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Uticaj salicilne kiseline na biohemijske mehanizme tolerancije Impatiens walleriana
(Balsaminaceae) prema vodnom stresu

SAZETAK

U prvom delu doktorske disertacije ispitivan je odgovor biljaka Impatiens walleriana na
vodni stres indukovan polietilen glikolom (PEG) i uticaj salicilne kiseline (SA) u in vitro uslovima.
Kulture izdanaka I. walleriana su gajene na hranljivoj podlozi koja je sadrzala razli¢ite kombinacije
I koncentracije PEG (1-3%) i SA (1-3 mM). Nakon dugotrajnog delovanja vodnog stresa na biljke I.
walleriana utvrden je uticaj PEG i SA na parametre hidratacije, indikatore oksidativnog stresa, kao i
na parametre rastenja izdanaka. PEG indukovani vodni stres je uzrokovao redukciju rastenja,
smanjenje mase svezih izdanaka, broja listova i izdanaka, relativnog sadrzaja vode (RWC) i
sadrzaja hlorofila, kao i akumulaciju prolina, H,O,, i malondialdehida (MDA). Aktivnosti
antioksidativnih enzima, katalaza (CAT), superoksid dismutaza (SOD) i peroksidaza (POX), su
povecane kao odgovor na PEG tretman i to zavisno od primenjene koncentracije PEG. U drugom
delu doktorske disertacije ispitivan je uticaj folijarne primene 2 mM SA na |. walleriana gajene ex
vitro u uslovima suse. Biljke su podeljene u 4 grupe: zalivane biljke, zalivane biljke tretirane sa SA,
nezalivane biljke i nezalivane biljke tretirane sa SA. Utvrden je broj cvetnih pupoljaka i cvetova,
RWC, sadrzaj MDA, prolina, kao i aktivnosti SOD, CAT i POX u razli¢itim vremenskim tackama
tokom trajanja eksperimenta. Susa je dovela do venjenja, odbacivanja cvetova, smanjenja RWC i
porasta MDA. Kao odgovor na susu kod I. walleraina je pojac¢ana aktivnost hloroplastne
Cu/ZnSOD i dve izoforme gvajakol peroksidaze. Identifikovane su tri de novo sekvence dehidrina
koris¢enjem transkriptoma iz listova I. walleriana: lwDhnl, IwDhn2.1 i lwDhn2.2. Susa je
indukovala ekspresiju lwDhn2.1 i IwDhn2.2. Primena SA je pozitivno uticala na biljke koje su bile
izloZene susi, spreavajuci venjenje, odrzavajuc¢i RWC i aktivnost antioksidativnih enzima, ali nije
imala uticaj na spre¢avanje odbacivanja cvetova.

Klju¢ne reci: vodni stres, susa, PEG, reaktivne vrste kiseonika, salicilna kiselina, antioksidativni
enzimi, cvetanje, malondialdehid, prolin, dehidrini.

Naucna oblast: Biologija

UZa nau¢na oblast: Fiziologija i molekularna biologija biljaka



Effect of salycilic acid on biochemical tolerance mechanisams of Impatiens walleriana
(Balsaminaceae) to water stress

ABSTRACT

In the first part of dissertation the responses of Impatiens walleriana to polyethylene glycol
(PEG) induced water stress and the potential of exogenous salicylic acid (SA) as stress-ameliorating
agent was described. Impatiens shoot culture was established on medium containing different
concentrations and combinations of PEG (1-3% ) and SA (1-3 mM). After prolonged drought,
water relation parameters, oxidative stress indicators, and growth responses of the shoots to PEG
and/or SA were recorded. PEG reduced growth, fresh weight of shoots, the number of developed
leaves and shoots, relative water content (RWC), and chlorophyll content. PEG caused
accumulation of proline, H,O,, and malondialdehyde (MDA). The activities of catalase (CAT),
superoxide dismutase (SOD), and peroxidase (POX) were increased in response to PEG in a dose-
dependent manner. In the second part of dissertation it was investigated whether the foliar
application of 2 mM SA could protect ex vitro grown |. walleriana plants from drought stress. The
plants were divided into 4 groups: watered plants, drought-stressed plants, watered plants treated
with SA and drought-stressed plants treated with SA. The number of flower buds and flowers,
RWC, contents of MDA, proline and the activities of superoxide dismutases, catalases and
peroxidases were recorded at different time points. Three dehydrin sequences were identified in de
novo assembled leaf transcriptome: IwDhnl, IwDhn2.1 and IwDhn2.2. Drought stress caused
wilting, floral abortion, reduction of RWC and increased MDA. In response to drought, I.
walleriana induced chloroplastic Cu/ZnSOD and two guaiacol peroxidase isoforms. The
remarkable drought response was induction of IwDhn2.1 and IwDhn2.2. SA had ameliorating
effects on plants exposed to drought, including prevention of wilting, preservation of RWC,
modulation of antioxidative activities, but had no effects on flowers preservation.

Keywords: Water stress, Drought, Polyethylene glycol, Reactive oxygen species, Salicylic acid,
Antioxidative enzymes, Flowering, Malondialdehyde, Proline, Dehydrins.

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Plant physiology and molecular biology



Lista skracenica:

ABA — apscisinska kiselina (eng. Abscisic acid)

ANOVA - analiza varijanse

APX — askorbat peroksidaza

AsA — askorbinska kiselina (vitamin C)

CAT — katalaze

DAG — diacilglicerol

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

FAD - flavin adenin dinukleotid

GPOX — gvajakol peroksidaze

GSH — glutation

HSPs — proteini toplotnog stresa (eng. Heat Shock Proteins)

IDPs — proteini intrinzi¢no neuredenestrukture (eng. Intrinsically Disordered Proteins)
IHS — izohorizmat sintaza

IP;— inozitol trifosfat (eng. Inositol Trisphosphate)

IPL — izohorizmat piruvat lijaza

kD — kilodalton

LEA — proteini zastupljeni u kasnoj fazi embriogeneze (eng. Late Embryogenesis Abudant)
LP — lipidna peroksidacija

LWL — gubitak vode u listovima (eng. Leaf Water Loss)

MAPK — mitogenom aktivirane protein kinaze (eng. Mitogen Activated Protein Kinase)
MDA — malondialdehid

NAD" — nikotinamid dinukleotid

NADP — nikotinamid dinukleotid fosfat

P5CR — pirolin-5-karboksilat reduktaza

P5CS — A-1-pirolin-5-karboksilat sintetaza

PA — fosfatidinska kiselina (eng. Phosphatidic Acid)

PAO — poliamin oksidaza



PAL — fenilalanin amonijum liaza

PC — fosfatidil-holin

PDH — prolin-dehidrogenaza

PLC — fosfolipaza C

PLD - fosfolipaza D

PEG — polietilen glikol (eng. Polyethylene Glycol)

PIP,— fosfatidilinozitol 4,5-bifosfat

PSI — fotosistem |

PSII — fotosistem II

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS - reaktivne vrste kiseonika (eng. Reactive Oxygen Species)
RuBisCo — ribuloza 1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza
Ru-1,5-BP — ribuloza-1,5-bisfosfat

RWC — relativni sadrzaj vode (eng. Relative Water Content)

SA —salicilna kiselina (eng. Salicylic Acid)

SABP — SA-vezujuci protein (eng. Salicylic Acid Binding Protein)

SDS-PAGE - natrijum dodecil sulfat-poliakrilamid gel elektroforeza (eng. Sodium Dodecyl Sulfate
- Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

SOD - superoksid dismutaza

TF — transkripcioni faktor
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1. Uvod

Biljke su sesilni organizmi i kao takvi izloZeni Su svakoj promeni u spoljasnjoj sredini ¢ije
eventualne negativne efekte mogu da toleriSu razli¢itim mehanizmima koje su razvile tokom
evolucije. Ne predstavljaju sva variranja spoljasnjih faktora stres za biljku, zato Sto su biljke
sposobne da pri interakciji sa faktorima sredine menjaju i prilagodavaju metabolizam, kao i procese
rastenja i razvi¢a. Medutim, velike promene u spoljasnjoj sredini dovode do stresa koji za posledicu
moze imati razlicita oStecenja biljaka.

Razli¢iti autori daju razliCite definicje stresa ali najve¢i broj autora smatra da stres
predstavlja bilo koje variranje abiotickih i biotickih faktora van optimalnog opsega vrednosti za
datu biljnu vrstu, koje moze da dovede do oStecenja i oboljenja kod biljaka, kao i do brojnih
nepovoljnih fizioloskih promena (Cassells i Curry, 2001). Sustina stresa ogleda se u promenama
osnovnog fiziolo§kog stanja organizma, koje ugrozava odvijanje zivotnih procesa u biljci (Gaspar i
sar., 2002).

Voda je najobilniji, najrasprostranjeniji i najznacajni faktor spoljasnje sredine. Rastenje,
razvice i rasprostranjenost biljaka na nasoj planeti u najve¢oj meri zavisi od dostupnosti vode. Voda
je biljkama neophodna za sve procese rastenja i razvica, kao i za obavljanje svih fizioloskih i
metabolickih procesa.

Vodni rezim predstavlja promet vode u biljci. Zavisi od procesa primanja vode iz sredine u
kojoj biljke rastu, najéesée putem korenovog sistema, procesa transporta vode od korena ka stablu,
listovima i ostalim organima, kao i od procesa odavanja vode preko nadzemnih organa (najcesce
listova putem transpiracije). Odnos izmedu usvojene i odate vode oznacava se kao vodni balans.
Nemogucénost biljaka da usvajaju vodu iz svog okruzenja uti¢e na pravilno odvijanje njihovih
fizioloskih i metabolickih procesa, $to dovodi do redukcije rastenja i razvi¢a, ubrzavanja
senescencije i u odredenim slucajevima ima letalan efekat (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012).

1.1.VVodni stres

Poremecaj u vodnom statusu biljke, odnosno vodni stres, moZe da nastane kao rezultat
negativnog dejstva razliCitih abiotickih faktora stresa, kao $to su nedostatak vode u zemljistu,
povecani salinitet zemljista, promene u koli¢ini padavina, porast koncentracije CO, u vazduhu
povecan intenzitet svetlosti, pojava suvog vetra u atmosferi koji povecava evaporaciju vode sa
podloge, kao i ekstremne temperature.

Izmenjen vodni status biljke moze biti posledica mnogih vrsta abiotickog stresa, ali njegov
znacaj se najbolje objasnjava u uslovima suSe. Su$a, u Sirem smislu, moze da se definiSe kao
dugotrajni nedostatak vode u spoljasnjoj sredini; ova pojava je oznacena kao fizicka susa. Za biljke
je od znacaja i fizioloSka suSa, koja se definiSe kao nemogucnost usvajanja vode iz podloge i kada
je ona prisutna usled velike zaslanjenosti zemljista, niskih temperatura ili nedostatka kiseonika u
zemljistu nakon poplava. U uslovima vodnog stresa zahtev biljaka za vodom prevazilazi koli¢inu
raspolozive vode u podlozi koju biljka moZe da usvoji. Koli¢ina vode koju ¢e biljka usvajati iz
zemljista uglavnom zavisi od stope stomaterne transpiracije. Sto je suvlji vazduh koji okruZuje
biljku veca je i sila transpiracije, @ Samim tim i brza transpiraciona stopa odnosno usvajanje vode iz
zemljista putem korenovog sistema i odavanje vode u atmosferu preko stoma na listovima. Nivo
stomaterne transpiracije takode zavisi od brzine strujanja vazduha, kao i od njegove relativne
vlaZznosti. Su$a uzrokuje zatvaranja stoma, $to za posledicu ima nemogucnost fiksacije CO», te tako
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dolazi do smanjenja intenziteta fotosinteze, §to na kraju rezultuje manjim prinosom biljaka (Slater i
sar., 2008).

Vecina biljaka je u toku svog zivotnog ciklusa izlozena nedostatku vode u manjoj ili vecoj
meri, pa su razvile mehanizme za toleranciju na nedostatak vode u zemljistu. Neke biljke su
sposobnije da izdrze dugotrajan i intenzivan vodni stres. Prema karakteru vlaznosti stanista koje
zahtevaju razlikuju se biljne vrste koje zive u vodi (hidrofite) i suvozemne biljke: higrofite,
mezofite i kserofite (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012). Higrofite su prilagodene uslovima vlaznih stanista i
ne podnose susu. Kserofite poseduju adaptacije koje im omogucavaju da podnesu susu, odnosno
nedostatak vode u zemljisStu. Mezofite predstavljaju prelaznu grupu biljaka od higrofita ka
kserofitama. Vecina gajenih biljaka spada u grupu mezofita i moze da podnese kratkotrajnu susu
bez Stetnih posledica.

Za precizno opisivanje vodnog statusa biljne celije ili tkiva obi¢no se koriste dva parametra:
vodni potencijal i relativni sadrzaj vode. Vodni potencijal (W¥,) ili hemijski potencijal vode
predstavlja kvantitativnu meru slobodne energije vode. Potencijal Ciste vode pri standardnim
fizickim uslovima iznosi 0 MPa, dok rastvaranje neke supstance u vodi dovodi do snizavanja
vrednosti vodnog potencijala. Voda se uvek kreé¢e sa mesta visSeg ka mestu sa nizim vrednostima
vodnog potencijala; na taj nacin razlika u vodnom potencijalu koja se javlja izmedu podloge (vlazno
zemljiSte ima relativno visoku vrednost W¥\y) i atmosfere, omogucava stalno kretanje vode kroz
biljku. Tokom procesa transpiracije dolazi do sniZavanja vrednosti vodnog potencijala u listovima,
ali ako u podlozi ima dovoljno vode, ona ¢e ulaziti u biljku i kretati se prema listovima da bi se
nadomestio gubitak. Medutim, ako je vodni potencijal zemljista snizen, onda zahtev biljke za
vodom prevazilazi mogucénosti njenog usvajanja iz podloge. Vodni stres nastaje kada se, pod
dejstvom faktora spoljasnje sredine, smanji vodni potencijal podloge i/ili povec¢a vrednost vodnog
potencijala u listovima biljaka (Slater i sar, 2008).

Relativni sadrzaj vode (RWC, eng. Relative Water Content) odreduje koli¢inu vode u
biljnim tkivima ili organima u odnosu na stanje pune turgescentnosti, odnosno potpune zasic¢enosti
tkiva vodom. Na osnovu vrednosti relativnog sadrzaja vode moze da se odredi vodni deficit, koji
predstavlja koli¢inu vode izrazenu u procentima koja nedostaje do punog zasi¢enja biljke vodom
(Stevanovi¢ i Jankovié, 2001).

Smanjena dostupnost vode se moze predstaviti kvantitativno kroz sniZzavanje vodnog
potencijala (Kramer i Boyer, 1995). Snizavanje W, podloge otezava biljkama proces usvajanja
vode, a dalje produzavanje stresa moze dovesti 1 do potpune dehidratacije 1 smrti biljke. Medutim, u
uslovima vodnog stresa dolazi do pokretanja brojnih odbrambenih mehanizama u biljkama koji ¢e
im omoguciti da izbegnu gubitak vode u uslovima snizenog ¥,,. Ovi mehanizmi uvek obuhvataju
promene kako na ¢elijskom nivou, tako i na nivou biljke kao celine (Versules i sar., 2006).

1.1.1. Odgovor biljaka na vodni stres

Vodni stres dovodi do molekularnih, biohemijskih i fizioloskih odgovora kod biljaka.
Poznato je da tolerancija na stres izazvan dehidratacijom predstavlja kompleksan fenomen koji se
moze menjati u zavisnosti od uslova sredine koji deluju na biljke. Kako bi se kompenzovao
nedostatak vode zapocinju regulatorni procesi koji ¢e regulisati metabolizam na nove uslove. Geni
koji se eksprimiraju tokom vodnog stresa trebalo bi da obezbede celijsku toleranciju prema
nepovoljnim uslovima omogucavajuéi odrzavanje osmotske homeostaze, kontolu i popravku Stete
do koje stres dovodi, kao i regulaciju ekspresije drugih gena (Zhu 2002, Lata i sar., 2015; Zargar i
sar., 2017).



Vodni stres visestruko uti¢e na biljke (Slika 1.). Ukoliko dugo traje, veéina biljaka ce
dehidrirati i uvenuti.Vodni stres dovodi do smanjenja deoba i rasta ¢elija $to za posledicu ima
smanjenje stope rastenja biljaka, kao i inhibiciju reprodukcije.

u,,,.,_ Transpiracija m._
«Smanjenje lisne povriine i S bl

zatvaranje stoma
= Povecanje koncentracije Smanjeme stope klijanja \
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Smanjenje unosza vode i mineralnih

=

Vodni stres

Slika 1. Efekat vodnog stresa na biljke i odgovor biljaka na vodni stres (preuzeto i modifikovano iz
Nadeem i sar., 2019).

