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I[ZVvOD

Tokom 1995. godine obavljena su poljska i laboratorijska istraZivanja sa
ciljem uwvrdivanja meduzavisnosti aktivnosti enzima metabolizma azota na prinos
zrna i sadrzaj rastvorljivih proteina soje. Aktivnosti sva tri ispitivana enzima (NG,
NR i GDH) bila su u negativnoj korelaciji sa prinosom zrna, i u pozitivnoj
korelaciji sa sadrzajem rastvorljivih proteina. Path — koeficijent analiza pokazala
je da je direktan efekat aktivhosti NG pozitivan u odnosu na oba ispitivana
svojstva, dok su direktni efekti NR i GDH negativni. Dobijeni rezultati pokazali su
da aktivhost NG ima primarnu ulogu u procesima metabolizma azota u biljkama
soje.

KLJUCNE RECI: soja, nitrogenaza, nitrat-reduktaza, glutamat—dehidroge-
naza, path — koeficijent analiza.

Uvod

Azot je jedan od osnovnih makroelemenara u ishrani gajenih biljaka i faktor
njihovog prinosa. Ulazi u sastav aminokiselina, proteina, nukleotida, nukleinskih
kiselina, koenzima, vitamina, pigmenata, alkaloida i drugih jedinjenja. Za potrebe
metabolizma, biljke obezbeduju azot iz zemljiSta (jonski oblici — NO;™, NOy™ i
NH;"), iz atmosfere, hidrolizata proteina i dr. Znacaj nitrita u ishrani biljaka je
neznatan a znadaj nitrata i amonijaka je podednak i zavisi od uslova sredine i
starosti biljke. Sa energetske strane, NH;* predstavija pogodniji izvor azota,
obzirom da ga biljke mogu direktno ugradivati u jedinjenja.

1 Dipl. inZ. Jegor Miladinovi¢, dr Milica Hrusti€, visi nau¢ni saradnik, dr I8tvan VereSbaranji,
Nauéni institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad; mr Dorde Malendi¢, dr Olga Gasi€, red.
prof., dr Milan Popovi¢, vanr. prof., Poljoprivredni fakulter, Novi Sad
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Asimilacija i metabolizam azota u biljkama regulisani su uz pomoc vise
enzima, od kojih su najvaZniji nitrat-redukraza (NiR, EC 1.6.6.1-3), nitrit—re-
duktaza (NR, EC 1.6.6.4), glutamin-sintetaza (GS, EC 6.3.1.2), glutamat-sintaza
(GOGAT, EC 1.4.7.1), glutamat—dehidrogenaza (GDH, EC 1.4.1.2-4) kao i
biljne aminotransferaze. U simbiotskoj azotofiksaciji, u kvrZicama korena biljaka
iz familije Fabaceae, kljutnu ulogu u asimilaciji azota ima enzim nitrogenaza (NG,
EC 1.18.2.1).

Asimilacija NOs~ u biljkama katalizovana je pomocu NR i NiR, sukcesivnom
redukcijom do NH,*. Aktivnost ovih enzima (Gasi¢, 1984) je indikator obezbede-
nosti biljaka azotom i biohemijski kriterijum za selekciju vrsta bogatih proteini-
ma, jer je utvrdena pozitivna korelacija izmedu aktivnosti NR i sadrZaja proteina
u listovima. Aktivnost NR je indukovana koncentracijom NOs~ u podlozi i dobar
je pokazatelj za kontrolu dubrenja azotnim dubrivima (Bergareche and Simon,
1988).

Reakcije asimilacije NIL* katalizovane su enzimima GS, GOGAT i GDI. U
zavisnosti od enzima asimilacije NIL,*, razlikuju se dva puta primarne asimilacije
azota: GS/GOGAT—-put i GDH-put. Smatra se da je u uslovima niske koncentra-
cije NH,;* u éeliji aktivan GS/GOGAT-put, a u uslovima visoke koncentracije
NIL* aktivira se GDH—put (Popovi¢, 1987).

Soja (Glycine max (L) Merr.) spada u grupu leguminoznih biljaka, sposo-
bnih da usvajaju azot iz atmosfere, i uz pomoc¢ simbiotskih mikroorganizama
(Bradyrhizobum), ugraduju u aminokiseline i proteine. Pored azotofiksacije, u
biljkama soje prisutni su u manjoj meri i ostali putevi asimilacije azota.

