijeni rezultati pokazuju da se, kao odgovor na oksidativni stres i
akumulaciju ROS koji se javljaju u uslovima suSe u listovima ispitivanih sorti,
aktivnost antioksidativnih enzima (najvise APx) pove¢ava u manjoj meri u odnosu
na uslove osmotskog stresa i to u ranijim fazama dejstva oksidativnog stresa (10
dana), kao i da se tu ukljucuju razli¢iti enzimi i da to moZe da ukaZe i na razliciti
stepen osetljivosti ispitivanih sorti. Tako se kod tolerantne sorte Trezor
mehanizam uklanjanja ROS bazira na konstantno povecanoj aktivnosti sva 3
enzima (SOD u proseku za 135%, APx za 155%, GR za 106%). Nasuprot tome kod
sorte koja je osetljiva na osmotski stres, Javor, aktivnost ovih enzima je smanjena

(SOD na 81%, APx na 39%, GR na 49%)).

10. Poredenjem ispitivanih sorti u oba eksperimentalna sistema
(osmotskom stresu i suSi) na osnovu vrednosti indeksa tolerantnosti ispitivanih
organa na stres, uocava se da je sorta Mraz pokazala najvecu tolerantnost u ogledu
osmotskog stresa, dok je u ogledu suSe bila najosetljivija, $Sto ukazuje da ova sorta
gubi tolerantnost u kasnijim stadijumima vegetativnog razvoja. Sorta Javor spada u
grupu osetljivih sorti u oba eksperimentalna suistema, dok sorte Dukat, Pionir i
Partner pokazuju tolerantnost na dehidrataciju (izazvanu ili osmotskim stresom ili

stresom suse) u razli¢itom stepenu u oba eksperimentalna sistema.

11. Ispitivane sorte se u svojim reakcijama na na dehidrataciju (izazvanu
osmotskim stresom ili suSom) oslanjaju i na razli¢ite biohemijske mehanizme.
Toleratne sorte kao sto su Dukat i Trezor, akumuliraju ABA koja u ranim fazama
razvoja i pod dejstvom osmotskog stresa, doprinosi aktivaciji antioksidativnih
enzima, dok u kasnijoj fazi razvoja biljaka i njihovoj izloZenosti efektu suse,
doprinosi i brZzem zatvaranju stoma (smanjuje se transpiracija), kao i aktivaciji
antioksidativnih mehanizama. Kod osetljive sorte Javor je aktivnost oksidacionih
enzima najviSe smanjena, dok je kapacitet za akumulaciju ABA takode najmanji u
poredenju sa drugim sortama. Kod drugih sorti tolerantnih na suSu i osmotski
stres, kao Sto su Partner i Junior, kao i Mraz (toleratna u ranijim fazama razvoja),
proces tolerancije i aktivacije antioksidativnih enzima verovatno ukljuc¢uje ABA -

nezavisne mehanizme.
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12. Rezultati analize ekspresije gena i transkripta koji kodiraju
antioksidativne enzime (Cu/ZnSOD, cAPx, GR) mogu da objasne promene u
aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD, APx, GR). Ovi rezultati takode ukazuju da
je reakcija ispitivanih sorti na ROS vrste, koje nastaju u osmotskom ili stresu suse,
rezultat povecane ekspresije ispitivanih gena kod tolerantnih sorti (Trezor, Pionir,
Mraz u ranim fazama osmotskog stresa), odnosno smanjene ekspresije kao Sto se

pokazalo za sortu Javor.

13. Dobijeni rezultati su kod ispitivanih sorti graska potvrdili ekspresiju 3
gena (PsAO1, PsAOZ2 i PsA03) koji su potrebni za sintezu enzima aldehidne oksidaze
(AO), koja kataliSe finalnu fazu biosinteze ABA iz ABA - aldehida. Tokom celog
trajanja osmotskog eksperimenta ekspresija gena PsAOZ nije pokazala znacajnije
razlike u odnosu na kontrolu, dok se ekspresija gena PsAO1 i PsAO3 povecavala kod
ponika sorte kod koje je doslo do akumulacije ABA (sorta Javor, povecanje za 106,3
ng/g), odnosno smanjivala kod sorte kod koje je doSlo do smanjene akumulacije
ABA (sorta Trezor, smanjenje za 83,3 ng/g). Na osnovu rezultata za listove biljaka
izloZenih suSi, moZe se pretpostaviti da vecu ulogu u sintezi ABA u starijoj
vegetativnoj fazi razvoja, imaju geni PsAOZ2 i PsAO3 u odnosu na PsAO1. Ova
promena je bila posebno izrazena kod sorte Dukat kod koje je utvrdeno i povecanje
koncentracije ABA za 807 ng/g. Na osnovu toga je zakljuCeno da od eksresije PsA01