Efekat vodnog stresa na biljke zavisi najvise od faze ontogenetskog razvica tokom koje
deluje. Generativna faza razvica biljaka je osetljivija na nedostatak vode u odnosu na vegetativnu
fazu. Usled nedostatka vode u zemljistu, dolazi do ubrzanog rastenja korena u odnosu na nadzemni
deo biljke ¢ime se omogucéava uzimanje vode iz dubljih slojeva zemljista. Pored toga u ovim
uslovima dolazi do smanjenja vodnog potencijala i turgora u celijama $to za posledicu ima
povecanje koncentracije osmotski aktivnih supstanci kao $to su prolin i glicin betain u citoplazmi i
ekstracelularnom prostoru ¢ime se omogucava odrzavanje turgora u c¢elijama. Ukoliko dode do
daljeg pada potencijala vode dolazi i do zatvaranja stoma, S§to predstavlja poslednju liniju odbrane
biljke od vodnog stresa (Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012). Biljke koje su pod uticajem suSe su nize i sa
manjom lisnom povrs§inom jer tako smanjuju transpiraciju, a samim tim i fotosintezu. Kada dode do
zatvaranja stoma nema razmene gasova sa spoljasnjom sredinom, ne usvaja se CO, ¢ime se
usporava fotosinteza i smanjuje prinos gajenih biljaka (Lisar i sar., 2012; Nadeem i sar., 2019).

Efekat vodnog stresa na biljke, kao i reakcije biljaka, zavise od intenziteta i duzine trajanja
vodnog stresa. Ukoliko stres duze traje njegovi negativni efekti sve viSe dolaze do izrazaja, dok se
mogucnost oporavka biljaka smanjuje. Od svih fizioloSkih procesa uvecanje Celija je najosetljivije
na opadanje potencijala vode, provodljivost stoma i fotosinteza. Kako opada vodni potencijal
intenzivira se akumulacija osmotski aktivnih supstanci i hormona apscisinske kiseline (ABA) (Zhu
2002; Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012).



Fotosinteza je proces posebno osetljiv na nedostatak vode. Da bi se biljka zastitila od
nedostatka vode dolazi do funkcionalnih i strukturnih promena u fotosintetickom aparatu. Usled
smanjenja dostupne vode u zemlji$tu celije korena pocinju da Salju signale o nedostatku vode,
otpustaju¢i ABA. Joni Ca** ulaze u citoplazmu iz spoljasnje sredine preko Ca®* kanala u éelijskoj
membrani éelija zatvaradica i iz vakuola u kojima se Ca** akumulira. Povecanje koncentracije Ca®*
smanjuje aktivnost protonske ATP-azne pumpe &ime se smanjuje polarizacija membrane. Ca®* joni
sprecavaju fostorilaciju ATPaze jer inhibiraju specifi¢nu proteinsku kinazu koja vrsi fosforilaciju.
Ca®* zatvara ulazne kanale za jone K* &ime se sprecava akumulacija jona K' u éelijama
zatvaraicama (akumulacija ovih jona je neophodna da bi stome bile otvorene). Smanjenje
aktivnosti protonske ATP-azne pumpe dovodi po povecanja membranskog potencijala koje
uzrokuje da voltazni kanali u ¢éelijskoj membrani postaju propusni za jone CI” ¢iji izlazak iz Celije
dovodi do dodatne depolarizacije membranskog potencijala usled ¢ega se otvaraju i izlazni K*
kanali. Gubitak CI" i K dovodi do gubitka turgora i zatvaranja stoma. Kada su stome zatvorene
nema razmene gasova izmedu biljke i atmosfere, odnosno nema ulaska CO; koji je neophodan za
fotosintezu (Neskovié i sar., 2010).

Preko efekta na svetlu fazu fotosinteze i transporta elektrona, a narocito kroz uticaj na
fotosisteme | (PSI) i Il (PSIl), kao i metabolicke reakcije fotosinteze takode se ostvaruje
nestomaterna  inhibicija  fotosinteze. Menja  se  aktivnost  ribuloza  1,5-bifosfat
karboksilaze/oksigenaze (RuBisCo), klju¢nog enzima fotosinteze Koji moze da katalizuje dve
reakcije na istom supstratu. RuBisCo moze da katalizuje reakciju karboksilacije riboloza-1,5-
bisfosfata (Ru-1,5-BP) koja vodi ka fotosintezi, i reakciju oksigenacije Ru-1,5-BP, koja vodi ka
fotorespiraciji. U uslovima vodnog stresa dolazi do povecanja fotorespiracije usled smanjenja
dostupne koli¢ine CO, koji je neophodan za formiranje Ru-1,5-BP. Susa koja dovodi do vodnog
stresa kod biljaka, je naj¢eS¢e pracena visokim intenzitetom svetlosti, kao i visokim
temperaturama, te se tako pored fotorespiracije, javlja i fotoinhibicija fotosinteze (Neskovic i sar.,
2010; Lisar i sar., 2012; Stiki¢ i Jovanovi¢, 2012; Zargar i sar., 2017; Hasanuzzaman i sar., 2018).

Susa na celijskom nivou dovodi do promena propustljivosti ¢elijskih membrana kao i
strukture citoplazme. Gubitak vode u ¢elijama dovodi do promena u hidrataciji proteina, prostornoj
organizicaji proteinskih molekula, enzima i membrana. Kao rezultat dehidratacije dolazi do
smanjenja zapremine celije, povecanja koncentracije molekula u citoplazmi ¢ime se menja njena
viskoznost, smanjuje se aktivnost enzima i razmena materija izmedu razli¢itih delova éelije (Zhu
2002; Lisar i sar., 2012).

1.1.2. Prijem i prenos signala pri vodnom stresu

Usled smanjenja dostupne vode u zemljistu dolazi do smanjenja turgora u ¢elijama korena i
ta se promena oznacava kao hidrauli¢ni signal suSe koji se prenosi od korena do nadzemnih delova
biljke izazivaju¢i smanjenje rastenja Celija i zatvaranje stominih ¢elija. Do smanjenja rastenja u
uslovima vodnog stresa dolazi i bez opadanja turgora, a promene su rezultat hemijskih signala suse.
Nedostatk vode u zemljistu prvo detektuje koren koji potom salje signal nadzemnim delovima
biljaka sintezom molekula, koji se transportuju ksilemom do nadzemnog dela dovode¢i do
zatvaranja stoma i smanjenja rastenja. Najverovatnije hemijski signali prethode hidrauli¢nim i zato
se oznacavaju kao signali ranog upozoravanja biljaka na vodni stres. Smatra se da su najvazniji
hemijski signali ABA, citokinini, etilen i joni Ca?* (Zhu, 2002).

Signalna kaskada pri uslovima vodnog stresa za biljke se sastoji od tri osnovne komponente:
prijem signala stresa, prenos signala i odgovor biljaka. Jo$ uvek nije u potpunosti jasno kako biljke
prepoznaju vodni stres i mnogo viSe se zna o prenosu signala i odgovoru biljaka, mada ni ti procesi
nisu u potpunosti rasvetljeni (Nongpiur i sar., 2020). Veliki broj signalnih puteva koji se desavaju
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pri vodnom stresu kod biljaka sugeriSe da postoji vise mehanizama koji omogucéavaju prijem
signala vodnog stresa. Prijem signala vodnog stresa osmosenzorima kod biljaka ukljucuje
prepoznavanje vodnog stresa pomocu celijskih komponenti kao $to su ¢elijska membrana i ¢elijski
zid (Nongpiur i sar., 2020).

Na nivou celije glavni senzor suSe je najverovatnije transmembranski vezana dvo-
komponentna histidin kinaza koju aktivira pad osmotskog potencijala ¢elije. Ova kinaza se zbog
toga oznacCava kao osmosenzor. Prvo je pronadena kod bakterija i kvasca. Kod Arabidopsis thaliana
otkrivena je histidin kinaza AtHTK1 za koju se veruje da pokrece kaskadu signalnih reakcija
(transdukcija signala) koja dovodi do ekspresije gena indukovanih dehidratacijom (Nongpiur i sar.,
2020; Takahashi i sar., 2020).

Kalcijumovi kanali su jedan od kandidata za osmosenzore u odgovoru na vodni stres. Kanali
za usvajanje Ca®*, mehanosenzitivni kanali propustljivi za Ca** 1 (MCA1) i MCA2 omoguéavaju
rastenje u stresnim uslovima (Takahashi i sar., 2020). MCA1 i MCA2 predstavljaju senzore
potencijala pritiska ¢elijskog zida na protoplast kod biljaka i zato se smatra da mogu da vrse
percipiranje promena u hidrauli¢cnom pritisku koje nastaje usled dehidratacije pri vodnom stresu
(Takahashi i sar., 2020).

Membranski fosfolipidi su znacajni strukturni elementi Celijske membrane koji tokom
odgovora na stres predstavljaju i supstrat fosfolipaza (prvog efektora) za formiranje sekundarnih
glasnika poput inozitol 1,4,5-trifosfata (IP3, eng. Inositol Trisphosphate), diacilglicerola (DAG), i
fosfatidinske kiseline (PA eng. Phosphatidic Acid) (Zhu, 2002). Fosfolipidni signalni sistem se
kategorizuje na osnovu fosfolipaze koja katalizuje formiranje lipida i drugih prenosioca signala
(Slika 2.). Medu ovim signalnim sistemima putevi fosfolipaze C (PLC, eng. Phospholipase C) i
fosfolipaze D su dobro okarakterisani. PLC katalizuje hidrolizu fosfatidilinositol 2,5-bifosfata (PIP,
— eng. Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) na sekundarne prenosioce IP3, i DAG. IP3 dovodi do
otpustanja kalcijuma iz ¢elijskih rezervoara, dok se DAG aktivno$¢u DAG kinaze fosforiliSe u PA.
IP3 indukovano otpustanje kalcijuma dovodi do zatvaranja stoma ¢ime se omogucava da celije
zadrze vodu. (Lata i sar., 2015). Uvecanje aktivnosti fosfolipaze D (PLD) je primeéeno kod velikog
broja biljaka. PLD dovodi do degradacije membranskih fosfolipida na PA i slobodne masne
kiseline. PA je znacajan signalni molekul koji dovodi do povecanja produkcije reaktivnih vrsti
kiseonika (ROS, eng. Reactive Oxygen Species) najverovatnije aktiviraju¢i NADPH oksidazu.
Povecanje ROS dovodi do razli¢itih molekularnih, biohemijskih 1 fizioloskih odgovora biljaka
(Zhu, 2002; Lata i sar., 2015).
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Slika 2. Shema fosfolipidne signalizacije pri vodnom stresu. Prilikom delovanja vodnog stresa
dolazi do prijema i prenosa signala u biljnim ¢elijama. Aktivira se nekoliko fosfolipaza (npr.
fosfolipaze C i D) koje hidrolizuju fosfolipide ¢ime nastaju sekundarni prenosioci (npr. PA, DAG i
IP3), koji omogucavaju toleranciju na stres indukujuci specifiCan odgovor biljaka (preuzeto i
modifikovano iz Zhu, 2002).

Fosforilacija proteina je bitna u Celijskoj signalizaciji prilikom odgovara biljaka na stres.
Proteinske kinaze koje se aktiviraju mitogenima (MAPK — eng. Mitogen Activated Protein Kinase)
SuU najviSe izucavana klasa proteina koja ima klju¢nu ulogu u prijemu signala stresa i njegovog
daljeg prenosa u ¢eliji (Danquah i sar., 2013). MAPK kaskada se sastoji najmanje od tri proteinske
kinaze: MAPKKK, MAPKK, i MAPK koje sekvencijalno aktiviraju jedna drugu fosforilacijom
(Slika 3.). Prikazana je generalizovana shema MAPK kaskade za eukariotske Celije koja jo§ uvek
nije dokazana za veéinu biljnih MAPKKK (Lozano-Juste i sar., 2020). MAPK kaskada zapocinje
tako da aktivirana MAPKKK prvo fosforilise serinski i/ili treoninski ostatak u aktivnom mestu
MAPKK. Aktivirana MAPKK aktivira MAPK fosforilacijom visoko konzervativnog T-X-Y motiva
u aktivnom mestu MAPK (Danquah i sar., 2013). Sekvencijalna aktivacija MAPK kaskade dovodi
do fosforilacije specifi¢nih ciljnih molekula kao S§to su transkripcioni faktori (TF), fosfolipidi,
proteini citoskeleta i proteini zastupljeni u kasnoj fazi embriogeneze (LEA - eng. Late
Embryogenesis Abudant). Ovi molekulii dovode do aktivacije odredene grupe gena koji se
eksprimiraju kao odgovor na prijem signala stresa. Veliki broj MAPK, MAPKK, MAPKKK su
identifikovane kod brojnih biljnih vrsta 1 funkcioniSu u nekoliko razli¢itih procesa formirajuci
kompleksne mreze signalizacije (Danquah i sar., 2013).
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Slika 3. Shema tipicne MAPK kaskade. Aktivacija MAPKKK dovodi do sekvencijalne aktivacije i
fosforilacije MAPKK i MAPK koje dalje aktiviraju ciljne molekule kao $to su TF, vrse fosforilaciju
ciljnih proteina, reguliSu gensku ekspresiju i dovode do aklimacije biljke pri uslovima stresa
(preuzeto i modifikovano iz Danquah i sar., 2013).

ABA predstavlja biljni hormon izoprenoidne strukture koji se ¢esto naziva i univerzalnim
hormonom stresa. Pri vodnom stresu akumulacija ABA stimuliSe zatvaranje stoma smanjujuci
transpiraciju, indukuje ekspresiju odredenih gena (ABA - zavisni geni) ¢ime doprinosi toleranciji na
vodni stres. ABA se sintetiSe u celijama mezofila listova ili u ¢elijama korena. ABA se u
korenovima sintetiSe kao odgovor na isuSivanje zemljiSta U ranim fazama suSe. Ona se iz korena
transportuje ksilemskim elementima do nadzemnih delova i listova gde uti¢e na procese rastenja i
reakcije stominih celija. ABA sintetisana u mezofilnim ¢elijama listova moZe da se transportuje
floemom do korena, a odatle da recirkulise ksilemom ponovo do listova (Stiki¢ i Jovanovié, 2012).

Kod biljaka pre pojave ABA, stres se prepoznaje za sada nepoznatim osmosenzorima koji
aktiviraju B2, B3 i B4 RAF-like MAPKKK (Slika 4.). B2 i B3 MAPKKK vrse fosforilaciju klase |
SnRK2s (SNF1-srodne proteinske kinaze 2s), koje imaju ulogu u osmotskom prilagodavanju biljnih
¢elija putem postranskripcione regulacije. ABA se u c¢elijama zatvaraicama javlja brzo (jer
najverovatnije dolazi do povlacenja ABA iz Ccelijskih rezervoara u okolnim celijama mezofila
listova), dok je za druga tkiva neophodno vise vremena za njenu sintezu u korenu i transport
vaskularnim tkivima do mesta na kojima se koristi. Na Slici 4. su oznaceni ABCG i NBF koji
predstavljaju transmembranske ABA transportere. ABA-glikozil estar (ABA-GE) koji se skladisti u
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vakuoli ili endoplazmaticnom retikulumu se otpusta kao odgovor na vodni stres 1 predstavlja jos
jedan izvor ABA. Podklasa | ShnRK2s (SnRK2.2, SnRK2.3 i SnRK2.6) se aktivira pomoc¢u B4-
MAPKK. Potpuna aktivacija SnRK2.2/3/6 zahteva da se ABA i ABA receptori oslobode od PP2C
inhibicije. SnRK2.2, SnRK2.3 i SnRK2.6 su kljuéne komponente signalnih puteva ABA. U
odsustvu ABA SnRK2.2/3/6 su inhibirane defosforilacijom sa proteinskom fosfatazom (PP2C).
Kada su biljke izlozene vodnom stresu dolazi do biosinteze i akumulacije ABA koja se vezuje za
receptore (PYR1, PYL i RCAR) S§to dovodi do inhibicije PP2C aktivnosti i fosforilacije
SnRK2.2/3/6 (Lin i sar., 2020). Transkripciona aktivacija ABA zavisnih gena je kontrolisana
podklasom III SnRK2. U ¢elijama zatvaraCicama podklasa III SnRK2s omogucava efluks anjona
(posebno CI) i kalijuma (K"), $to dovodi do gubitka vode i zatvaranja stoma, ¢ime se spre¢ava
prekomerni gubitak vode transpiracijom. Spori i brzi anjonski kanali (SLAC/QUAC) pomazu u
efluksu CI'. Akvaporini predstavljaju intrinzi¢ne proteine celijske membrane i pripadaju PIP2
proteinskoj familiji, imaju ulogu u povecanju propustljivosti bioloskih membrana za vodu i
omogucavaju pasivni prolaz H,O niz gradijent koncentracije. U drugim ¢elijama i tkivima (kao $to
su korenovi) aklimacija na vodni stres obuhvata osmotsko prilagodavanje kako bi se obezbedilo
uzimanje vode. (Lozano-Juste i sar., 2020).

gty

B R a T W
| TS 7\ N =
Podldasal Podklasa mn r..u‘- K
(ABRE/ABF \ M—oK
Post-transkripciona 2 R
regulacija A "

Osmotsko prilagodavanje & Adaptacija na stres

Slika 4. Odgovor biljaka na vodni stres. Shema ilustruje osmosenzore i percepciju ABA koja
aktivira prilagodavanje biljaka na stres. Na slici su oznaceni za sada nepoznati osmosenzori, ABCG
i NBF- transmemranski ABA transporteri; B2, B3 i B4 RAF-like MAPKKK; SnRK2s podklase I i
spori i brzi anjonski kanali (SLAC/QUAC), ulazni i izlazni kanali za K*; PIP;, proteini; ABA
receptori PYR1, PYL i RCAR; AREB/ABF - familija transkripcionih faktora koji prepoznaju
ABRE motiv i tako aktiviraju ABA-zavisne gene (preuzeto i modifikovano iz Lozano-Juste i sar.,
2020).