Cilj na3eg istrasivanja bio je da ustanovimo razlike u aktivnostima razlicitih
enzima asimilacije azota (NG, NR i GDH) u soji, kao i meduzavisnost aktivnosti
ovih enzima i sadrzaja rastvorljivih proteina i prinosa zrna.

Materijal i metod rada

[stra¥ivanja su obavljena tokom 1995. godine na oglednim poljima Instituta
74 ratarstvo i povrtarstvo u Rimskim Sancevima i biohemijskoj laboratoriji Institu-
ta za hemiju PMF — a u Novom Sadu. IstraZivanja su obuhvatila &etiri novopri-
znate sorte soje (Ranka, Panonka, Balkan i Vojvodanka) stvorene u Institutu za
ratarstvo i povrtarstvo u Novom Sadu. Ogled je postavljen po Semi komplet
randomiziranog blok dizajna u &etiri ponavljanja, sa veli¢inom osnovne parcelice
od 10 m?, odnosno 4 reda duzine 5 m, sa medurednim rastojanjem 0,5 m. Setva
je obavljena 15. TV 1995. godine, a Zetva je obavljana kad bi usev dostizao punu
zrelost. Prinos je preradunavan u kg/ha i svoden na 14 % vlage. Biljni materijal za
ispitivanje aktivnosti enzima sakupljan je u fazi R1 (Fehr and Caviness, 1977.)
kada je aktivnost enzima asimilacije azota bila maksimalna. Ekstrakt enzima
pripremljen je homogenizacijom 1 g uzorka svezih listova u 10 ml ekstrakcionog
medijuma (imidazolski pufer pH-7,2).

Aktivnost NG u rizosferi odredena je na osnovu redukcije acetilena, na
gasnom hromatografu 7600 A Hewlett-Packard (Hardy et al., 1968). Korenov
sistem biljaka inkubiran je sa 10% acetilenom na 28° 24 h. Koncentracija nastalog
etilena u uzorku gasa izrafunata je iz povrdine pika preko kalibracicne krive.
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Aktivnost NADH-zavisne NR odredena je iz vitro na osnovu koncentracije
nitrita rac¢unate iz apsorbancije nitrit—kompleksa. Promena apsorbancije oCitana
je spektrofotometrijski na 540 nm (Guerrero, 1982).

Aktivnost GDH odredena je na osnovu smanjenja apsorbancije na 340 nm
usled oksidacije NADF. Aktivnost je radunata na osnovu razlike u koncentraciji
NADH u prisustvu i odsustvu amonijum—acetata (Coombs and Hall, 1982).

SadrZaj rastvorljivih proteina odreden je na osnovu reakcije tirozinskih i
cisteinskih ostataka proteina sa folin — fenolnim reagensom. Apsorbancija nasta-
log kompleksa merena je spektrofotometrijski na 500 nm (Lowry et al, 1951).

Dobijeni rezultati statisti¢ki su obradeni merodom Path koeficijent analize,
koji omogucava proucavanje direktnog i indirekinog uticaja kao i proporcije
zajednitkog delovanja (determinacije) nezavisno promenljivih (X, Xz ... %) na
zavisno promenljivu (y) (Li, 1977). U ovim istraZivanjima ispitivan je uticaj aktiv-
nosti NG (x;), NR (x) i GDH (x3) na prinos zrna soje (yy) i sadrZaj rastvorljivih
proteina (y2).

Rezultati i diskusija

Rezultati istraZivanja prikazani su u tabeli 1.

Tab. 1. Prosecne vrednosti aktivnosti enzima metabolizma azota, sadriaja
rastvorljivih proteina i prinosa zrna — Average values of nilrogen
metabolism enzymes activities, solubile proteins content, and seed

yield
NG NR GDH rastvorljivi prinos
M CH /g | (M NG, / (uM NADH proteini (kg/ha)
s. kvrz. h) gsv. m. h) /2 sv.m.h) (mg prot./
g sv. m)
Ranka 583,40 0,85 19,14 27,57 6227
Panonka 396,42 0,18 30,48 23,57 5996
Balkan 401,78 0,55 6,04 21,25 6578
Vojvodanka 418,75 0,16 14,85 25,08 7114