i, posebno PsA03, zavisi sinteza AO u uslovima i osmotskog i stresa suse.

14. Na osnovu dobijenih rezultata se moze zakljuciti i da je Arabidopsis 18S
rRNK pogodna za koris¢enje kao referentni gen u eksperimentima gde se prati
ekspresija gena u uslovima osmotskog i stresa susSe, jer je karakteriSe stabilnost

ekspresije tokom ispitivanih uslova.

15. Dobijeni rezultati ukazuju da se na osnovu relativno jednostavnih
metoda kao $to su odredivanje procenta klijavosti i porasta ponika u rastvorima
osmotikuma PEG 6000, moze izvrSiti testiranje veceg broja genotipova graska na

dehidrataciju. Takode, analiza ekspresije gena za antioksidativne enzime (SOD, APx
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i GR) moZe biti korisna za ocenjivanje tolerantnosti genotipova stocnog graska na

osmotski stres i susu.
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PRILOG 1.

10. PRILOZI

Tabela 1. Klijavost i srednje vreme klijanja kod ponika pod osmotskim

stresom.

Sorta Tretman Klijavost (36) MGT (dani)

Kontrola 100+0,25 5,04+0,00
Mraz -0,1MPa PEG QgQlZ4q 25 5.61%*+0,85
-0,2MPa PEG Q740,48 5.52%*+0,08

Kontrola 09+0,41 2,52+0,00
Junior -0.1MPa PEG B4F*+0,63 5.86™+0,00
-0,2MPa PEG B3¥*+0,52 6,42%*+0,00

Kontrola 54x0,25 2,58+0,00
Javor -0,1MPa PEG a4 *+0,41 6,91%*+0,01
-0,2MPa PEG SE¥*+0,32 7.24™10,01

Kontrola Q70,63 2,150,00
Dulzat -0,1MPa PEG G582+0,61 5,56%*+0,02
-0,2MPa PEG Qp¥++1,22 7.02¥%10,04

Kontrola 96+0,25 3,21+0,01
Pionir -0,1MPa PEG g6 10,41 5.14%2+0,00
-0,2MPa PEG B4¥*+1,03 5.0710,01

Kontrola 060,63 2,09+0,01
Partner -0,1MPa PEG Q2¥*+0,25 5,25"10,01
-0.2MPa PEG B7F*+0,63 5.59%+0,01

Kontrola 09+0,25 3,11+0,00
Trezor  -0AMPaPEG  06™*:0,41  5,27%%:0,00
-0,2MPa PEG QEF*+0,25 5,1792+0,00

¥ _ p=0,001, nz-nema znatajnost
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Tabela 1. FizioloSki parametri kod ponika pod osmotskim stresom 10. dana

ogleda.
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Tabela 1. FizioloSki parametri kod ponika pod osmotskim stresom 15. dana

ogleda.
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PRILOG 4.

Tabela 1. Fizioloski parametri kod biljaka u susi.