Proizvodi gena koji se aktiviraju usled vodnog stresa najcesce se klasifikuju u proteine koji
direktno ucestvuju u toleranciji stresa kao $to su akvaporini i LEA proteini. Nekoliko proizvoda
gena indukovanih vodnim stresom stite Celijske strukture od dehidratacije. LEA proteini su
najzastupljeniji celijski proteini koji se povezuju sa tolerancijom biljaka prema vodnom stresu i
stresu izazvanim niskim temperaturama. Kod biljaka je do sada identifikovano Sest grupa LEA gena
koji kodiraju Sest grupa LEA proteina. Dehidrini predstavljaju grupu 2 LEA proteina koja se
akumuliraju tokom vodnog stresa (Tunnacliffe i Wise, 2007; Hirayama i Shinozaki, 2010).
Akvaporini su transmembranski proteinski kanali koji omogucavaju brz i selektivni transport
molekula vode kroz ¢elijsku membranu biljaka. Nekoliko studija je potvrdilo da akvaporini imaju
izuzetno znacajnu ulogu i u meducelijskom transportu vode. Akvaporini su zastupljeni u ¢elijama
korena gde posreduju u procesu usisavanja vode iz zemljista (Javot i Maurel, 2002).

1.1.3. Mehanizmi otpornosti biljaka prema vodnom stresu

Biljke uglavnom poseduju vise razli¢itih mehanizama za toleranciju ili izbegavanje stresa.
Pocetni stres moze biti blag, sa minimalnim efektom na biljke, ali ako se dejstvo stresogenih faktora
slabog intenziteta nastavi tokom duzeg vremenskog perioda moze dovesti do hroni¢nog stresa. U
ovakvim uslovima ¢e najc¢es¢e do¢i do morfoloskih 1 fizioloSkih promena na biljkama koje vode
aklimaciji. U uslovima akutnog stresa, dejstvo faktora stresa je brzo i intenzivno, pa u kratkom
vremenskom periodu dovodi do znacajnih promena u biljci, koje mogu imati letalni ishod (Gaspar i
sar., 2002).

U ispitivanju fiziologije stresa vazno je napraviti razliku izmedu termina adaptacija i
aklimacija biljaka na stres. Adaptacija biljaka na dejstvo faktora stresa nastaje kao rezultat
genetickih promena u populaciji koje se javljaju tokom viSe generacija. Procesi mikroevolucije
menjaju ucestalost odredenih gena u populaciji. Tako ¢e specificni genotip, sa odgovaraju¢om
kombinacijom gena (koja povec¢ava mogucnost jedinke da prezivi i da se reprodukuje u uslovima
stresa) biti dominantan u populaciji. Ove posebno povoljne kombinacija gena predstavljaju
adaptaciju biljaka i omogucavaju im da naseljavaju ,stresna®“ stani$ta. Aklimacija biljaka
predstavlja sposobnost podeSavanja fizioloSkih i strukturnih osobina u okviru istog genotipa.
Tokom aklimacije organizam menja svoju homeostazu, odnosno stabilno fizioloSko stanje, da bi se
prilagodio promenama u svom okruzenju. Ako se biljke koje su recimo otporne na hladenje (eng.
chilling), duzi vremenski period izlazu niskim temperaturama, one ¢e prilagoditi svoj metabolizam i
proces rastenja i razviéa navedenim specifiécnim uslovima, a biljno tkivo ¢e se odlikovati
povecanom otpornos¢u na hladenje (Jouve i sar., 2000). Biljke otporne na smrzavanje (eng.
freezing) mogu da prezive i nakon formiranje leda u svom tkivu. Aklimacija predstavlja fenotipski
odgovor na razli¢ite kombinacije faktora spoljasnje sredine. Fenotipska plasti¢nost je pokazatel
broja mogucéih aklimacija u okviru jednog genotipa (Nilsen i Orcutt, 1996).

Kroz kombinaciju morfoloskih, anatomskih, fizioloskih i biohemijskih procesa odigravaju se
adaptacije na nivou populacije, a aklimacije na nivou pojedinac¢ne biljke (Luthe i sar., 2000).

Postoje dva osnovna mehanizma otpornosti kod biljaka prema vodnom stresu: izbegavanje
stresa i tolerancija na stres (Slika 5.).
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Slika 5. Shematski prikaz mehanizama otpornosti prema vodnom stresu (preuzeto i modifikovano
iz Bodner i sar., 2015).

Izbegavanje stresa odnosi se na fenoloske promene — promene duzine trajanja i nastupanja
pojedinih faza razvi¢a na nivou organizma ili populacije. Ostvaruje se brzom smenom fenofaza
posle kratkotrajnih padavina, kratkim periodom rastenja i ranijom pojavom cvetanja, a kod nekih
biljaka i periodom dormancije kada nastupe nepovoljni uslovi sredine. Najcesée se javlja kod
biljaka iz tropskih oblasti gde su razdvojeni kisni i susni periodi (Chaves i sar., 2003).

Tolerancija biljaka na vodni stres se postize osmotskim prilagodavanjem (sintezom osmotski
aktivnih molekula), sintezom LEA proteina i uklanjanjem ROS koji nastaju kao posledica vodnog
stresa (Bodner i sar., 2015). Brzim rastenjem korena se takode postize tolerancija biljaka na vodni
stres, jer koren prodire u dublje slojeve zemljista (podloge) u kojima ima vise vode. Smanjenje
gubitka vode kada period vodnog stresa duze traje ostvaruje se zatvaranjem stoma ¢ime se sprecava
gubitak vode putem transpiracije (Kramer i Boyer, 1995).

1.1.4. Tolerancija biljaka prema vodnom stresu osmotskim prilagodavanjem

Kao posledica vodnog stresa dolazi do pojave osmotskog prilagodavanja biljaka putem
akumulacije velike koli¢ine razli¢itih tipova kompatibilnih osmolita. Kompatibilni osmoliti
predstavljaju organske molekule niske molekulske mase. Molekuli koji imaju ovu funkciju mogu
biti aminokiseline (prolin), kvaternerna jedinjenja amonijaka (glicin betain), Seceri (saharoza,
trehaloza, glukoza, fruktoza) i Secerni alkoholi (manitol, sorbitol, inozitol, myo-inozitol). Data
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jedinjenja sakupljaju se u citoplazmi i odrzavaju osmotski potencijal i fiziolosku aktivnost celije
(Taiz i Zeiger, 2010). Kompatibilni osmoliti su molekuli koji ne naruSavaju normalne reakcije
metabolizma u ¢eliji, nisu toksi¢ni za ¢eliju i biljku ni u visokim koncentracijama. Kompatibilni
osmoliti omogucavaju osmotsko prilagodavanje biljke u uslovima vodnog stresa jer dovode do
snizavanja ¢elijskog osmotskog potencijala u odnosu na osmotski potencijal u zemljistu. a time i
vodnog potencijala ¢elije (¥Vv) u odnosu na vodni potencijal supstrata (¥w) (Chen i Murata, 2008).

Celijski sok u vakuoli predstavlja rastvor koji ima odredeni osmotski potencijal (¥x). Kada
se ¢elije stave u vodu, rastvorene supstance ne mogu da izadu jer im ne dopustaju citoplazmati¢na
membrana i membrana vakuole (tonoplast). Medutim, voda koja lako prolazi kroz obe membrane,
ulazi u ¢eliju putem osmoze usled razlike u vodnom potencijalu u vakuoli i van ¢elije. U celiji, voda
koja ulazi u vakuolu razvija pritisak na ¢elijski zid koji se naziva turgorov pritisak (TP), a za ¢eliju
se u tom slucaju kaze da je turgescentna. Pod pritiskom, koji se razvija u vakuoli ¢elijski zid se do
izvesne mere rasteze, ali i razvija pritisak na Celijski sadrzaj koji se naziva zidni pritisak (ZP). TP je
u svakom momentu jednak ZP samo je suprotnog smera. ZP zaustavlja osmozu ne spre¢avajuci da
voda ulazi u ¢eliju vec istiskuje viSak vode napolje jer povecava vodni potencijal rastvora tako da
voda difunduje niz gradijent napolje. Biljna ¢elija tako sti¢e potencijal pritiska ¢elijskog zida (Wp).

Wv se sastoji iz dve komponente: osmotski potencijal (*¥n) i potencijal pritiska celijskog
zida Wp. Odnos izmedu ove dve komponente moze se predstaviti jednac¢inom:

Yv=%¥r+¥p

Wv i W imaju negativan predznak, vodni potencijal ¢elijskog soka oznadava koli¢inu vode
koju ¢elija moze da primi (Neskovic¢ i sar., 2010).

1.1.4.1. Uloga prolina u odgovoru biljaka prema vodnom stresu

Prolin je vazan kompatibilni osmolit. Primeéeno je da u uslovima stresa dolazi do
nakupljanja prolina kod velikog broja biljnih vrsta. lako se mnogo toga zna o metabolizmu prolina,
odredeni aspekti su jo§ uvek nepoznati (Szabados i Savouré, 2010). Prolin se u biljkama sintetise iz
glutamata i ornitina, ali u uslovima osmotskog stresa glavni prekursor za sintezu je glutamat.
Enzimi za sintezu prolina lokalizovani su u citoplazmi i plastidima, dok se razgradnja prolina odvija
u mitohondrijama (Slika 6.). Prolin se nagomilava u mnogim biljnim vrstama kao odgovor na
razlicite faktore abiotickog stresa kao $to su nedostatak vode, zaslanjenost ili prisustvo teskih
metala u zemljiStu. Prolin je inertan kompatibilni osmolit koji Stiti celijske strukture 1
makromolekule u uslovima vodnog stresa. (Sharma i Dubey, 2005).

Prolin ucestvuje i u regulaciji pH kao i u regulaciji redoks statusa celije. Tokom biosinteze
prolina u hloroplastima koristi se viSak redukujuceg potencijala (u vidu NADPH) koji je nastao u
zasi¢enom elektron transportnom lancu i na taj nacin se doprinosi odrzanju redoks ravnoteze
(odnosa NADP*/NADPH) i ¢elijske homeostaze (Taiz i Zeiger, 2010). Katabolizam prolina u
mitohondrijama je povezan sa oksidativnom respiracijom i snabdevanjem biljke energijom u
periodima oporavka od stresa. Prolin se tokom stresa nagomilava u vakuoli i citoplazmi gde Stiti
éeliju od hidroksil radikala (HO*) i singleta kiseonika (*02) (Matysik i sar., 2002). Tokom sinteze
prolina, NADH se koristi za redukciju glutamata, $to povecava NADP'/NADPH odnos, Koji
spreCava poremecaje redoks osetljivih puteva tokom vodnog stresa (Hare i Cress, 1997; Taiz i
Zeiger, 2010).
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Slika 6. Model metabolizma prolina. Biosintetski put prolina je obelezen zelenim linijama,
katabolicki put crvenim linijjama, a put ornitina plavim linijama. Enzimi su obeleZeni elipsama,
transportni protein plavim oktogonima. BAC — bazi¢ni nosa¢ aminokiselina koji ucestvuje u
razmeni arginina i ornitina; Glu — glutamat; G/P — mitohondrijalni glutamate/prolin antiporter; KG
— alfa keto glutarat; P — mitohondrijalni prolin transporter; Pi — neorganski fosfor; ProT —
transporter prolina ¢elijske membrane; ? — pretpostavljeni transporter (preuzeto i modifikovano iz
Szabados i Savouré, 2010).

Najbitniji enzim biosintetskog puta prolina iz glutamata kod biljaka i visih eukariota je A-1-
pirolin-5-karboksilat sintetaza (P5CS) (Hu i sar., 1992). PSCS je bifunkcionalan enzim koji prvo
katalizuje aktivaciju glutamata fosforilacijom, a zatim redukciju nastalog meduproizvoda, 7-
glutamil fosfata u glutamat semialdehid (GSA). Spontanom ciklizacijom nastaje glavni intermedijer
pirolin-5-karboksilat (P5C). Redukcijom intermedijera P5C u citoplazmi nastaje L-prolin dejstvom
enzima P5C reduktaze (P5CR). Katabolizam prolina se odvija u mitohondrijama. Delovanjem
prolin-dehidrogenaze (PDH) iz prolina nastaje P5C, koji podleze neenzimskoj hidrolizi koja dovodi
do otvaranja prstena i nastajanja GSA (Adams i Frank, 1980). PDH je FAD-zavisan enzim
lokalizovan u unutrasnjoj membrani mitohondrija koji tokom oksidacije prolina direktno vrsi prenos
elektrona na mitohodrijalni elektron transportni lanac (Tanner, 2008). Delovanjem P5C
dehidrogenaze (P5CDH) GSA prelazi u glutamat u prisustvu NAD®. U meristemskim i
embriogenim tkivima biosinteza prolina se odvija u citoplazmi i kontrolisana je P5CS i P5CR
enzimima. Pri stresnim uslovima P5CS1 se akumulira u hloroplastima i tako se sinteza prolina
povecava u plastidima. Degradacija prolina se deSava u mitohondrijama, prolin se oksiduje u P5C i
glutamat delovanjem PDH i P5CDH. Put ornitina kre¢e od arginina, pri ¢emu nastaje P5C i
glutamat u mitohondrijama. Mitohondrijalni PSC moze da se reciklira u prolin u citoplazmi
delovanjem P5CR.
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U vecini biljaka, stresom indukovana akumulacija slobodnog prolina je rezultat povecane
biosinteze i smanjene degradacije prolina (Szabados i Savouré, 2010). Dok je biosinteza prolina
stimulisana u uslovima visokog intenziteta svetlosti i osmotskog stresa, katabolizam prolina je
aktiviran u mraku, kao i pri oporavku od stresa i kontrolisan je enzimima PDH i PSCDH (Saibi i
sar., 2015).

1.2. Oksidativni stres kao posledica vodnog stresa

Svaki stres koji nastaje kao posledica dejstva faktora sredine (biotickih i abiotickih) moze da
dovede do oksidativnog stresa (Slater i sar., 2008). Vodni stres je uvek pracen oksidativnim
stresom, usled stvaranja velike koli¢ine ROS. Oksidativni stres se javlja kao rezultat poremecene
ravnoteze izmedu produkcije ROS i antioksidativnog sistema koji je odgovoran za uklanjanje ROS.
U ROS spadaju: superoksid anjon radikal (O-"), hidroksil radikal (OH-), peroksil radikal (RO,:),
kao i vodonik-peroksid (H20,), singlet kiseonik (*O,) (Radoj¢i¢, 2006).

Glavna mesta nastanka ROS u biljkama su hloroplasti, mitohondrije, peroksizomi i
endoplazmatiéni retikulum (Slika 7) (Hasanuzzaman i sar., 2020).

oksidaza
Aldehid
SOD _

Ksantin dehidrogenaza

Slika 7. Mesto nastanka ROS u biljnoj ¢eliji: ROS — reaktivne vrste kiseonika, H,O, — vodonik
peroksid, O,” — superoksid anjon, 'O, — singlet kiseonika, OH" — hidroksil radikal, SOD —
superoksid dismutaza, UO — urat oksidaza, ETC — elektron transportni lanac, PSI — fotosistem |,
PSII — fotosistem I, NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, OEC — kompleks koji
oksiduje vodu (Preuzeto iz Hasanuzzaman i sar., 2020).
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U hloroplastima ROS se proizvode uglavnom u reaktivnim centrima fotosistema I'i Il (PSI i
PSII) (Saleem i sar., 2021). U okviru PSII nakon apsorpcije fotona molekuli antena hlorofila prelaze
u pobudeno stanje (prvi ili drugi singlet) i brzo otpustaju elektrone ako je reaktivni centar u stanju
da ih primi. Ako ostanu duze ekscitirani povecava se prelaz u triplet stanje koje je dovoljno dugo da
se energija moZe preneti na kiseonik. Tako kiseonik prelazi u singlet kiseonika 'O, koji je veoma
reaktivan prema lipidima, proteinima i pigmentima u okolini nastanka. Prenos elektrona sa
plastokinona A na plastokinon B u okviru PSII je najsporiji proces, a dodatno je usporen kada je pul
plastokinona redukovan i ne moZe da primi elektrone, i tada najées¢e nastaje 'O, (Asada, 2006;
Neskovi¢ i sar., 2010 Saleem i sar., 2021). U PSI dolazi do zastoja prenosa elektrona kada je pul
NADP maksimalno redukovan, usled usporavanja biohemijskih reakcija u kojima se NADP ponovo
oksiduje. Tada se elektroni sa feredoksina prenose na kiseonik umesto na NADP, pri ¢emu nastaje
0O," (Asada, 2006; Neskovic i sar., 2010; Saleem i sar., 2021).