IstraZivanjem aktivnosti enzima asimilacije i metabolizma azota u razli¢itim
sortama soje ustanovljene su znalajne razlike. Sorta Ranka imala je najvecu
aktivnost NG i NR, $to je direktno uticalo na povedani sadr¥aj rasworljivih
proteina, obzirom da su ovi enzimi od kljuénog znadaja u prevodenju azora u
NH;* oblik koji se ugraduje u proteine tokom njihove biosinteze. Nizi prinos kod
ove sorte ukazuje na negativiu korelaciju izmedu aktivnosti enzima asimilacije
azota i produkcije proteina, s jedne strane, te ostvarenog prinosa, $to sc slaze sa
navodima iz literature (Leffel, 1988; Holbrook et al., 1989). Sorte Panonka,
Balkan i Vojvodanka imale su nizu aktivnost NG 1 NR (izuzev sorte Balkan) i niZi
sadrzaj raswvorljivih proteina u odnosu na sortu Ranka. Prinos zrna kretao se na
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priblizno jednakom nivou, osim kod sorte Vojvodanka gde je bio vedi. Iz dobije-
nih rezultata za enzim GDH vidi se da je kod svih sorti soje bio prisutan GDH —
put asimilacije azota §to ukazuje na dobru obezbedenost ispitivanih sorti NH,4",
nastalim kako dejstvom NG, tako i aktivno$¢u NR. Aktivhost GDH bila je najniZa
kod sorte Balkan gde je zabeleZzen i najmanji prinos proteina.

Na osnovu prikazanih rezultata, metodom Path koeficijent analize je prouda-
vana meduzavisnost ispitivanih svojstava

Metod Path koeficijent analize zahteva da se najpre izrac¢unaju sve korelacije
izmedu zavisno promenljive i nezavisno promenljivih (ryi, Gy .. Ty, kao i izmedu
nezavisno promenljivih (£12, i3 -.. ek ). Ovi korelacioni koeficijenti prikazani su
u tabelama 2 i 4.

Tab. 2. Koeficijenti korelacije izmedu aktivnosti ispitivanib enzima metaboli-
zma azota i prinosa zrna — Correlation coefficients belween nitrogen
metabolism enzymes activities and seed yield

Enzimi 1 2 3 Yy
1. NG 1,000 0,799#* 0,028 -0,217
2. NR 1,000 -0,280 -0,256
3. GDH 1,000 0,349
y. prinos 1,000

Signifikantno na nivou 0,05 (¥) i 0,01 (**)

Koeficijenti korelacije pokazuju da izmedu aktivnosti metabolizma azota i
prinosa nema znacajne meduzavisnosti. Svi koeficijenti korelacije su nesignifikan-
tno negativni, £to bi moglo navesti na zakljucak da aktivnost enzima metabolizma
azota nema uticaj na prinos. Medutim, rasclanjivanjem ukupnih uticaja aktivnosti
enzima metabolizma azota na prinos, dobija se drugacija slika (tabela 3).

Tab. 3. Path koeficijent analize za prinos zrna — Path coefficient analysis for

seed yield
DIREKTNI EFEKTI INDIREKTNI EFEKTI
P, = 0,3498 F12Pyz = —0,5514% r13iPys = —0,0155
P, = -0,6901% I31;Py1 = 0,2795 L3 Py = 0,1546
Pys = —0,552 T3Py, = 0,0098 (35Py2 = 0,1932
R’ = 0,2934

Signifikantno na nivou 0,05 (*) i 0,01 (*%)

Uoten je signifikantno negativan direktan efekat NR na prinos zrna, uz
istovremeni signifikantno negativni indirektni uticaj NG preko NR. Direktni efekat
NG na prinos bio je pozitivan. Obzirom da soja prirada grupi biljaka sa sposobno-
$¢u azorofiksacije, kod kojih aktivnost enzima NG ima dominantnu ulogu u
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snabdevanju biljaka azotom, ¢ini se da bi prinos zrna bio i vedi ukoliko bi se
aktivnost NG povecala. Kako je NR inducibilan enzim koji direkino zavisi od
koncentracije NO; u podlozi, smanjena koncentracija ovih jona u zemljiStu
smanjila bi aktivnost NR u biljci, a kako je poznat inhibitorni efekat NO;™ na
nodulaciju korenovog sistema soje (Harper, 1989), ovo bi moglo objasniti signi-
fikantno negativan efekat NR na prinos zrna. Dircktan efekat GDH na prinos zrna
bio je negativan mada ne i signifikantan.

Koeficijenti korelacije izmedu aktivnosti enzima metabolizma azota i sadrza-
ja rastvorljivih proteina prikazani su u tabeli 4. Ustanovljena je signifikantna
porzitivna korelacija izmedu aktivnosti NG i sadrZaja rastvorljivih proteina §to je i
ofekivano s obzirom na znacaj ovog enzima u asimilaciji azota kod soje i njegovu
dalju inkorporaciju u proteine. Aktivnost druga dva enzima je takode u pozitivnoj
korelaciji sa sadrzajem rastvorljivih proteina, premda nisu signifikantne.