nsoufeseuz e - 2u S0 0>d -, 10050 - e TO00> - wuw

T0'0Fuubl0 TO0Fauu?E0 L0TOFzuE6S'E $O00FLu0LT'0 ¥I00F2u0T90 TOTOFuatbt' T 99T0% . uB8C9°E ZL
001 00°T  TETOFTIS'S  TTIOOF0IT0  PEQOFOEL'0  SLTOF0SHET  68T°0F096°S E[o.quoy S
TT0FzuliB0 [00Fpuubl’D LBT0FzgSPO'E  ST00Fzu0ET'0  PEODFzuISED £O00T,.p069°0 T6T0FpuatTL T ZL
001 00T  S9T0FEFFE  BIOOFEFT0  9EO0FFEF0  BLOOFFIFT 91T 0FIE9E E[o.quoy S
PO 0T sus9L0 G00F00nl90 ZLT0Fzu0T6T  O00FL0ET0 0E00FoaeDLE0 EL00T b EE'T 0TT0F,0x090T ZL
001 00T  LIT'OF09%'E  TI00F0LT'0  9Z0'0F0BS'0  EGOOFTFST  T60°0F6596°E E[o.quoy s
ET07zu06'0 0T'0%,,.26'0 9L00FzB880°E L[FT0FPET'0 THODFwITHO 21005,..06T0 S6Z0FmB0Z'E ZL
00T 00'T  BLZOFIET'E  H00°0FSFT'0  9Z0°0F8SE'0  ZB00FFO0T  LOZOFFILE E[o.quoy el
PO0FwunlS0 E00Fuubd0 09T0FLuS0E'E S000Fuuu0L00 TOTOF2u0ST0 ZHO07F,.uB862'T 9200FCuuubl'l ZL JE
001 00T PETOFSOET  SO00°0F0ET'0  SSE0F00E0  9L00F00L'T  LET'OFZEOE E[o.quoy
007,990 T00F4uuSS'0 6T0TL0u 625t 6000F2uIPT0  6Z007,.059°0 DE00F4uxtb92'0 79107 .ux00TF ZL I
00T 00T  08T0FLE6'9  LODOFTLI0  LTO0F98T'T  00TOFTLOT  LLT'OFFSEL E[o.quON .
LOOFLSLD EO0FpuulED OZTDTFgpo659°'T O0T00F2u0TT'0 OI00T3x08T'0 OFT0T 4 0x0E0°T TT00Fpx0T6T ZL
00'1 00T 9TZ0F6FI'E  OTO'0FOST'0  T£0'0F06F'0  E90°0F0£9°T  ZBTI0FOZSE E[o.quoy i
—— E[2p EU310Y | PP (&) =)
oz Somempen - Soumszpes e TR0 P e s
G SHapu] soupQ ESEW BEANS e ESEL EZang

221



PRILOZI

PRILOG 5.

Tabelala. ANOVA zaklijavost semena

MNakon 10 dana DOF 55 MS F P
Genotip 6 7173452 1195575 618655 <0001
Tretman 2 1763643 881,821 456,302 <0001
Genotip x Tretman 12 971,190 80,933 41,879 =0,001
Tabela 1b. ANOVA za MGT.
Makom 10 dana DF 55 M5 F P
Genotip B 18,328 3,055 1621,251 <0001
Tretman 2 9,711 4,856 2577117 <0,001
Genotip x Tretman 12 7,539 0628 333422 <0,001
Tabela Za. ANOVA za dufinu nadzemnog dela ponika [10. dan].
Makon 10 dana DF 55 M5 F P
Genotip & 194&0,755 3243459 3524739 <0,001
Tretman 2 331214,511 1e5607.256 179969073 <0,001
Genotip x Tretman 12 17343,690 1445.308 1570648 0,001
Tabela Zb. ANOVA za duinu nadzemnog dela ponika (15. dan).
Makon 15 dana DF 55 M5 F F
Genotip B 65224,173 10870696 42451,810 <0,001
Tretman 2 651599545 325799772 1272300366 <0,001
Genotip x Tretman 12 18563454 15465954 6041105 <0,001
Tabela 3a. ANOVA za duginu korena ponika [(10. dan).
MNakon 10 dana DF o] M5 F P
Genotip & 14856890 2476,148 1653.357 0,001
Tretman 2 233721072 11e6860,536 78029,332 <0,001
Genotip x Tretman 12 12149570 1012464 67e.036 <0,001
Tabela 3b. ANOVA za dufinu korena ponika (15. dan].
MNakon 15 dana DF o] M5 F P
Genotip & 19532,796 3255466 30039451 0,001
Tretman 2 291355,302 145677651 1344224387 =0,001
Genotip x Tretman 12 29401,225 2450,102 22608048 =0,001
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Tabela 4a. ANOVA za svezu masu nadzemnog dela ponika (10, dan].