U mitohondrijama ROS se stvaraju na mestima gde se deSava transfer elektrona u okviru
elektron transportnih lanaca (ETC kompleks I i Il) i naj¢esce se javlja Oy, koji nastaje redukcijom
ubikvinona (UQ) (Sharma i sar., 2012). U peroksizomima, se stvara H,O; i to u reakciji glikolat
oksidaze koja prevodi glikolat u glioksalat pri ¢emu se oslobada H,0,, §to se deSava u procesu
fotorespiracije. U peroksizomima nastaje i O," aktivno$cu ksantin oksidaze (Karpinski i sar., 2003;
Saleem i sar., 2021). U apoplastu ROS nastaju aktivno$¢u enzima koji proizvode ROS kao §to su
oksidaze ¢elijskog zida, poliamin oksidaze (PAO), peroksidaze i NADPH oksidaze koje su vezane
za celijsku membranu (Sharma i sar., 2012; Saleem i sar.,, 2021). ROS se formiraju i u
endoplazmati¢nom retikulumu (ER), koji je mesto sinteze velikog broja proteina, gde se tokom
formiranja disulfidnih mostova u proteinima, sintetiSe H,O, u reakciji koju katalizuju enzimi ER
oksidoreduktin i disulfid izomeraza (Ozgur i sar., 2014). Takode, u ER nastaje i O, pri reakciji
NADPH citohrom-P450 reduktaze sa molekulom citohroma-P450 (Saleem i sar., 2021). ROS u
citoplazmi nastaju dejstvom aldehid oksidaze (AO) i ksantin dehidrogenaze (XDH) (Sharma i sar.,
2012; Saleem i sar., 2021).

ROS imaju dvostruku ulogu u biljnim ¢éelijama: pri niskim koncentracijama predstavljaju
signalne molekule, dok u visokim koncentracijama ROS uzrokuju lipidnu peroksidaciju, oksidaciju
proteina, oSte¢enje nukleinskih kiselina, inhibiciju enzima, i aktivaciju programirane Celijske smrti
(Sharma i sar., 2012; Oldenburg i Bendich, 2015; Carvalho i sar., 2018a ). Za razliku od biotickog
stresa u kome ROS predstavljaju odbrambeni odgovor koji dovodi do programirane Celijske smrti
zarazenih celija, uloga ROS u vodnom stresu tek treba da se razjasni (Carvalho, 2008). Kako bi se
odrzala celijska redoks homeostaza biljke poseduju antioksidativni sistem koji se sastoji iz
enzimske i neenzimske komponente. Antioksidativni sistem ucestvuje u percepciji, eliminaciji i/ili
neutralizaciji visoke koncentracije ROS (Halliwell, 2006; Das i Roychoudhury, 2014; Liebthal i
sar., 2018).

1.2.1. Reaktivne vrste kiseonika (ROS) - tipovi, izvori i osobine

Nastanak ROS najbolje se moze shvatiti kada se upozna osnovna hemijska priroda
kiseonika. Atmosferski kiseonik u svom osnovnom stanju ima dva nesparena elektrona sa
paralelnim spinom (triplet kiseonika), tako da kiseonik nije reaktivan u odnosu na vecinu organskih
molekula (Slika 8). Molekul kiseonika ne moze da reaguje sa dvovalentnim reduktantima, osim u
slu¢aju kada ovi reduktanti poseduju dva nesparena elektrona sa paralelnim spinom, koji je suprotan
spinu elektrona kiseonika. Tako je naj¢e$¢i mehanizam redukcije kiseonika u biohemijskim
reakcijama povezan sa prenoSenjem samo jednog elektrona, Sto znaci da molekul kiseonika mora da
se aktivira pre nego Sto se ukljuci u reakcije sa organskim molekulima (Tabela 1.).
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Slika 8. Luisove formule tripleta kiseonika (*0,) i ROS. Obojeni crni kruZzuéi predstavljaju sparene
elektrone, dok providni kruzi¢i predstavljaju nesparene elektrone (preuzeto i modifikovano iz
Hasanuzzaman i sar., 2020).

Aktivacija molekula kiseonika moze da se odvija na dva na¢ina. Apsorpcijom odredene
koli¢ine energije, koja je dovoljna da promeni spin jednog od nesparenih elektrona, molekul
kiseonika prelazi u singlet stanje (*O,), u kome elektroni imaju suprotne spinove. Singlet kiseonik
moze da ulestvuje u reakcijama koje ukljucuju istovremeni prenos dva elektrona, pa singlet
kiseonik pokazuje mnogo izrazeniju reaktivnost sa organskim molekulima u odnosu na svoje triplet
stanje. Kod biljaka koje vrSe fotosintezu dolazi ¢esto do formiranja 'O, u fotosistemima, a osnovna
metabolicka uloga ovog reaktivnog molekula povezana je sa procesom polimerizacije lignina.
Medutim, 'O, se u biljkama moze formirati i zbog izmena u funkcionisanju enzima ili sistema za
transport elektrona, odnosno, kao rezultat metabolickih promena u uslovima stresa (Slater i sar.,
2008). Singlet kiseonika nastaje kao posledica prenosa energije sa tripletnog pobudenog stanja
hlorofila tokom fotosinteze na molekularni kiseonik (O.), $to moze dovesti do oste¢enja PSIL. 'O, je
izuzetno reaktivan radikal, sa kratkim vremenom raspada 4-100 ps, koji moze da reaguje sa
razli¢itim biolo§kim molekulima, dovode¢i do lipidne peroksidacije (LP) membrana, oksidacije
proteina i nukleinskih kiselina (Mittler, 2017). Antioksidativna jedinjenja kao $to su pB-karoten, a-
tokoferol mogu da ga eliminisu (Krieger-Liszkay i sar., 2008).

Drugi mehanizam za formiranje ROS je proces postepene, monovalentne redukcije
kiseonika. Tako nastaju superoksid anjon radikal (O,"), vodonik peroksid (H,O) i hidroksil radikal
(HOe):

O, +e-— 02._
205e- + 2e- + 2H+ — Hy0, + Oy
H202 + e- + H+ e HO' + HZO

HO- + e- + H+ — H,O
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Tabela 1. Podela ROS. Tipovi, izvori i osobine (preuzeto i modifikovano iz Mittler, 2017).

Vreme ) . Nadin
Migracija Nacin delovanja Mesto nastanka L
poluraspada neutralisanja

Singlet Oksidacija lipida, proteina Membrane, Karotenoidi i

1
kiseonika (*O,) DNK. hloroplasti, jedro a-tokoferol

] Apoplast,
. Reaguje sa Fe-S . SOD,
Superoksid o hloroplasti, o
proteinima. . B flavonoidi,
(0,) . . mitohondrije,
Dismutazom nastaje H,O,. ) ] askorbat. ..
peroksizomi

Reaguje sa proteinima

. napadajudi cisteinske i Peroksizomi,
Vodonik pacalt ) CAT, POX,
. metioninske ostatke. hloroplasti,
peroksid >]um ) o . ) B askorbat,
Reaguje sa proteinima koji mitohondrije, .
(H,0,) . glutation
sadrze hem grupu. citoplazma, apoplast

Reaguje sa DNK.

Ekstremno reaktivan sa
Hidroksil svim biomolekulima: - Flavonoidi,
S Fentonova reakcija .
radikal (OH) DNK, RNK, lipidi i prolin, askorbat

proteini.

Superoksid radikal (O2") je najcesce prvi ROS koji se stvara u uslovima oksidativnog stresa
I njegov nastanak povezan je sa elektron transportnim lancima (ETC — eng. electron transport
chains). Najveci izvori O,” u biljnoj ¢eliji su mitohondrije (kompleksi I i Il) i hloroplasti (PSI i
PSII) (Noctor i sar., 2006; Sharma i sar., 2012). O," se proizvodi i u drugim organelama kao $to su
peroksizomi i glioksizomi, pa ¢ak i u ¢elijskom zidu (Gill i Tuteja, 2010). Superoksid radikal se
klasifikuje kao umereno reaktivan radikal, sa kratkim vremenom poluraspada, malom
pokretljivoséu usled negativnog naelektrisanja i nemoguénoscu da prolazi kroz bioloske membrane
(Demidchik, 2015). O," ne moze direktno da reaguje sa organskim makromolekulima, i njegova
toksi¢nost je vezana za mogucénost da redukuje Fe** u Fe**, koji kasnije moze da intereaguje sa

kao Haber-Vajsova (Haber-Weiss), i Fentonova reakcija (Cuypers i sar., 2016):

0, + Fe'' — O, + Fe®* (Haber-Vajsova reakcija)

Fe?* + H,0, — HO+ + OH+ Fe** (Fentonova reakcija).

H20, i Oy se smatraju primarnim ROS, sa razlikom §to H,O, moze da dovede do ozbiljnijih
oksidativnih oStecenja zbog svoje vece stabilnosti u odnosu na O~ (Sharma i sar., 2012). H,0,
nastaje na elektron transportnim lancima mitohondrija i hloroplasta, u procesu fotorespiracije i -
oksidacije masnih kiselina u peroksizomima (Sharma i sar., 2012; Mittler, 2017). Poliamin oksidaze
(PAOs), enzimi iz metabolizma poliamina (PA) takode oslobadaju H,O, kao jedan od nusproizvoda
u apoplast (Handa i sar., 2018) i verovatno u peroksizome (Hao i sar., 2018). Velika toksi¢nost
H,0, moze da se objasni njegovom hemijskom prirodom: nema nesparene elektrone i vreme
poluraspada je dugo, pa moze da prolazi kroz bioloske membrane i da difunduje na veca rastojanja
¢ime uvecava potencijalna mesta delovanja (Gupta i sar., 2015). Enzimi Kalvinovog ciklusa su
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jako osetljivi na H,0; i visoka koncentracija ovog ROS moze direktno da smanji asimilaciju CO;
(Scandalios, 2005).

Hidroksil radikal (OH') je najstetnija I najreaktivnija vrsta ROS, koja nastaje kao proizvod
Haber-Vajsove reakcije usled interakcije superoksid radikala i H,O,, u prisustvu jona metala koji
imaju sposobnost redukcije kao §to su Cu®* i Fe** (Cuypers i sar., 2016). Hidroksil radikal ima
kratko vreme poluraspada, oko 1ns (Mittler, 2017) i mesta reakcije su na mestima njegovog
nastanka (Sharma i sar., 2012). Njegove hemijske osobine uzrokuju veliku reaktivnost Sto za
poseldicu ima visoku toksi¢nost. OH moze da osteti sve organske molekule, uprkos kratkom
vremenu poluraspada, zbog nepostojanja enzimskih mehanizama antioksidativnog sistema
odgovornih za njegovu degradaciju i metabolizam. Tako da nije slucajnost $to visoka koncentracija
OH' dovodi do programirane celijske smrti (Gill i Tuteja, 2010; Sharma i sar., 2012; Demidchik,
2015).

Aktivne vrste kiseonika su sposobne da reaguju sa svim tipovima biomakromolekula
(Grassmann i sar., 2002). Mogu da uzrokuju lipidnu peroksidaciju, mutacije DNK, razgradnju
hlorofila, inaktivaciju enzima. Na primer, O, moZe da deluje na DNK i da oksiduje nukleotidne
bazne parove formirajuci 8-okso guanin koji dovodi do transverzija G-T u G-A a koje predstavlja
mutaciju DNK, dok na proteinima vr$i oksidaciju triptofanskog ostatka (Radoj¢i¢, 2006). Medutim,
treba naglasiti da ROS imaju znacajnu ulogu u odbrani organizma od raznih patogena, u signalnom
putu tokom biotickog i abioti¢kog stresa, kao i tokom apoptoze (Danon i sar., 2000).

1.2.2. Antioksidativni sistem

Kako bi odrzavale ¢elijsku redoks homeostazu biljke poseduju antioksidativni sistem Koji
ucestvuje u detekeiji, eliminaciji i/ili neutralizaciji ROS, a koji se sastoji od neenzimske i enzimske
komponente (Slika 9.) (Liebthal i sar., 2018).

ANTIOKSIDATIVNI SISTEM

[ NEENZIMSKA KOMPONENTA J [ ENZIMSKA KOMPONENTA ]

e

) o
o) Con

Slika 9. Osnovne komponente antioksidativnog sistema.
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Neenzimska komponenta antioksidativnog sistema ukljucujeveliki broj molekula i
metabolita male molekulske mase kao $to su: glutation (GSH), askorbinska kiselina (vitamin C),
fenolna jedinjenja i prolin, koji mogu da neutraliSu, uklone i/ili transformisu ROS. Na taj nacin
omogucavaju uspostavljanje homeostaze ROS kako bi se odrzala ¢elijska redoks ravnoteza kod
biljaka koje su pod stresom (Mittler, 2017; Carvalho i sar., 2018a). Efikasnost neenzimske
komponente antioksidativnog sistema zavisi od vise faktora, kao §to su tip stresa, duzina trajanja i
intenzitet stresa, kao i od biljne vrste (Carvalho i sar., 2018b; Borges i sar., 2018).

Veliki broj autora smatra da prolin (Pro) moze da deluje kao antioksidant tako $to eliminise
OH' (Sharma i Dietz, 2006; Hayat i sar., 2012; Signorelli i sar., 2014). Pretpostavlja se da prolin
eliminiSe OH" tzv. ciklusom Pro-(P5C)-Pro (Slika 10.). Prolin eliminiSe OH' uklanjaju¢i vodonikov
atom na C5, zatim dolazi do uklanjanja jo$ jednog vodonikovog atoma ¢ime se eliminiSe jo$ jedan
OH, nastaje P5C od koga ponovo nastaje Pro zahvaljuju¢i PSCR/NADPH enzimskom sistemu
(Signorelli i sar., 2014).

OH » Pro°

Pro

Slika 10. Pro-P5C-Pro ciklus (preuzeto iz Signorelli i sar., 2014).

Glutation (GSH) je tripeptid koji moze hemijski da reaguje sa O,", OH i H,O, i tako
funkcioniSe kao direktni ,,Cista¢* radikala, a takode moze biti 1 kofaktor odredenih antioksidativnih
enzima (Sharma i sar., 2012). GSH je neophodan i za regeneraciju askorbinske kiseline, s obzirom
da je supstrat za dehidroaskorbat reduktazu (DHAR) (Foyer i Noctor, 2005). Odnos izmedu
redukovanog GSH i oksidovanog glutationa (GSSG), koji se sakuplja prilikom reakcije GSH sa
razli¢itim oksidansima, pokazuje u kakvom je redoks stanju ¢elija. Ako je odnos GSH/GSSG visok,
glutation je redukovan (GSH), nivo oksidativnog stresa je nizak. Ukoliko je odnos GSH/GSSG
visok, glutation je oksidovan (GSSG) a ¢elija, odnosno organizam je u stanju oksidativnog stresa
(Gill i Tuteja, 2010).

Askorbinska kiselina (AsA), poznatija kao vitamin C, predstavlja najzastupljeniji
antioksidativni metabolit u biljnim ¢elijama (Smirnoff, 2008). Moze direktno da reaguje sa
razli¢itim ROS molekulima, neutraliSuci toksi¢an efekat 102, 0O," i OH, a moze da bude i donor
elektrona u enzimskim reakcijama dovode¢i do smanjenja HO, reguju¢i preko askorbat
peroksidaze (APX; EC 1.11.1.11) (Smirnoff, 2008; Gill i Tuteja, 2010; Sharma i sar., 2012). AsA se
nalazi u razli¢itim ¢elijskim delovima, a najzastupljenija je u hloroplastima 30-40% (Gill i Tuteja,
2010).

Karotenoidi predstavljaju klasu lipofilnih jedinjenja i najzastupljeniji su pigmenti u prirodi
(Nisar i sar., 2015). Podeljeni su na dve klase: prvu klasu ¢ine karoteni u koje spadaju npr. -
karoten i likopen, a drugu klasu ¢ine ksantofili kao §to su lutein i zeaksantin (Havaux, 2014).
Karotenoidi imaju primarnu fotoprotektivnu funkciju u hloroplastu. Kao pigmenti koji ulaze u
antena komplekse, u bliskoj su vezi sa ekscitiranim hlorofilom. Prilikom vodnog stresa energija
pobudenog hlorofila prelazi na karotenoid koji ne moze da prede u pobudeno stanje, ve¢ otpusta
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energiju kao toplotu. Na taj nacin se skra¢uje vreme zivota singleta hlorofila, ne dolazi do stvaranja
0, &ime se sprecava produkcija ROS i nema neZeljenih efekata. Ovaj proces se naziva termalno
rasipanje energije (Neskovi¢ i sar., 2010). U optimalnim okolnostima spoljasnje sredine za datu
biljnu vrstu, karotenoidi koji su sastavni deo antena pigmenta PSI i PSII, apsorbuju talasne duzine
od 400-550 nm i tu energiju prenose na hlorofile pa predstavljaju pomoc¢ne fotosintetske pigmente.
Karotenoidi imaju i strukturnu ulogu jer su zna¢ajna komponenta nephodna za stabilnost i izgradnju
PSI (Gill i Tuteja, 2010).

Flavonoidi su klasa sekundarnih metabolita i pripadaju grupi fenolnih jedinjenja koje
proizvode samo biljke (Agati i Tattini, 2010; Pollastri i Tattini, 2011). Antioksidativni kapacitet
flavonoida je posledica njihove direktne interakcije sa ROS (najéesce 0, i H,0,), ali i moguénosti
da budu supstrati razli¢itim peroksidazama (Pourcel i sar., 2007).

a-tokoferol predstavlja najzastupljeniji izomer tokoferola, i ima najvecu antioksidativnu
aktivnost (Blokhina i sar., 2003; Foyer i Noctor, 2003). Narocito je aktivan u tilakoidnim
membranama gde direktno reguje sa 'O, i OH;, a takode i sa nekim lipidnim radikalima nastalim
oksidacijom polinezasi¢enih masnih kiselina, ¢ime sprecava LP (lipidnu peroksidaciju).