Tab. 4. Koeficijenti korelacije izmedu aktivnosti ispitivanib enzima metaboli-
zma azota i sadriaja rastvorljivib proteina — Correlation coefficients
between nitrogen metabolism enzymes activities and solubile proilein

conterni
Enzimi 1 Z 3 ¥y
1. NG 1,000 0,799%* 0,028 0,674%*
2. NR 1,000 -0,280 0,270
3. GDH 1,000 0,226
y. prinos 1,000

Signifikantno na nivou 0,05 (*) i 0,01 (*¥)
Medutim, path koeficijent analiza pokazuje da direktan pozitivan efekat na
sadrZaj rastvorljivih proteina ima samo aktivnost NG (tabela 5).

Tab. 5. Path koeficijent analize za sadriaj rastvorijivih proteina — Path
coefficient analysis for solubile protein content

DIREKTNI EFEKTI INDIREKTNI EFEKTIT
Py = 1,2836%= C2Pya = —0,6089 3Py = —0,0007
Py2 = —0,7621%% T3Py = 1,0256%* L35 Pys = 0,0005
Pz = —0,0233 L31;Py = 0,0359* T32:Py2 = 0,2134*%
R% 15 = 0,6541

Signifikanino na nivou 0,05 (*) i 0,01 (*%)

lako u ispitivanim sortama soje postoje aktivinosti enzima NR i GDH, njihov
direktan efekat na biosintezu rastvorljivih proteina je bio negativan. Enzim NR
kamlizovao je reakciju primarne asimilacije NOs  usvojenih iz zemljiSta, dok je
enzim GDH katalizovao reakciju nastanka aminokiseline glutamata, podetnog
jedinjenja u biosintezi proteina. Njihova aktivnost, iako prisutna, bila je od
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sekundarnog znacaja za biosintezu rastvorljivih proteina jer se najveéa kolicina
NH," jona esencijalnih za biosintezu proteina ipak stvarala enzimskom aktivno-
S¢u NG.

ZAKLJUCAK

Na osnovu iznetog moze se zakljuciti sledece:

— Ustanovljene su negativne korelacije izmedu prinosa zrna i aktivnosti sva
tri ispitivana enzima metabolizma azota;

— SadrZaj rasworljivih proteina je u pozitivnoj korelaciji sa aktivnodéu sva
tri ispitivana enzima;

— Direktan efekat aktivhosti NG na oba ispitivana svojstva bio je pozitivan.

Aktivnost enzima NG je od najveCeg znacaja za biljke soje, ne samo u
pogledu prinosa proteina, vec, u perspektivi, i za prinos zrna. Dalja istraZivanja
meduzavisnosti aktivnosti enzima asimilacije i metabolizma azota u zrnu soje na
sadrzaj ukupnih proteina, dace potpuniju sliku ovog problema. Rezultati ovih
ispitivanja mogli bi se, takode, primeniti i u selekciji soje sa aspekta odabiranja
onih linija koje poseduju veéu aktivnost NG, sa ciljem postizanja vec¢ih prinosa
zZrna i povecanog sadrZaja proteina.
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PATH COEFFICIENT ANALYSIS OF INTERRELATTIONSHIP BETWEEN
NITROGEN METABOLISM ENZYMES ACTIVITIES ON SEED YIELD AND
SOLUBILE PROTEIN CONTENT IN SOYBEANS

Miladinovid, J., Malendié, D., Hrustié, Milica, Gasi¢ Olga,
Popovic, M., Veresbaranji, I

Faculty of Agriculture, Novi Sad
Institute of Field and Vegetable Crops, Novi Sad

SUMMARY

During 1995, field and laboratory investigations have been provided in
order to establish interrelationship between nitrogen metabolism enzymes acti-
vities on sced yield and solubile protein content in soybeans. Activities of all three
enzymes investigated were in negative correlation with seed yield, and in positive
correlation with solubile protein content. Path—coefficient analysis showed di-
rect effect of NG activity to be positive on both investigated traits, since direct
effects of NR and GDIH were negative. The results of investigations showed that
NG activity has primary role in nitrogen metabolism in soybean plants.

KEY WORDS: soybean, NG, NR, GDH, path coefficient analysis.
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