Nakon 10 dana DF 58 ME F P
Genotip & 15,762 2627 200659,959 =0,001
Tretman 2 309,101 154,551 4710541431 <0001
Genotip x Tretman 12 17,396 1450 44184661 <0001
Tabela 4b. ANOVA za svefu masu nadzemnog dela ponika (15. dan).
Nakon 15 dana DF 55 MS F P
Genotip & 62,596 10433 65091,102 <0001
Tretman 2 659,583 329,791 2057623,204 <0001
GenotipxTretman 12 56,600 4,717 209428,046 <0001
Tabela 5a. ANOVA za svezu masu korena ponika (10. dan).
Nakon 10 dana DF 55 MS F P
Genotip & 48,204 2034 237233,582 <0001
Tretman 2 134,117 67,058 1980163,181 <0001
GenotipxTretman 12 27.281 2,273 67131,271 <0001
Tabela 5b. ANOVA za svezu masu korena ponika (15. dan).
Nakon 15 dana DF 55 M5 F P
Genotip & 61,451 10,242 967002143 <0001
Tretman 2 162,183 21,092 7656458011 =0,001
GenotipxTretman 12 19,671 1,639 154774476 <0001
Tabela 6a. ANOVA za suvu masu nadzemnog dela ponila (10, dan).
Nakon 10 dana DF 55 M5 F P
Genotip & 0,0758 00126 3781,153 <0001
Tretman 2 1,356 0,678 202966,985 <0,001
Genotip x Tretman 12 0.0615 0,00512 1533,218 <0,001
Tabela 6b. ANOVA za suvu masu nadzemnog dela ponila (15. dan).
Nakon 15 dana DF 55 MS F P
Genotip & 2,562 0427 100190,315 <0,001
Tretman 2 2,652 1,326 311156,65%9 <0,001
GenotipxTretman 12 0,0891 000742 1741841 <0001
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Tabela g 7a. ANOVA za suvu masu korena ponika [10. dan).

Nzkon 10 dana DF = ME F F
Genotip & 0227 00375 4277538 <0001
Tretman 2 0,251 0,125 14163,738 <0001
Genotip x Tretman 12 00550 000455 518,029 <0001
Tabela 7b. ANOVA za suvu masu korena ponika (15. dan).
MNzkon 15 dana DF ] ME F P
Genotip & 2,616 0436 301898.508 <0001
Tretman 2 0,171 0,0856 59243.,769 <0001
Genotip x Tretman 12 00438 000365 2527663 <0001
Tabela Ba. ANOVA za shoot,/root odnos suve mase ponilea (10. dan).
Nzkon 10 dana DF ] ME F P
Genotip & 14,554 2426 1660641 <0001
Tretman 2 17857 8928 6112,286 <0001
GenotipxTretman 12 4878 0406 278.268 <0001

Tabela 8b. ANOVA za odnos suve mase nadzemnog dela i korena ponika (15. dan).

MNzkon 15 dana DF ] ME F P
Genotip & 13,280 2,213 7767,960 <0001
Tretman 2 20,568 10,284 3e094,379 <0001
Genotipx Tretman 12 3,167 0264 926413 <0001
Tabela 9a. ANOVA za indeks tolerantnosti nadzemnog dela ponika (10. dan).
Nzkon 10 dana DF ] ME F P
Genotip & 004599 0.00832 403,000 <0001
Tretman 2 11,238 5619 272314,212 <0001
Genotipx Tretman 12 00448 000373 180,798 <0001
Tabela 9b. ANOVA zaindeks tolerantnosti nadzemnog delza ponika (15. dan).
MNzkon 15 dana DF 58 ME F P
Genotip & 0.323 0,0638 3022,049 <0,001
Tretman 2 T.734 3.867 237679976 <0001
Genotipx Tretman 12 0,217 00181 1113,098 <0001
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Tabela 10a. ANOVA zaindeks tolerantnosti korena ponika (10. dan).

Makon 10 dana DF 55 MS F P

Genotip & 0,107 00178 154,961 <0,001
Tretman 2 5938 2,969 32532.313 <0,001
GenotipxTretman 12 0,165 00138 150,861 <0001

Tabela 10b. ANOVAzaindeks tolerantnosti korena ponika (15, dan).