Zajedno sa neenzimskim komponentama antioksidativnog sistema, enzimske komponente
pruzaju kompleksan zaStitni mehanizam koji odrzava ROS homeostazu kako bi se izbegla
oksidativna osteéenja biljnih ¢elija i kako bi se omogucilo razvice biljaka (Mittler, 2017). Enzimski
deo antioksidativnog sistema ¢ine: superoksid dismutaze (SOD; EC 1.15.1.1), katalaze (CAT; EC
1.11.1.6), askorbat peroksidaze (APX; E.C.1.1.11.1 ), monodehidroaskorbat reduktaze (MDHAR,;
E.C.1.6.5.4), dehidroaskorbat reduktaze (DHAR; M.C.1.8.5.1), glutation reduktaze (GR;
E.C.1.6.4.2) i gvajakol peroksidaze (GPOX; EC 1.11.1.7).

Superoksid-dismutaza (SOD; 1.15.1.1) je enzim kojije univerzalno rasprostranjen u
aerobnim organizmima, gde predstavljaprvu liniju odbrane protiv oksidativnog stresa (Gratdo i sar.,
2015). SOD Kkatalizuje dismutaciju O, u H,O, i molekularni kiseonik. Na taj na¢in vrsi
detoksifikaciju O," i reguliSe nivoe Oy i Hy0,, onemogucéavajuéi toksi¢nost povezanu sa Oy”
(Abouzari i Fakheri, 2015). SOD ima mogucénost da reguliSe proizvodnju OH' koji nastaje u
Fentonovoj reakciji usled uklanjanja O,~ (Gupta i sar., 2018). SOD se klasifikuje kod visih biljaka u
tri klase na osnovu tipa metala koji se nalazi u aktivnom centru enzima: Cu/ZnSOD, MnSOD i

dok Cu/ZnSOD ima dva metalna jona u svojoj strukturi, i u odnosu na druge dve klase razlikuje se
po hemijskim i fizickim osobinama (Scandalios, 2005). Svi SOD izoenzimi su kodirani genima
jedarne DNK i nakon translacije se transportuju do ciljnih ¢elijskih organela (Pan i sar., 2006).
Smatra se da je kod biljaka najzastupljenija Cu/ZnSOD izoforma, iako broj i zastupljenost
izoenzima zavisi od biljne vrste i uslova sredine (Gill i Tuteja, 2010). SOD izoenzimi se nalaze u
razli¢itim delovima c¢elije: Cu/ZnSOD je generalno prisutan u citoplazmi, hloroplastima,
peroksizomima 1 apoplastu; MnSOD je obi¢no prisutan u mitohondrijalnom matriksu, a FeSOD se
najéesce nalazi u hloroplastima (Gill i Tuteja, 2010).

Peroksidaze predstavljaju grupu razlic¢itih enzima koji su prisutni u biljnim celijama i
ucestvuju u unutarcelijskoj detoksifikaciji H2O, oksidacijom razli¢itih hemijskih supstrata (Bela i
sar., 2015). Pored uloge u antioksidativnoj odbrani, peroksidaze su ukljucene i u druge celijske
procese kao §to su kontrola rasta celija, mehanizmimi odbrane protiv patogenih infekcija i imaju
bitnu ulogu u metabolizmu auksina i etilena (Cosio i Dunand, 2009). Gvajakol-peroksidaze
(GPOX) su enzimi koji se nalaze kod svih organizama, dok su u biljkama naj¢eée prisutni u
vakuolama, citoplazmi i ¢elijskom zidu (Sharma i sar., 2012). Kao i ostale peroksidaze, GPOX
regulisu nivo unutaréelijskog H,O, koristeci razli¢ita organska jedinjenja kao supstrate, kao $to su
npr. gvajakol ili pirogalol (Gill i Tuteja, 2010). Pored uloge u antioksidativnoj odbrani, GPOX
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ucestvuju u jo$ nekoliko bitnih biosintetickih puteva, kao Sto su lignifikacija ¢elijskog zida,
katabolizam indolsir¢etne kiseline i biosinteza etilena (Sharma i sar., 2012; Soares i sar., 2019).

Katalaze su enzimi koji se sastoje iz Cetiri subjedinice od kojih svaka sadrzi hem prosteticku
grupu, prisutni su kod skoro svih organizama i prvi je antioksidativni enzim koji je otkriven i
funkcionalno okarakterisan (Sharma i sar., 2012). Katalaze su odgovorne za detoksifikaciju H,O, u
¢eliji i prvode ga u H,O i O,. U biljnim cCelijama CAT se nalaze na mestima stvaranja H,O,,
najces¢e U peroksizomima (Soares i sar., 2019). Podeljene su na tri klase u odnosu na mesto
delovanja: klasa I se nalazi u fotosintetickom tkivu; klasa II se uglavnom nalazi u vaskularnom
tkivu, a klasa Il je prisutna u semenima i u ranim fazama razvica klijanaca (Soares i sar., 2019).
Aktivnost katalaza mozZe da se inhibira sa O, pa se Cesto deSava da su CAT neaktivne kada je
koncentracija O, visoka (lannone i sar., 2015; Borges i sar., 2018., Soares i sar., 2019).

1.2.3. Posledice oksidativnih oStec¢enja

ROS molekuli su izuzetno reaktivni i mogu da reaguju sa svim organskim molekulima
(proteini, nukleinske kiseline, lipidi i ugljenihidrati). Ukoliko c¢elijski odbrambeni odgovor nije
snazan da se izbori sa intenzivnom proizvodnjom ROS, dolazi do oksidacije lipida i proteina,
inhibicije enzima, citogenotoksi¢nosti §to na kraju dovodi do programirane ¢elijske smrti (Slika 11)
(Gill i Tuteja, 2010; Sharma i sar., 2012; Mittler, 2017).
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Slika 11. Posledice oksidativnog stresa kod biljaka (preuzeto i modifikovano iz Hasanuzzaman i
sar., 2020).
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Lipidna peroksidacija (LP) predstavlja kaskadu biohemijskih reakcija koja zapocinje
reakcijom ROS sa nezasi¢enim masnim kiselinama (Slika 12.) koje se nalaze u citoplazmati¢nim
membranama ili membranama organela. Lipidna peroksidacija ugrozava integritet, fluidnost i
selektivnost membrana stvaraju¢i lipidne radikale koji uvecavaju oksidativna oste¢enja (Gil i
Tuteja, 2010; Sharma i sar., 2012; Anjum i sar., 2015; Halliwell i Gutteridge, 2015; Wang i sar.,
2017). Lipidna peroksidacija obuhvata tri faze: inicijaciju, propagaciju i terminaciju. U toku
inicijacije lipidne peroksidacije, razliiti ROS (najces¢e OH', i O;") vezuju H atom iz
polinezasi¢enog lanca masnih kiselina, formirajuci lipid alkil radikal (Anjum i sar., 2015). Lipid
alkil radikal moze da reaguje sa molekularnim kiseonikom stvarajuci lipid peroksi radikal koji
uklanja vodonikove atome lateralnih lanaca susednih polinezasi¢enih masnih kiselina (faza Il —
propagacija LP). U fazi terminacije dolazi do sjedinjavanja dva radikala ¢ime se prekida reakcija,
ali nastali produkti mogu biti reaktivni sami po sebi. Lipidni peroksid se moze transformisati U
nekoliko hemijski aktivnih jedinjenja kao $to su MDA (malondialdehid), alkani, lipidni epoksidi 1
alkoholi (Gill i Tuteja, 2010; Sharma i sar., 2012). Alkoksi radikal (RO’), peroksi radikal (ROO),
lipidni hidroperoksidi (ROOH), toksi¢ni aldehidi (kao §to je MDA) predstavljaju nove ROS Kkoji
stupaju u rekaciju sa lipidima pospesujuéi fazu propagacije LP. Oni dolaze u kontakt i sa ostalim
molekulima: proteinima, nukleinskim kiselinama i Secerima, dovode¢i do njihove oksidacije,
fragmentacije, kao i do nastanka lipooksidacijskih i glikozilacijskih produkata (Anjum i sar., 2015).
LP se smatra znakom da je doslo do oksidativnog oStecenja biljne ¢elije. Intenzitet LP se procenjuje
kvantifikacijom proizvoda lipidne peroksidacije, odnosno kvantifikacijom MDA (Soares i sar.,
2019).

LH+OH®* ——> L*+ H,0

Lipid Lipid alkil radikal Inicijacija
I 4 Oy > LOO*
Lipid peroksi radikal
LOO*+ LH—> LOOH + L*
Lipidni peroksid
LOOH ——> LO* —> Epoksidi Propagacija

Hidro-peroksidi
Glikol, aldehidi
[Pt =Lt =

Dimer masne kiseline

L*+ LOO* — > LOOL

Peroksidni dimer masne kiseline > TermlnaC1J 4

LOO®+ LOO®* —> LOOL + 0,
Peroksidni dimer masne kiseline _/

Slika 12. Lipidna peroksidacija u ¢elijskim membranama biljaka — potencijalni izvor ROS kod
biljaka (preuzeto i modifikovano iz Gill i Tuteja, 2010).
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1.3. Salicilna kiselina

Salicilna kiselina (SA) je fenolno jedinjenje koje ucestvuje u regulaciji rastenja i razvica
biljaka, kao i u njihovom odgovoru na variranje bioti¢kih i abiotickih faktora stresa (Slika 13.)
(Khan i sar., 2015).

OH

OH

Slika 13. Struktura salicilne kiseline (sinonim: orto-hidroksi benzoeva kiselina): C¢H4(OH)CO,H.

SA ucestvuje u regulaciji bitnih fizioloskih procesa kao Sto su: fotosinteza, metabolizam
azota, metabolizam Pro, proizvodnja glicinbetaina, aktivacija antioksidativnih sistema. SA
ucestvuje i u odrzavanju vodnog balansa biljaka pri vodnom stresu (Miura i Tada, 2014; Khan i sar.,
2015). Prema literaturnim podacima SA se moze primeniti na biljkama: potapanjem semena u SA,
dodavanjem SA u hranljivi rastvor ili prskanjem listova, a dovodi do aktivacije mehanizama
otpornosti na abioticki stres (Khan i sar., 2015). Uticaj SA na biljke zavisi od biljne vrste, stadijuma
razviéa biljke, primenjene koncentracije i nacina primene. Obi¢no, primena SA U nizim
koncentracijama uti¢e povoljno na biljne fizioloske procese koji su SA posredovani, dok primena
SA u visokim koncentracijama ima negativno dejstvo na iste fizioloske procese (Khan i sar., 2015).
Utvrdeno je da SA aktivira nekoliko gena odgovornih za sintezu proteina toplotnog stresa,
antioksidativnih enzima, kao i enzima koji u€estvuju u sintezi sekundarnih metabolita kao $to su
sinapil alkoholna dehidrogenaza, cinamil alkoholna dehidrogenaza (Jumali i sar., 2011; Khan i sar.,
2015).

1.3.1. Biosinteza i metabolizam SA

SA je prirodni derivat cimetne kiseline, meduprodukt u putu Sikiminske kiseline u kojem
nastaje veliki broj fenolnih jedinjenja. Sinteza SA u biljkama se vr$i preko dva biosintetska puta
PAL i IHS (Slika 14.) koji zapocinju od horizmata kao primarne komponente za sintezu SA. PAL
biosintetski put se oznacava po enzimu fenilalanin amonijum lijaza, dok je IHS oznaka za
izohorizmat sintazu (Lefevere i sar., 2020). Znacaj ova dva biosintetska puta je razliCit kod
razli¢itih biljaka. Kod A. thaliana sinteza SA je znacajnija preko IHS puta, PAL biosintetski put je
dominantniji kod pirin¢a, dok su kod soje podjednako zastupljena oba puta (Lefevere i sar., 2020).

IHS biosintetski put za sintezu SA pocinje od horizmata (Slika 14.A) koji se konvertuje u
izohorizmat (IH) pomoc¢u IHS (Catinot i sar., 2008; Hao i sar., 2018). Ovaj biosintetski put je prvi
put otkriven kod bakterija. Broj IHS homologa je ograni¢en u okviru biljnog genoma i vecina
biljaka ima jednu ili dve genske kopije. Nastanak SA iz IH je kod biljaka je najverovatnije rezultat
enzimske konverzije ali tacan biohemijski put jos uvek nije poznat (Rekhter i sar., 2019; Torrens-
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Spence i sar., 2019). IHS biosintetskim putem se kod biljaka sintetiSe SA pri odbrani od patogena,
Sto je i utvrdeno kod A. thaliana (Nawrath i Metraux, 1999). Medutim, u biljakama je do danas
identifikovan samo jedan gen koji kodira za enzim ovog biosintetskog puta i to za fenilpiruvat
aminotransferazu (PPY-AT) koja vrsi konverziju fenilpiruvata u fenilalanin (Slika 14.B) (Qian i

sar., 2019).
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Upitnikom su obelezeni neidentifikovani proteini. Enzimi su predstavljeni plavim kvadrati¢ima i
obelezeni skacenicama: IHS — izohorizmat sintaza; HM — horizmat mutaza; PAL — fenilalanin
amonijum lijaza; AIM1 — abnormal inflorescence meristeml; BA2H — benzoil-2-hidroksilaza;
EDS5 — eng. Enhanced Disease Susceptibility 5; PBS3 — eng. avrPphB Susceptible 3; EPS1 — eng.
Enhanced Pseudomonas Susceptibility (preuzeto i modifikovano iz Lefevere i sar., 2020). B.
Pretpostavljeni nacini biosinteze fenilalanina u biljkama. Enzimi 1 transporteri koji jos uvek nisu
poznati su obeleZeni upitnikom ili sivim pravougaonicima. ADH — arogenat dehidrogenaza, ADT —
arogenat dehidrataza, AS — antranilat sintaza, pCAT — plastidni trasporter aminokiselinskih katjona,
HM — horizmat mutaza, PDT — prefenat dehitrataza, PPA — AT-prefenat aminotransferaza, PPY —
AT-fenilpiruvat aminotransferaza, TAT — tirozin aminotranferaza (preuzeto i modifikovano iz Qian
i sar., 2019).

Horizmat mutaza (HM) je jedan od klju¢nih enzima biosinteze SA i odgovorna je za
konverziju horizmata u prefenat (Slika 14.A). Na Slici 14.B prikazani su pretpostavljeni nacini i
mesta biosinteze fenilalanina (Phe) ¢ijom enzimatskom konverzijom se dobija SA u PAL
biosintetickom putu. Nije poznato da li fenilalanin nastaje u hloroplastima i/ili citoplazmi posto
postoje i hloroplastne i citoplazmaticne HM. U hloroplastima prefenat delovanjem prefenat
aminotransferaze (PPA-AT) prelazi u arogenat. Arogenat je supstrat za arogenat dehidrogenazu
(ADH) pri ¢emu nastaje tirozin (Tyr) ili za arogenat dehidratazu (ADT) kada nastaje Phe. U
citoplazmi prefenat najverovatnije prvo dekarboksilacijom/dehidratacijom prelazi u fenilpiruvat koji
zatim prelazi u Phe transaminacijom (Slika 14.B) (Qian i sar., 2019). PAL konvertuje Phe u trans-
cimetnu kiselinu (tCA) i okarakterisan je u brojnim biljnim vrstama (Reichert, 2009). Enzim koji
katalizuje slede¢u reakciju, konverziju trans-cimetne kiseline (tCA) u benzoevu kiselinu (BA), je
AIM1 (eng. abnormal inflorescence meristeml). Poslednji korak u konverziji BA u SA je
katalizovan verovatno benzoil-2-hidroksilazom (BA2H), enzimom koji jo$ nije identifikovan,
najverovatnije zbog velikog broja enzima koji bi mogli da katalizuju datu reakciju (Slika 14.A)
(Lefevere i sar., 2020).

1.3.2. Modifikacije SA

Nakon sinteze u biljnim c¢elijama, SA se moze modifikovati glikozilacijom, metilacijom,
sulfonacijom, konjugacijom aminokiselinama i hidroksilacijom (Slika 15.). Modifikacije najcesce
inaktiviraju SA 1 sluze za privremeno skladiStenje SA (Ding i Ding, 2020). SA se glikozilacijom
deaktivira i omogucava se skladistenje vecih koli¢ina u vakuoli. Metilacija deaktivira SA, pri cemu
nastaje metil salicinat (MeSA) koji lakSe prolazi kroz c¢elijsku membranu pa se na taj naéin
omogucava transport SA na vecu udaljenost u odnosu na mesto sinteze. Aminokiselinskom
konjugacijom najverovatnije dolazi do razgradnje SA (Dempsey i sar., 2011).
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Slika 15. Modifikacije SA (preuzeto i modifikovano iz Dempsey i sar., 2011).

SA moze da se konvertuje u dva derivata glikozilacijom (Slika 15.): SA glikozid (SAG: SA
2-O-B-D-glikozid) i SGE (Salicilat glikozni estar). Kod biljaka je ¢esc¢a glikozilacija u kojoj nastaje
SAG i do nje dolazi konjugacijom hidroksilne grupe SA glukozom. SGE nastaje rede i to
konjugacijom karboksilne grupe SA glukozom. SAG i SGE su neaktivne forme SA koje se skladiste
u vakuoli i smatra se da hidrolizom mogu ponovo dati SA kada je neophodno da se koncentracija
SA u ¢eliji poveca. Sam mehanizam hidrolize i enzimi koji u njima ucestvuju jo$ uvek nije poznat.
Kod biljaka najverovatnije u tome ucestvuje jo§ uvek neidentifikovana hidrolaza glukoze ili -
glikozidaza (Ding i Ding, 2020).

Karboksilna grupa SA moze biti metilovana pomocu S-adenozil-L-metionin zavisne
metiltransferaze (SAM-MT) kod biljaka, ¢ime nastaje metil salicilat (MeSA) (Slika 15.). Sli¢no kao
i glikozilacija, metilacija inaktivira SA, ali MeSA ukoliko je neophodno moze da se brzo konvertuje
u aktivan oblik pomo¢u metil-trantsferaza (MES) (Vlot i sar., 2008, Park i sar., 2007).

SA moze da se modifikuje konjugacijom aminokiselinama (AA konjugacija). Familija
glikozid hidrolaza (GH3) vrsi konjugaciju aminokiselina razli¢itih biljnih regulatora rastenja sa
razli¢itom preferencijom prema odredenim aminokiselinama. Kod biljaka je konjugacija SA sa
asparaginskom kiselinom (Asp) najcesc¢a i1 kao proizvod se dobija saliciol-L-aspartat (SA-Asp)
(Bourne i sar., 1991). Konjugacija SA aminokiselinama takode inaktivira SA.

Sulfonacijom SA nastaje SA-2-sulfonat (Slika 15.). Ova metabolicka modifikacija
katalizovana je sulfotransferazama (SOT). Donor sulfonatne grupe je obi¢no koenzim 3'-
fosfoadenozin-5"-fosfosulfat (PAPS) i krajnji proizvod reakcije, pored SA-2-sulfonata, je i 3'-
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fosfoadenozin-5"-fosfat (PAP) (Klein i Papenbrock., 2004). SA-2-sulfonat i drugi sulfonatni
derivati salicilne kiseline najverovatnije imaju ulogu u celijskoj signalizaciji §to je zaklju¢eno na
osnovu mutanata A. thaliana kod kojih se SOT ne sintetise (Gunal i sar., 2019).

Hidroksilacijom SA nastaju: 2,3dihidroksi-benzoeva kiselina (2,3-DHBA) i 2,5 dihidroksi-
benzoeva kiselina (2,5-DHBA). SA moze u in vitro uslovima da neutraliSe slobodne hidroksil
radikale bez posredstva enzima formirajuci jednu od dve navedene forme dihidroksi-benzoeve
kiseline (Chang i sar., 2008; Zhang i sar., 2017). Ove reakcije su reverzibilne. Obe DHBA se mogu
inaktivirati glikozilacijom sauridin difosfat-glikotransverazom (UGT89A2) (Chen i Li., 2017).

Biosinteza SA u biljnim ¢elijama u optimalnim koncentracijama je neophodna za normalno
funkcionisanje fizioloskih i biohemijskih procesa koji su pod kontrolom SA, ali dugotrajna visoka
koncentracija SA u citoplazmi biljnih ¢elija moZze imati Stetan uticaj. Zato je neophodan
mehanizam koji reguliSe i odrzava optimalnu koncentraciju SA u biljkama. SA se akumulira pri
stresu de novo biosintezom i najverovatnije aktiviranjem neaktivnih formi. Ekspresija gena koji su
zaduzeni za biosintezu SA je indukovana faktorima stresa (Seguel i sar., 2018).

1.3.3. Uticaj SA na fizioloske procese biljaka

SA kao endogeni regulator rastenja (fitohormon) uti¢e na regulaciju razli¢itih procesa u
biljkama kao $to su rast, razvice, transport jona i fotosinteza. Zajedno sa drugim biljnim hormonima
SA doprinosi ocuvanju stope rasta, odbrani od biotickih i abioti¢kih faktora stresa (Bidabadi i sar.,
2012).

SA se intenzivno proucava zbog njenog uticaja na: indukciju cvetanja kod zeljastih vrsta
(Martin-Mex i sar., 2005; Hegazi i EI-Shrayi, 2007), klijanje i formiranje klijanaca (Shakirova i sar.,
2003), stimulaciju rastenja korena (Singh i Usha, 2003), zatvaranje stoma i smanjenje transpiracije
(Hayat i sar., 2012), regulaciju gravitropizma, metabolizam azota, senescenciju (Hussein i sar.,
2007).

Uspesna reprodukcija skrivenosemenica oslanja se na cvetanje u odgovarajuéem delu sezone
I odgovaraju¢em razvojnom stupnju (Araki, 2001; Martinez i sar., 2004). Da bi biljke cvetale u
pravo vreme u sezoni, postoji velika i pazljivo regulisana mreza signalnih puteva. Primeceno je da
biljke koje su izloZene uslovima stresa mogu ranije da pokrenu proces cvetanja. Veliki broj faktora
moze da dovede do ranijeg cvetanja: infekcija patogenima, susa, ekstremne temperature 1 zracenje.
Ovi faktori stresa dovode do povecanja koncentracije nekoliko metabolita kao $to su etilen, ABA i
SA (Martinez i sar., 2004). Smatra se da SA moze da reguliSe cvetanje kod biljaka, ali tacan
mehanizam jo§ uvek nije poznat. Primena SA je dovela do indukcije cvetanja kod brojnih biljnih
vrsta kao S§to su krastavac, paradajz (Larqué-Saavedra i Martin-Mex, 2007), Carica papaya
(Martin-Mex i sar., 2005), Lemna (Cleland i Ajami, 1974). Razli¢ite biljne vrste kao §to je ukrasna
Sinningia speciosa cvetale su ranije u poredenju sa netretiranom kontrolom kada su listovi isprskani
rastvorom SA (Martin-Mex i sar., 2005). SA je ubrzala otvaranje cvetova kod Onicidium (Hew,
1987). Kod krastavca i paradajza plod je bio znacajno veci kod biljaka koje su prskane niskom
koncentracijom SA (Larque-Saavedra i Martin-Mex, 2007). Folijarna primena SA kod soje takode
je dovela do poboljSanja cvetanja (Kumar i sar., 1999; Hayat i sar., 2010).

26



1.3.4. Uloga SA u odgovoru na bioti¢ke faktore stresa

SA je biljni regulator rastenja koji ima vaznu ulogu u procesu prenosa signala i odgovoru na
virusnu, bakterijsku i gljiviénu infekciju kod mnogih biljnih vrsta (Ding i Ding, 2020). Raymond F.
White je 1979 prvi primetio da SA ima uticaj na otpornost biljaka prema patogenima, tako $to je
tretirao duvan aspirinom (acetil-SA), a potom ga izloZio mozai¢nom virusu duvana (TMV, eng.
Tomato mosaic virus) na koji je duvan inace osetljiv. Tretirani duvan je pokazao otpornost prema
TMV. Ovaj rezultat ukazao je da SA kod biljaka moze imati ulogu u povecanju otpornosti pri
infekciji patogenima (White, 1979). Ustanovljeno je kod kultivara duvana koji ima veéu otpornost
prema TMV, da sintetiSe vece koli¢ine endogene SA i proteina koji su povezani sa patogenezom,
neposredno nakon virusne infekcije (Malamy, 1990). Kod krastavca je takode utvrdeno da kod
kultivara koji imaju povecanu otpornost prema TMV dolazi do akumulacije SA u floemu u visokoj
koncentraciji neposredno nakon infekcije (Métraux i sar, 1990). Obe studije su pokazale da
endogena SA ima ulogu signala koji pokreé¢e odbranu i otpornost biljaka prema patogenima.

Vazan segment odgovora biljaka na bioticki stres je Sistemski steGena otpornost (SAR —
eng. Systemic Acquired Resistance). Ovaj termin prvi put je upotrebio Frank Ross 1961. god., kako
bi opisao indukovanu sistematsku otpornost duvana prema TMV. Infekcija biljke na jednom mestu
je bila je dovoljna da ograni¢i rast i Sirenje velikog broja patogena koji su inokulisani na drugom
mestu (u odnosu na primarno mesto infekcije) (Ross, 1961). SAR se obi¢no javlja nakon
hipersenzitivnog odgovora 1 moZe trajati mesecima. Smrt inficiranih ¢elija 1 mehanic¢ko izolovanje
patogena u jednom delu biljke (hipersenzitivni odgovor) indukuje u drugim delovima biljke reakcije
koje ¢e dovesti do aktivacije gena koji kodiraju za PR proteine i fitoaleksine. PR proteini se
indukuju nakon infekcije patogenima, ili nakon mehanickih povreda biljke koje nanose insekti. Oni
mogu biti razli¢iti proteoliticki enzmi koji nepovoljno uticu na digestivni trakt insekata ili enzimi
koji dovode do jacanja Celijskog zida, te na taj nacin Stite biljku od dalje infekcije.

SA verovatno predstavlja hemijski SAR signal, jer koncentracija SA naglo raste nakon
infekcije. Biljno tkivo koje je osteceno ili inficirano patogenom reaguje tako $to indukuje povecanje
koncentracije SA koja potom pokrece signalne reakcije, stimuliSe ekspresiju PR gena 1 aktivnost PR
proteina. U eksperimentima sa transgenim biljkama duvana koje su eksprimirale gene za
degradaciju SA (SA hidroksilaza) nije dolazilo do SAR reakcija nakon virusne, bakterijske ili
gljiviéne infekcije. Ovi rezultati ukazuju da je akumulacija SA esencijalna za SAR odgovor (Huang
i sar., 2020; Ding i Ding, 2020).

Iako ima znacajnu ulogu u SAR, SA najverovatnije nije mobilni signal koji pokre¢e SAR
odgovor biljaka u udaljenim delovima u odnosu na primarno mesto infekcije. MeSA se smatrao
SAR signalom kod duvana (Park i sar., 2007; Huang i sar., 2020), ali je utvrdeno kod A. thaliana da
nije neophodan za SAR odgovor (Attaran i sar., 2009; Huang i sar., 2020).

1.3.5. SA i tolerancija na abioticki stres

SA je biljni regulator rastenja i ima ulogu u toleranciji biljaka prema abiotickom stresu, koja
se intenzivno proucava U poslednjih nekoliko decenija. Veliki broj istrazivanja ukazuje da endogena
sinteza SA, kao i njena egzogena primena, povecavaju toleranciju biljaka prema stresu izazvanim
solima (Miura i Tada, 2014; Hasanuzzaman i sar., 2014; Nazar i sar., 2015; Tari i sar. 2015), susom
(Kang i sar., 2012; Alam i sar., 2013; Demiralay i sar., 2013; Miura i Tada, 2014), ekstremnim
temperaturama (Miura i Tada, 2014; Kumar i sar., 2015; Cingoz i Gruel., 2016; Singh i sar., 2016) i
drugim abioti¢kim faktorima (Singh i sar., 2015; Shakirova i sar., 2016; Islam i sar., 2016).
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Jo$ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni mehanizmi kako SA povecava toleranciju biljaka
prema abiotickim faktorima stresa. Pretpostavlja se da SA deluje tako $to uti¢e na sintezu osmolita,
vodni balans (zatvaranje stoma) i aktivnost antioksidativnog sistema (Kaur i sar., 2022) (Slika 16.).
SA ima ulogu i u zatvaranju stoma $to posredno dovodi do uticaja na efikasnost karboksilacije
RuBisCO enzima, a samim tim i na fotosintezu (Kaur i sar., 2022).

Abioticki stres
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Slika 16. Shematski prikaz mogucih mehanizama delovanja SA u indukciji tolerancije na abioticki
stres (preuzeto i modifikovano iz Kaur i sar., 2022). CDPK - Ca®‘/kalmodulin aktivira
kalcijum/kalmodulin zavisnu kinazu, IHS - izohorizmat sintaza, ROS - reaktivne vrste kiseonika,
GSH/GSSG — odnos izmedu redukovanog i oksidovanog glutationa.

Prilikom delovanja abiotickih faktora stresa dolazi do povecanja unutarcelijskog nivoa Ca®*
koji se vezuje za protein kalmodulin. Ca?*/kalmodulin aktivira kalcijum/kalmodulin zavisnu kinazu
(CDPK, eng. Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase) koja fosforilacijom aktivira TF kao §to je
CBP60g (kalmodulin vezujuéi transkripcioni faktor 60g). Biosinteza SA zavisna je od Ca?*, jer
kalmodulin vezujuéi transkripcioni faktor (CBP60g) kontrolisSe sintezu SA preko aktivacije
ekspresije gena IHS1 koji kodira za izohorizmat sintazu, jednog od enzima u biosintetskom putu SA
(Seyfferth i Tsuda, 2014; Kaur i sar., 2022) (Slika 16.).

Stome omogucavaju biljkama da regulisu unos CO; i transpiraciju. U uslovima vodnog
stresa stome se zatvaraju 1 na taj nain biljke smanjuju transpiraciju odnosno gubitak vode, ali
posto se tako smanjuje unos CO,, dolazi do smanjenja efikasnosti fotosinteze. Celije zatvaracice
reguliSu otvorenost stoma u zavisnosti od sredinskih uslova i biljnih regulatora rastenja. ABA ima
najznacajniju ulogu u regulaciji zatvaranja stoma prilikom vodnog stresa, ali pored ABA i drugi
biljni hormoni su takode ukljueni u zatvaranje stoma, poput SA (Miura 1 Tada, 2014). Do
zatvaranja stoma najverovatnije dolazi tako Sto vodni stres uzrokuje povecanje endogene
koncentracije SA koja potom dovodi do povecanja produkcije ROS u celijama zatvaraicama.
Egzogena primena SA takode povecava nivo ROS u ¢elijama zatvaraCicama, kao i akumulaciju
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Ca®*, §to dovodi do zatvaranja stoma. SA verovatno stimuliSe ekstracelularnu SHAM (eng.
salicylhidroxamic acid) — senzitivnu gvajakol peroksidazu (peroksidazu ¢elijskog zida) koja dovodi
do nagle akumulacije ROS u ¢elijama zatvaraCicama, S$to uzrokuje zatvaranje ulaznih jonskih
kanala za K* koje ¢e dovesti do zatvaranja stoma (Miura i Tada, 2014).

SA najverovatnije ima ulogu i u povecanju tolerancije biljaka prema vodnom stresu
povecavajuci sintezu osmotski aktivnih jedinjenja kao Sto je prolin (Khan i sar., 2015; Abbaspour i
Ehsanpour, 2020; Kaur i sar., 2022). SA posredovano povecanje sinteze prolina najverovatnije se
desava tako Sto SA za sada nepoznatim mehanizmom uti¢e na povecanje sinteze enzima P5CS 1 y-
glutamil kinaze koji u€estvuju u biosintetskom putu prolina i smanjuje aktivnost enzima koji vrse
degradaciju prolina kao §to je prolin oksidaza (Abbaspour i Ehsanpour, 2020; Kaur i sar., 2022).

SA i GSH imaju vaznu ulogu u prenosu signala koji aktiviraju antioksidativni odgovor
(Hasanuzzaman i sar., 2017b; Kaur i sar., 2020). Ako je endogena produkcija SA u biljkama visoka,
visi je i nivo GSH, odnos GSH/GSSG je veci, redoks Stanje ¢elije je optimalno i1 nivo oksidativnog
stresa je nizak (Herrera-Véasquez i sar., 2015, Kaur i sar., 2022). Blokiranje SA akumulacije dovodi
do smanjenja GSH/GSSG odnosa, 1 smatra se da se ¢elija, odnosno organizam nalazi u stanju
oksidativnog stresa (Kaur i sar., 2022). Obrnuto, biljke koje su GSH deficijentne (kod kojih nema
biosinteze GSH, GSH deficijentni mutanti), imaju i smanjenu sintezu IHS enzima, pa samim tim i
biosintezu SA.

Zanimljivo je da H,O, moze da dovede do poveéanja endogene koli¢ine SA u biljkama,
najverovatnije jer H,O, deluje kao katalizator reakcije u kojoj uc¢estvuje BA2H, a u kojoj dolazi do
konverzije benzoeve kiseline u SA (Kaur i sar., 2022). Medutim, egzogeno primenjena SA dovodi
do povecéanja koncentracije H,O, zbog moguénosti SA da se veze direktno za CAT i APX
inhibirajuci njihovo dejstvo, ¢ime se smanjuje razgradnja H,O, (Smirnoff i Arnaud, 2019; Kaur i
sar., 2022).

1.3.5.1.  Efekti egzogene primene SA na biljke

Visak soli u podlozi negativno utice, direktno ili indirektno, na morfoloske, fizioloske 1
biohemijske osobine biljaka. Kada su biljke izloZene dejstvu soli, na njih deluje osmotski i jonski
stres, ali i vodni i drugi stresovi koji iz njega proizilaze. Postoji veliki broj studija koje pokazuju
zastitnu ulogu SA pri delovanju stresa izavanog solima na biljke (Arfan i sar., 2007; Tari i sar.,
2015).