Makon 15 dana DF 55 M35 F P

Genotip & 0,766 0,123 340,264 <0,001
Tretman 2 2431 1,216 7997930 <0,001
GenotipxTretman 12 0425 00354 233,230 <0,001

Tabela 11a. ANOVA za sveiu masu nadzemnog dela biljaka

DOF by ME F F
Genotip & 89,631 14,539 83,987 <0,001
Tretman 1 45,895 45,895 258,028 <0,001
Genotip x Tretman B 11,917 1,986 11,166 0,001

Tabela 11h. ANOVA za sveiu masu korena biljaka

DF 55 MS F P
Genotip g 5,140 0,858 22,705 <0001
Tretman 1 £ o084 6,984 184 776 0,001
GenotipxTretman & 0,966 0,161 4 250 0,001

Tabela 12a. ANOVA za suvu masu nadzemnog dela biljaka

DF 55 M35 F P
Genotip & 2,956 0,493 118,897 <0,001
Tretman 1 0,664 0,664 160,332 <0,001
Genotip x Tretman & 0462 00771 18,597 =0,001

Tabela 12b. ANOVA za suvu masu korena biljaka

DF 55 M35 F P
Genotip & 00493 0,00821 12,885 <0,001
Tretman 1 00189 00189 29,652 <0,001
Genotip x Tretman & 0,00318 0,000530 0,831 0,551
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Tabela 13. ANOVA za odnos suve mase nadzemnog delz i korena biljaka

DF 58 ME F P
Genotip & 69,604 11,601 51,670 <0001
Tretman 1 5.208 5.208 23,198 <0,001
Genotip x Tretman & 18.500 3,083 13,733 <0,001
Tabela 14a. ANOVA zaindeks tolerantnosti nadzemnog dela biljzka
DF 55 M5 F P
Genotip & 0,547 00911 11,586 <0,001
Tretman 1 1,530 1,530 194,556 <0001
Genotip x Tretman = 0547 00911 11,586 <0,001
Tabela 14b. ANOVA za indeks tolerantnosti korena biljzka
DF 58 ME F P
Genotip & 0,203 00338 2,224 0,054
Tretman 1 0,763 0,768 50,523 <0,001
Genotip x Tretman & 0,203 00338 2,224 0,054
Tabela 15. ANOVA zz provodljivost stoma.
DF 52 ME F P
Genotip & 24392506 4065418 37,78 <0,001
Tretman 2 360829454 180414727 1676,640 =0,001
Genotip x Tretman 12 27808162 2317.347 21,536 <0001
Tabela 16a. ANOVA zasadrizj AEA u nadzemnom delu ponika (10. dan).
Makon 10 dana DF 58 ME F P
Genotip & 111980,762 18663460 E24,208 <0001
Tretman 2 1135841 567,921 15,851 <0,001
GenotipxTretman 12 14693048 1224421 34,391 0,001
Tabela 16b. ANOVA za sadrzaj ABA u nadzemnom delu ponika (15. dan).
MNzkon 15 dana DF 52 ME F P
Genotip & 297626,381 459504,597 429,564 <0,001
Tretman 2 E7T7E4.794 28892397 250,202 <0001
Genotip x Tretman 12 136158,095 11346,508 98.258 <0001
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Tabela 17. ANOVA za sadriaj ABA u listovima biljaka