Kako bi pokazali da SA povecava toleranciju na stres soli Arfan i saradnici (2007) koristili
su dva varijeteta pSenice (Triticum aestivum) koja je gajena u uslovima in vitro. Jedan koji je
tolerantan na stres izazvan solima (S-24) i drugi koji je osetljiv na poveéanu zaslanjenost medijuma
(MH-97). U studiji su kori$¢ene razli¢ite koncentracije SA (0.25-1mM) koje su dodate u hranljivi
medijum, a stres izazvan solima je postignut dodatkom 150mM NaCl u hranljivi medijum. | SA i
NaCl su koris¢ene od samog pocetka eksperimenta, uz postojanje kontrole (u hranljivoj podlozi nije
bilo ni NaCl ni SA) a podaci su prikupljeni 30 dana nakon zasejavanja. Njihovi rezultati pokazali su
da nize koncentracije SA (0,25mM) dovode do smanjenja negativnog efekta soli na masu svezih 1
suvih izdanaka i korenova kod tolerantnog varijeteta dok je za senzitivni bila potrebna vecéa
koncentracija SA (0,75mM). Kori$¢enje egzogene SA u optimalnim koncentracijama za odredenu
biljnu vrstu moze da poveca tolerantnost na stres izazvan solima. Medutim, U sluc¢ajevima kada se
koriste visoke koncentracije SA, efekat moze biti Stetan i toksican za biljku (Nazar i sar. 2015;
Arfan i sar., 2007), dok jako niske koncentracije mogu imati mali ili nikakav efekat u
prevazilazenju stresa izazvanog solima (Tari i sar., 2015; Horvéth i sar., 2015). Koncentracija SA,
nacin i vreme primene SA, ali i trajanje stresa soli i fizioloski status same biljke, su bitni za efekat
SA u prevazilazenju stresa izazvanog solima.
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Veliki broj studija je pokazao znacajnu ulogu SA u povecanju tolerancije biljaka prema
vodnom stresu (Hayat i sar., 2008; Farooq i sar., 2010; Bidabadi i sar., 2012; Kang i sar., 2012;
Demiralay i sar., 2013; Alam i sar., 2013, Damalas, 2019).

Bosiljak (Ocinum basilicum) je biljka osetljiva na nedostatak vode. Utvrdeno je da pri
delovanju vodnog stresa na pomenutu biljku dolazi do smanjenja mase svezih i suvih biljaka, visine
biljaka, sadrzaja hlorofila, RWC ali i do povecanja sadrZaja prolina, dok egzogena primena SA u
koncentraciji od 200 pM u uslovima vodnog stresa dovodi do povecanja mase svezih i suvih
biljaka, visine biljke, fotosintetickih pigmenata, RWC i jo§ dodatno povecava sadrzaj prolina u
odnosu na biljke izlozene samo vodnom stresu (Damalas, 2019).

U radu Alama i saradnika (2013) kod slacice (Brassica juncea) vodni stres je nametnut
primenom 10 i 20% PEG tokom 48h, a listovi su prskani sa 50 uM SA. Pod dejstvom PEG doslo je
do smanjenja RWC koji predstavlja pokazatelj stanja hidratisanosti biljaka, zatim povecanja
koncentracije MDA, H,0; i Pro koji ukazuju na pojavu oksidativnog stresa. Pored toga, uoceno je i
smanjenje sadrzaja hlorofila §to ukazuje na negativan efekat vodnog stresa na fotosintezu. Primena
SA u uslovima PEG nametnutog vodnog stresa dovela je do povecanja: RWC, sadrZzaja hlorofila,
GSH, aktivnosti APX i na taj nacin je povecala toleranciju prema vodnom stresu.

Kod Ctenanthe setosa (Demiralay i sar., 2013) vodni stres je postignut potapanjem listova
4h u 2,5% PEGegooo pri ¢emu je doslo do intenzivnog uvrtanja listova. Vodeni rastvor SA je
primenjen na listove kao pretretman u trajanju od 15h. Takva primena SA je dovela je do povecanja
koncentracije Pro i povecanja aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD, APX, CAT, GPX i
NAPDH oksidaze).

U studiji Kang i saradnika (2012) klijanci pSenice (T. aestivum) su tretirani 15% PEG, 3
dana da bi se postigli uslovi vodnog stresa. 0,5 mM SA je koriS¢ena kao pretretman u hranljivom
rastvoru, u trajanju od 3 dana, pre primene PEG, da bi se ispitao uticaj SA na vodni stres. Vodni
stres je uzrokovao smanjenje rasta, a primena SA je dovela do pojacane ekspresije proteina
povezanih sa tolerancijom na vodni stres, dovode¢i do poboljsanja rastenja klijanaca psenice.

Kod banane (Musa sp.) (Bidabadi i sar., 2012) vodni stres je postignut koris¢enjem PEG, a
primenjena je i SA u tri koncentracije (1, 2, 3 mM). Vodni stres je doveo do smanjenja stope
proliferacije, mase suvih izdanaka, RWC i sadrzaja hlorofila, dok je SA uticala pozitivno dovodeci
do povecanja sadrzaja prolina, smanjenja H,O, i MDA.

Vodni stres kod Oryza sativa (Farooq i sar., 2009) dovodi do poveéanja H,O,, MDA i
relativne propustiljovisti membrana. Primena SA u koncentraciji od 100 mgL™ uticala je na
poveéanje vodnog potencijala, sintezu fenola, antocijanina i prolina, i na povecanje aktivnosti
antioksidativnog sistema.

Pracen je i uticaj egzogeno primenne SA na paradajz (Lycopersicon esculentum) pri
vodnom stresu (Hayat i sar., 2008). Usled vodnog stresa dolazi do poremecaja procesa fotosinteze,
stabilnosti membrana, aktivnosti nitratne reduktaze, smanjenja RWC, povecanja sadrzaja prolina,
kao 1 povecanja aktivnosti antioksidativnih enzima (CAT, POX, SOD). Primena niske koncentracije
SA (10°M) pri uslovima vodnog stresa dovela je do znatajnog poboljsanja gore pomenutih
pracenih parametara.

Rezultati studije Singh i Usha (2003) pokazuju da kada se klijanci pSenice koji su izlozeni
vodnom stresu, tretiraju SA, dolazi do povecanja sadrzaja vlaznosti (eng. Moisture content),
povecéanja mase suvih klijanaca, karboksilazne aktivnosti RuBisCo, poveéanja aktivnosti SOD, kao
i sadrzaja ukupnih hlorofila u odnosu na klijance koji su bili izlozeni samo vodnom stresu.
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Temperatura je jedan od kljuc¢nih faktora koji odreduje rastenje, razvi¢e i produktivnost
biljaka. Zbog globalnih klimatskih promena koje vode povecanju prose¢ne globalne temperature i
ve¢im temperaturnim fluktuacijama ugrozen je opstanak velikog broja biljnih 1 Zivotinjskih vrsta.
Ekstremne temperature ukljucuju visoke i niske temperature koje mogu da dovedu do ozleda
biljaka. Visoke temperature predstavljaju temperature iznad temperaturnog optimuma za biljku,
koje mogu da ugroze rastenje i metabolizam biljke. Jako je bitno i koliko su vremenski biljke
izlozene visokim temperaturama.Visoke temperature i nedostatak vode najcesce deluju sinergisticki
tokom toplog dela godine, izazivajuéi zdruzeni stres sa joS§ tezim posledicama po biljku. Visoka
temperatura uti¢e na veliki broj fizioloskih procesa kod biljaka kao §to su klijanje, fotosinteza,
respiracija, transpiracija itd. Visoka temperatura dovodi i do enzimske inaktivacije, denaturacije
proteina, promene fluidnosti Ccelijskih membrana §to naravno utice na rastenje biljaka
(Hasanuzzaman i sar., 2017a). Pokazano je da visoka temperatura (30 °C) dovodi do znacajne
redukcije mase svezih izdaaka i aktivnosti skrobne sintaze kod psenice, dok folijarna primena SA
utiCe na povecanje mase svezih biljaka, koli¢inu izolovane totalne RNK i aktivnost skrob sintaze
(Kumar i sar., 2015). Kod kukuruza (Zea mays) visoke temperature (40° C) su dovele do
oksidativnog o$tecenja i Smanjenja u suvoj biomasi, a primena egzogene SA dovela je do znacajnog
smanjenja negativnih efekata toplotnog stresa (Khanna i sar., 2016). SA je omogucila toleranciju
ovih biljaka prema visokoj temperaturi tako $to je dovela do povecanja aktivnosti SOD, CAT i
POX.

Stres izazvan niskim temperaturama obuhvata stres zamrzavanja kada su temperature ispod
0 °C, i hladenja kada su temperature izmedu 0-15 °C. Stres hladenjem kod biljaka dovodi do
povreda bez formiranja leda, dok pri zamrzavanju dolazi do stvaranja leda u biljnom tkivu. Stres
hladenja dovodi do razlicitih stetnih posledica kod biljaka kao §to su brza senescencija i propadanje,
uti¢e na klijanje, propadanje ¢elijskih membrana, fotosintezu, na balans uzimanja vode i hranljivih
materija, reproduktivno razvice, kao i na rastenje i prinos (Hasanuzzaman i sar., 2013). Plodovi
breskve (Prunus persica) su tretirani sa SA pre izlaganju povredama zamrzavanja (0 °C). SA je
uticala tako Sto je dovela do povecanja aktivnosti antioksidativnih enzima 1 proteina toplotnog
stresa (Wang i sar., 2006).

| visoke i niske temperature na molekularnom nivou dovode do oksidativnog stresa koji za
posledicu ima povecanje proizvodnje ROS u ¢elijama (Suzuki i Mittler, 2006). Upotreba SA u cilju
ispitivanja tolerancije biljaka prema stresu ekstremnim temperaturama se cesto Kkoristi u
istrazivanjima (Khan i sar., 2012).

1.4. Dehidrini

Dehidrini predstavljaju porodicu proteina koja se eksprimira prilikom vodnog stresa.
Dehidrini spadaju u grupu 2 LEA proteina i prisutni su kod velikog broja biljaka u razli¢itim
biljnim tkivima. Sastoje se iz razli¢itih konzervativnih motiva poput K, Y i S (Goyal i sar., 2005;
Tunnacliffe i Wise, 2007; Battaglia i sar., 2008). Dehidrini su hidrofilni proteini koji se karakterisu
ve¢im brojem polarnih aminokiselina i manjim brojem hidrofobnih aminokiselina. (Tunnacliffe i
Wise, 2007; Battaglia i sar., 2008; Graether i Boddington, 2014).

Tacna funkcija dehidrina jo$ uvek nije rasvetljena in vivo, ali in vitro eksperimenti pruzaju
uvid na koji nacin dehidrini vrSe zastitu biljnih ¢elija. Dehidrini ucestvuju u zastiti proteina,
¢elijskih membrana, a preliminarna istrazivanja ukazuju i na potencijalnu ulogu u eliminaciji ROS
(Goyal i sar., 2005; Hara i sar., 2005; Cuevas-Velazquez i sar., 2014; Riley i sar., 2019). Na Slici
17. su prikazani moguéi mehanizmi delovanja dehidrina prilikom zastite proteina tokom vodnog
stresa. Kada su proteini izloZeni vodnom stresu, njihovi hidrofobni regioni postaju izlozeni usled
nedostatka vode §to u slucaju ozbiljne dehidratacije dovodi do agregacije proteina (Slika 17. A).
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Ukoliko su dehidrini prisutni u ¢eliji pri nedostatku vode, oni vrSe zastitu proteina delujuci kao
“molekularni $tit” (Slika 17. B). Pri ovom mehanizmu zastite, dehidrini se ne vezuju direktno za
proteine koje stite, ve¢ njihovo prisustvo i blizina omoguéava funkcionalnost proteina jer hidrofobni
regioni nisu izlozeni, pa ne mogu intereaguju sa hidrofobnim regionima drugih proteina. Drugi
moguéi mehanizam kojim dehidrini mogu da zastite denaturisane proteine i sprece da dode od
njihove agregacije je vezivanje za izlozene hidrofobne delove proteina kako ne bi doslo do
hidrofobnih interakcija sa drugim denaturisanim proteinima (Slika 17. B).
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Slika 17. Razli¢iti molekularni mehanizmi delovanja dehidrina u uslovima vodnog stresa.
A. Predstavljena je struktura proteina pri vodnom stresu kada dehidrini nisu prisutni u ¢eliji. Braon
repovi predstavljaju hidrofobne regione proteina koji pri vodnom stresu (VS) bivaju izlozeni i
stupaju u interakciju sa hidrofobnim regionima drugih denaturisanih proteina pri ¢emu se formiraju
proteinski agregati. B. Struktura proteina pri VS i prisustvu dehidrina. Moguca su dva zastitna
mehanizma delovanja dehidrina: molekularni $§tit i protein-protein interakcije (preuzeto i
modifikovano iz Cuevas-Velazquez i sar. 2014).

1.4.1. Struktura dehidrina

Aminokiselinsku sekvencu dehidrina karakteriSe varijabilan broj konzervativnih motiva,
koji su ograniCeni sa delovima koji su slabo konzervativni. Zato dehidrini variraju u svojoj
molekulskoj masi, od 9,6 kDa (Labhilili i sar., 1995), do 70 kDa (Kim i sar., 2012). U literaturi se
¢esto navodi da je relativna molekulska mase dehidrina i do 200 kDa, budu¢i da je to relativna
molekulska masa nekih dehidrina koja se o€itava pri Westernu, a ovaj fenomen nastaje usled tezeg
kretanja dehidrinskih proteina u poliakridamidnom gelu upravo zbog njihove neuredene strukture
(Receveur-Bréchot, i sar., 2005, Graether i Boddington, 2014).

Dehidrini se sastoje iz tri motiva, koji su oznaceni kao K, Y i S motiv. K motiv je bogat
aminokiselinom lizin (K), predstavljen je sekvencom EKKGIMDKIKEKLPG koja je osnovna
karakteristika strukture dehidrina. Najkonzervativniji ostaci predstavljaju deo sekvence K-I-K-E
koja ¢ini jezgro K motiva. Y motiv predstavljen je sekvencom (V/T)D(E/Q)YGNP. Trec¢i najc¢esci
dehidrinski motiv je S motiv koji se sastoji od 5-7 serinskih ostataka u nizu, a ¢esto mu prethode S-
D (Graether i Boddington, 2014).

Pored navedenih konzervativnih motiva, dehidrini poseduju i ¢-segment, koji predstavlja
sve aminokiselinske sekvence izmedu Y-, S- i K-segmenata. Pretpostavlja se da dehidrini imaju i
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druge motive pored K, Y i S, ali njihova sveprisutnost u familiji dehidrinskih proteina jo$ uvek nije
utvrdena. Motiv koji se nalazi kod nekih dehidrina je K bogat i oznacava se kao naelektrisani
peptid (ChP) (Hara i sar, 2005; Mouillon i sar., 2006; Hundertmark i Hincha, 2008). Obi¢no se
sastoji od 1 ili 2 segmenta u kojima se nalazi 3-5 Lys u nizu, a prethode mu negativno naelektrisane
aminokiselne (E ili D). Zanimljivo je S$to ovaj motiv pokazuje sli¢nost sa K motivom.
Pretpostavljene uloge ChP motiva su: nuklearno targetiranje, mesto za fosforilaciju dehidrina
ukoliko ukljucuje S ostatke (Graether i Boddington, 2014), vezivanje za DNK-a (Hara i sar., 2005),
i Saperonska aktivnost (Mouillon i sar., 2006). Ni jedna uloga ChP motiva nije eksperimentalno
dokazana.

Aranzman Y-, S- i K-motiva moze da varira, ali najéeS¢e se prema njemu dehidrini dele na
pet grupa: K,, SKy, K;S, Y,SK,, i Y K, (Graether i Boddington 2014, Riley i sar., 2019). Indeks n
pokazuje koliko puta se neki motiv ponavlja, a redosled pokazuje kako su ti segmenti aranzirani u
proteinskoj sekvenci dehidrina. S motiv se naj¢es¢e nalaze u jednoj kopiji, dok su Y i K motivi
uglavnom prisutni u vise kopija.

Dehidrini su najces¢e prisutni u citoplazmi i jedru celije, mada se mogu naci i
mitohondrijima, hloroplastima kao i u blizini ¢elijske membrane za koju se najverovatnije vezuju.
Cilj povezivanja YSK grade dehidrina i lokalizacije delovanja dehidrina u celiji je utvrdivanje
funkcije svakog motiva dehidrina u zastiti biljke. Uprkos brojnim studijama, koje se izvode na
pojedina¢nim dehidrinima ova veza nije u potpunosti jasna (Eriksson i Harryson, 2011). Dehidrini
sa SK,, strukturom su lokalizovana u blizini ¢elijske membrane, dok su dehidrini sa K,S strukturom
nadeni u mitohondrijama (Hara i sar., 2013). Dehidrini sa K, strukturom i dehidrini sa YK,
strukturom su detektovani i u jedru i u citoplazmi (Lin i sar., 2012). Dehidrini koji u svojoj strukturi
imaju Y motiv nisu pronadeni u blizini ¢elijske membrane, pa se smatra da nemaju ulogu u zastiti
¢elijske membrane. Ustanovljene su odredene veze izmedu YSK strukture dehidrina i odgovora
biljaka na abioticki stres (Graether i Boddington, 2014). Dehidrini strukture K, SK,, 1 K,S se
uglavnom indukuju prilikom delovanja stresa izazvanog niskim temperaturama (Lin i sar., 2012;
Graether i Boddington, 2014). Dehidrini strukturnog tipa Y,SK, se uglavnom sintetiSu prilikom
delovanja vodnog stresa i stresa soli na biljke (Graether i Boddington, 2014). Pretpostavlja se da
dehidrini sa Y motivom imaju znacajniju ulogu u odbrani ¢elija prilikom delovanja vodnog stresa i
stresa soli nego prilikom stresa izazvanog niskim temperaturama (Graether i Boddington, 2014).
Postoji moguénost da je Y motiv evolutivno favorizovan kako bi zastitio biljnu ¢eliju od oste¢enja
nastalih pri delovanju vodnog stresa i stresa izazvanog solima (Graether i Boddington, 2014).