DF 55 ME F P
Genotip = 883975,360 147329227 100,118 0,001
Tretman 2 E016893,343 2508446671 17046 <0,001
Genotip x Tretman 12 904510,857 75375,505 51222 <0,001
Tabela 18a. ANOVA za aktivnost SO0 u nadzemnom delu ponika (10. dan].
Nakon 10 dana DF 55 ME F 3
Genotip & 71,875 11,9596 3,535 0,010
Tretman 1 16,033 16,033 4,730 0,038
Genotip x Tretman & 145,775 24,2596 7167 <0001
Tabela 18b. ANOVA za za aktivnost 50D u nadzemnom delu ponika (15. dan).
Nakon 15 dana DF 55 S F P
Genotip & EB.402 9,734 11,552 <0,001
Tretman 1 1,802 1,202 2,135 0,155
Genotip x Tretman & 30,815 5,136 6,085 <0,001
Tabela 19a. ANOVA zaza aktivnost 500 u korenu ponika (10. dan).
Nalkon 10 dana DF 55 M5 F P
Genotip & 51,028 8,505 4,296 0,003
Tretman 1 38477 38477 19,437 <0,001
Genotip x Tretman = 71,368 11,885 6,009 <0001
Tabela 19b. ANOVA za za aktivnost 500 u korenu ponika (15. dan).
Nakon 15 dana DF 55 ME F P
Genotip = 26,360 4,393 5315 <0,001
Tretman 1 14,762 14,762 17,859 <0,001
Genotip x Tretman & 47,660 7,943 9,610 <0001
Tabela 20a. ANOVA za za aktivnost APxu nadzemnom delu ponika (10, dan].
Nalkon 10 dana DF 55 M5 F P
Genotip G 93683,901 15613,983 584,358 <0,001
Tretman 1 1623767 1623,767 60,770 <0,001
Genotip x Tretman & 146779,508 24463,318 915,546 <0001
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Tabela Z0b. ANOVA zaza sktivnost APru nadzemnom delu ponilea (15, dan].

Nakon 15 dana DF 58 ME F P
Genotip & 55g9,795 928,299 147,359 =0,001
Tretman 1 3273,179 3273179 513,727 <0001
Genotip x Tretman & £329,104 204,851 127,797 <0001
Tabela Z1a. ANOVA za zazktivnost APxu korenu ponika (10, dan).
MNakon 10 dana DF 58 ME F P
Genotip & Be443,300 9407,217 2065,218 <0001
Tretman 1 1951,913 1851,913 428514 <0001
Genotip x Tretman & 76552534 12758,756 2801000 <0,001
Tabela Z1b. ANOVA za za asktivnost APxu korenu ponika (15. dan).
Nakon 15 dana DF 55 M5 F P
Genotip B 761713053 126952,175 9786085 <0,001
Tretman 1 S637.966 S637.966 434,602 <0,001
Genotip x Tretman & 28373468 14312,245 1141,799 <0,001
Tabela 22a, ANOVA zaza sktivnost GR u nadzemnom delu ponika (10. dan].
Nakon 10 dana DF 58 ME F P
Genotip & 2360,086 393,348 62,385 <0,001
Tretman 1 11434935 1143493 181,355 <0,001
Genotip x Tretman & 0471044 1578.641 250,374 <0,001
Tabela 22b. ANOVA zaza sktivnost GR u nadzemnom delu ponika (15. dan).
Makon 15 dana DF 55 S F P
Genotip & 3209,239 534873 142,761 <0,001
Tretman 1 3015,659 3015,659 204901 <0,001
Genotip x Tretman & 3538760 583,793 157420 <0,001
Tabela 23a. ANOVA zazazktivnost GR u korenu ponika (10. dan).
Makon 10 dana DF 55 S F P
Genotip & 16480873 2746,812 705962 <0,001
Tretman 1 0161 0,161 00214 0,340
Genotip x Tretman & 11257793 1876,299 482,230 <0,001
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Tabela 23b. ANOVA zaza aktivnost GR u korenu ponika (15. dan).

Nakon 15 dana DF 55 M5 F P
Genotip & 5531,501 921917 173,639 <0001
Tretman 1 1426485 1426485 268,673 <0001
Genotip x Tretman & 2847.297 474,545 89,379 <0001
Tabela 24. ANOVA za za altivnost SOD u listovima biljaka
DF 58 M5 F P
Genotip & 115,825 19,304 25,089 <0001
Tretman 1 0,485 0,495 0,643 0,429
Genotip x Tretman & 24,205 4,034 5.243 <0001
Tabela 25, ANOVA za za sktivnost APx u listovima biljaka
DF 58 M5 F P
Genotip & 2047,331 341,222 71,571 <0,001
Tretman 1 1,815 1,815 0,381 0,542
Genotip x Tretman & 3584,889 Eo7 482 125,321 <0001
Tabela 26. ANOVA za za sktivnost GR u listovima biljaka
DF 58 M5 F P
Genotip & 2679,562 445,594 154,267 <0,001
Tretman 1 136,621 136621 47,1593 <0001
Genotip x Tretman & 943,728 157,288 54,332 <0,001
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