1.4.1.1. Intrinzi¢no neuredena struktura dehidrina

Za dehidrine je karakteristican mali broj hidrofobnih aminokisleinskih ostataka. Tipi¢ni
globularni proteini se sastoje od hidrofobnog jezgra koje formiraju hidrofobni aminokiselinski
ostaci, dok su hidrofilni aminokiselinski ostaci lokalizovani u spoljasnjem delu proteina
omogucavajuéi im interakcije sa vodom. Kod dehidrina su prisutne uglavnom polarne i
naelektrisane aminokiseline i mali broj hidrofobnih aminokiselina koji ne moze da formira jezgro
proteina, pa im nedostaje i sekundarna i stabilna tercijarna struktura. Proteini kojima nedostaju
sekundarna i tercijarna struktura se nazivaju proteini intrinzi¢éno neuredene strukture (IDP, eng.
Intrinsically Disordered Proteins). Neuredeni proteini najcesée predstavljaju signalne proteine i
transkripcione faktore, ali ¢esto su takvi i proteini koji se sintetiSu kao odgovor biljaka na stresne
uslove sredine, poput LEA proteina (Tunnacliffe i Wise, 2007; Hincha i Thalhammer, 2012).
Prednost neuredenosti dehidrina lezi u tome da ovi proteini ne mogu da denaturiSu. Do denaturacije
globularnih proteina usled vodnog stresa dolazi jer hidrofobni regioni bivaju izlozeni, nakon cega
dolazi do interakcije sa hidrofobnim regionima drugih proteina i takvi proteini po¢inju da stvaraju
agregate. U slucaju dehidrina njihova neuredena struktura ih sprecava da denaturiSu tokom vodnog
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stresa ili na temperaturama smrzavanja, jer imaju veoma malo hidrofobnih ostataka koji bi doveli
do agregacije.

U vecini studija u kojima je ispitivana mogucnost vezivanja dehidrina za membranske
sisteme (micele deterdzenta), dehidrini su nakon vezivanja za membranu formirali odredenu
tercijarnu strukturu sto ukazuje na to da dehidrini verovatno zauzimaju odgovarajucu strukturu kada
se vezu za povrsinu celijske membrane (Ismail i sar., 1999; Hara i sar., 2001; Koag i sar., 2003,
2009; Soulgaes i sar., 2003).

U studiji (Ismail i sar., 1999) ispitivano je ponasanje dehidrina (26,5kDa) izolovanog iz
krastavca u prisustvu SDS micela. Utvrdeno je da u prisustvu micela dolazi do gubitka neuredenosti
I pojave a-heliks strukture. Mogucénost vezivanja dehidrina za membrane utvrdena je koris¢enjem
lipidnih vezikula (lipozoma) koje su imale hidrofilne glave sa razli¢itim naelektrisanjem (Koag 1
sar., 2003). Rezultati su pokazali da se dehidrini vezuju za negativno naelektrisane fosfolipide kao
Sto su fosfatidilserin (PS), fosfatidil glicerol (PG) i fosfatidinska kiselina (PA), a ne vezuju se za
fosfatidil holin (PC). Biohemijske studije su pokazale da se dehidrini vezuju jace za PA, koja je
manje prisutan lipid u celijskim membranama (1-2%). Dehidrini se ne vezuju za PC koji je
najzastupljeniji lipid u plazma membrani. U radu Koag i sar. (2003), pretpostavljeno je da se
koncentracija PA u ¢elijskoj membrani povecava tokom vodnog stresa i stresa izazvanog solima,
omogucavajuci dehidrinima koji se vezuju za ¢elijske membrane da ih zastite oCuvanjem fluidnosti
¢elijskih membrana (Kovacs i sar., 2008; Eriksson i sar., 2011).

1.5. Proteini toplotnog stresa (HSP) i njihova uloga prilikom delovanja abioti¢kih

faktora stresa

HSP (eng. Heat Shock Proteins) proteini su prvo otkriveni kao proteini koji se sintetiSu u
odgovoru na toplotni stres, zatim je utvrdeno da se sintetiSu i pri delovanju drugih stresogenih
faktora. HSP proteini se sintetiSu u ¢elijama i kada na biljke ne deluju stresogeni faktori, jer imaju
ulogu 1 u procesima rastenja i razvica biljaka (Singh 1 sar., 2016). Ovi molekuli funkcioni$u kao
molekularni $aperoni i prisutni su u svim zivim organizmima (bakterije, biljke, Zivotinje, ljudi).
Poredenjem sekvenci HSP proteina izmedu razli¢itih biljnih wvrsta, utvrdeno je da su
aminokiselinske sekvence visoko konzervativne, pa se smatra da su HSP proteini evolutivno jedna
od najstarijih klasa proteina (Ul Hag i sar., 2019).

Uloga HSP proteina biljaka je omogucavanje zauzimanja pravilne konformacije
novosintetisanih proteina u ¢elijama, sprecavanje novosintetisanih proteina da se pogresno saviju ili
da formiraju agregate, kao i targetiranje nepovratno ostecenih proteina u cilju njihove degradacije
(Ul Haq i sar., 2019). HSP se mogu naci u razli¢itim delovima celije kao §to su citoplazma, jedro i
¢elijske organele (mitohondrije, hloroplasti i endoplazamti¢ni retikulum). HSP su grupisani u
razli¢ite klase na osnovu njihove molekulske mase, sli¢nosti aminokiselinske sekvence i funkcije:
HSP100 (100kDa), HSP90 (90kDa), HSP70 (70kDa), HSP60 (60kDa) i mali HSPn (SHSP — eng.
small) sa molekularnom masom od 12-40kDa (Al-Whaibi, 2010; Ul Haq i sar., 2019). HSP100,
HSP90, HSP70 1 HSP60 spadaju u grupu proteina ve¢ih molekulskih masa.
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1.5.1. Familija HSP100

Familija HSP100 predstavlja molekularne Saperone koji spadaju u veliku AAA ATP-aznu
superfamiliju proteina koja je uklju¢ena u odgovor na razliCite tipove stresa. Obuhvataju proteine
molekulske mase izmedu 100 1 104 kDa. HSP100 wvrSi reaktivaciju agregiranih proteina
resolubilizacijom nefunkcionalnih proteinskih agregata (Parsell i Lindquist, 1993), a takode pomazu
I u uklanjanju i reverzibilno ostec¢enih proteina (B0sl 1 sar., 2006). HSP100 deluju kooperativno sa
HSP70 selektujué¢i nepravilno “uvijene” agregirane proteine. HSP70 se vezuje za agregirani protein
i time omogucava HSP100 da ga “prepozna”. Agregirani proteini mogu biti degradovani ili moze
do¢i do njihovog odvijanja uz pomo¢ HSP100, a zatim i otpuStanja sa HSP101 ¢ime im se daje
mogucnost da zauzmu pravilnu trodimenzionalnu strukturu (Doyle i sar., 2013). Pojedini ¢lanovi
ove familije odrzavaju osnovne procese u ¢eliji (tzv. “housekeeping” funkcije) i uéestvuju u
biogenezi hloroplasta (Lee i sar., 2007).

1.6. Karakteristike vrste Impatiens walleriana

Rod Impatiens (Balsaminacae) obuhvata vise od 1000 vrsta i predstavlja jedan od najbrojnih
rodova medu cvetnicama (Janssens 1 sar., 2009). Vrste roda Impatiens nisu tolerantne prema dugim
suSnim periodima i izlaganju direktnoj suncevoj svetlosti. Zato su uglavnom rasprostranjene u
vlaznim staniStima kao Sto su tropske kiSne Sume, mesta pored reka, potoka i mocvara (Janssens i
sar., 2009). Zbog svog prelepog izgleda i dugog perioda cvetanja, vrste roda Impatiens se gaje u
celom svetu kao ukrasne biljke. Biljke roda Impatiens su jednogodi$nje, zeljaste, sa soénim nekada
prozirnim stablima i u veéini slucajeva sa zadebljalim nodusima. Medu tropskim predstavnicima
ima 1 viSegodiSnjih vrsta (MiloSevi¢ i sar., 2012).

Impatiens walleriana (Lepi Jova) je najpopularnija medu vrstama roda Impatiens sa
mesnatim, sukulentnim listovima 1 razli¢itim bojama cvetova koji se formiraju od ranog prolec¢a do
kasne jeseni (Fischer, 2004). I. walleriana je jednogodisnja zeljasta biljka, poluZbunasta i veoma
razgranata, visine od 30-70cm. Cvetovi su im zigomorfni, razli¢ite veli€ine 1 oblika, Sto predstavlja
adaptaciju koja omogucava ovim biljkama da se oprasuju velikim brojem oprasivaca (Fischer, 2004;
Grey-Wilson, 1980).

L walleriana se gaji zbog svojih dekorativnih osobina (Slika 18.). Cvetovi razli¢itih boja
omogucavaju postizanje izuzetnog vizuelnog efekta kada se sadi na javnim povrSinama ili u
bastama. Ove biljke su veoma osetljive na nedostatak vode u supstratu i prilikom vodnog stresa
dolazi do brze dehidratacije tkiva Sto predstavlja veliki problem u komercijalnoj proizvodnji i
prodaji ovih biljaka (Blanusa i sar., 2009; Andersson, 2011).

Umnozavanje biljaka roda Impatiens u kulturi in vitro postignuto je devedesetih godina
proslog veka koriS¢enjem razlicitih biljnih tkiva: kultura izdanaka (Han 1 Stephens, 1987; Nikolova
1 sar., 1996; Balakrishnan 1 sar., 2009), kultura ovule (Han 1 Stephens, 1992), kultura kotiledonih
delova (Han, 1994; Taha i sar.,, 2009), kultura kalusa (He i Xi, 1989; Josekutty i sar., 1998,
Panichazupakaranant, 2001) 1 kultura embriona (Arisumi, 1985). Biljne vrste koje su bile predmet
istrazivanja u ovim studijama su I. hawkerii, I. balsamina, I. campanulata. UspeSno umnozavanje
vrste 1. walleriana postignuto je in vitro kulturom aksilanih izdanaka (Suboti¢ 1 sar., 2008).
Regeneracija aksilarnih izdanaka in vitro omogucéava znacajno poboljSanje proizvodnje ovih
znacajnih vrsta ukrasnih biljaka.
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Slika 18. Prikaz dekorativnih osobina zbog kojih se 1. walleriana gaji kao ukrasna biljka.

1.6.1. Gajenje i istrazivanja na vrsti |. walleriana u Srbiji

Istrazivanje 1 gajenje [ walleriana in vitro zapoceto je pocetkom dvehiljaditih u
laboratorijama Odeljenja za fiziologiju biljaka na Instititutu za bioloska istrazivanja “SiniSa
Stankovi¢”, Univerzitet u Beogradu, Republika Srbija. Ispitivane su biljke /. walleriana zarazene
virusom bronzavosti paradajza (TSWV — eng. Tomato Spotted Wilt Virus). NajceS¢e uoceni
simptomi na listovima bili su lokalne hloroti¢ne pege, hloroza duz nerava i druga hloroti¢na
prosaravanja, nekroticne pege, mrlje 1 hrastolika proSaravanja, mozaik, lisna distorzija i
deformacija, nekroza vrha liske i propadanje biljaka. Na zarazenim biljkama primeéena je pojava
nekroze stabla, cvetne drSke, kao i ¢asi¢nih i kruni¢nih listica (MiloSevi¢ i sar., 2012).

Vegetativno razmnozavanje biljaka nosi visok rizik i veliku verovatno¢u prenosa virusa sa
inficirane majke biljke na potomstvo (Gera i Zeidan, 2006; Anderson, 2006). UmnoZavanje virusa
je usko povezano sa metabolickim procesima u samim biljkama, a njihovo suzbijanje je otezano jer
su se inhibitori virusne replikacije pokazali toksi¢nim 1 za Celiju domacina. Efikasna eliminacija
virusa i kontinualno umnozavanje bezvirusnog materijala je veoma vazno za masovnu proizvodnju i
kontrolu virusnih oboljenja. Glavni razlog koriS¢enja kulture meristema za eliminaciju patogena lezi
u cCinjenici da mnogi patogeni organizmi ne napadaju meristemski region izdanaka, jer je
multiplikacija ¢elija u meristemu brza od multiplikacije patogena. Druga prednost ovog tipa kulture
je visoka genetiCka stabilnost regenerisanih biljaka sa minimalnim somaklonalnim variranjem, dok
se klonalna propagacija odvija bez medufaze kalusa. Primenom kulture meristema 1. walleriana
uspesno je eiminisan virus iz 80% testiranih uzoraka (MiloSevi¢ i sar., 2012).

Takode, uradena je analiza antioksidativnih enzima (SOD, CAT, POX) zdravih, inficiranih 1
biljaka kod kojih je eliminisan virus kulturom meristema. Rezultati su pokazali da je dugotrajna
infekcija indukovala nekoliko POX izoformi, uvecala ekspresiju MnSOD 1 dovela do smanjenja
CAT aktivnosti 1. walleriana. Ovo su ujedno bili i prvi rezultati koji su pokazali uticaj eliminacije
virusa kulturom meristema na antioksidativne enzime kod /. walleriana (MiloSevi¢ 1 sar., 2012).

Dalja istrazivanja iSla su u smeru primene krioterapije na eliminaciju virusa kod biljaka 1.

walleriana. Budu¢i da je za uspeSnu krioterapiju neophodna visoka dehidratacija meristemskog
tkiva, usledila su ispitivanjauticaja vodnog stresa na 1. walleriana koji je i predmet ove disertacije.
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. Ciljevi rada

e Uspostavljanje in vitro i ex vitro sistema za ispitivanje uticaja vodnog stresa na biljke 1.

walleriana.

e Ispitivanje uticaja SA na rastenje i razvi¢e biljaka I. walleriana prac¢enjem morfoloskih

parametara u uslovima vodnog stresa.

e Ispitivanje uticaja SA 1 vodnog stresa na nivo osStec¢enja u listovima (sadrzaj H,O,, ukupnih

hlorofila i karotenoida, MDA) koji nastaju kao posledica sekundarnog oksidativnog stresa.

e Ispitivanje biohemijskih mehanizama delovanja SA u indukciji tolerancije na vodni stres
pracenjem nivoa aktivnosti antioksidativnih enzima, sadrzaja prolina, zastupljenosti HSP101

1 ekspresije dehidrinskih gena.

o Identifikacija i1 karakterizacija sekvenci dehidrinskih gena na osnovu transkriptoma listova

1. walleriana primenom bioinformatickih metoda.
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3. Materijal i metode

3.1.Biljni materijal

Za uspostavljanje in vitro kulture 1. walleriana kao polazni materijal koriS¢ena su
komercijalna semena Busy Lizzie Special Mixed F1 (Johnson, Safok, Velika Britanija). Biljni
materijal koriS¢en za ex vitro eksperimente dobijen je uzgojem biljaka I. walleriana iz semena
komercijalnog varijeteta Accent Premium Red (Syngenta Flowers North America, Gilroj, SAD).

3.2. Hranljiva podloga za in vitro gajenje

Za isklijavanje semena I. walleriana kori$¢ena je MS hranjiva podloga, koja u svom sastavu
sadrzi makro i mikro elemente po Murashige i Skoog-u (1962) (Tabela 2.), 30 gL *saharoze, 100
mgL *mioinozitola (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri), 7gL"agara (Torlak, Beograd, Srbija), i 1ml
L™ MS vitamina. pH vrednost hranljive podloge je podesena pre sterilizacije u autoklavu (Raypa,
Barselona, Spanija) na 5,8 jedinica pomoéu 1IN NaOH i/ili HCI.

Za eksperimente ispitivanja uticaja SA (Serva Electrophoresis, Hajdelberg, Nemacka), pri
uslovima PEG indukovanog vodnog stresa kod I. walleriana koris¢ena je MS podloga standardnog
sastava sa dodatkom PEGgggo (Erba Lachema s.r.o., Brno, Ceska) u koncentracijama 1, 2 i 3% i SA
u koncentracijama 1, 2 i 3 mM, uz postojanje kontrole odnosno hranljive podloge bez PEGggoo | SA.
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Tabela 2. Sastav MS rastvora mineralnih soli, gvozda i vitamina (Murashige i Skoog, 1962).

MS makro mineralne soli

NH4NO3
KNO3
CaCl, x 2H,0
MgSO, x 2H,0
KH,PO,

MS mikro mineralne soli
Mn SO4 X 2H,0
ZnS0O,4 X 4H,0

H3BO;

KJ
Na,Mo0O, x 2H,0
CuSO,4 x 5H,0
CaCl, x 6H,0
Kompleks gvozda
Na,EDTA
FeSO, x 7TH,0
Vitamini
Vitamin B;
Vitamin Bg
Nikotinska kiselna

Glicin

Koncentracija mgL™

1650
1900
440
370
170

Koncentracija mgL™
22,3
8,6
6,2
0,83
0,25
0,025
0,025
Koncentracija mgL™
37,2
27,8
Koncentracija mgL™
0,1
0,5
0,5
2,0

3.3. Uspostavljanje in vitro kulture I. walleriana i uslovi gajenja

Semena |. walleriana ispirana su 60 minuta pod mlazom tekuce vode, a u sud u kome su se
nalazila semena sipano je par kapi deterdZenta. Nakon toga semena su povrsinski sterilisana 15
minuta u 10% v/v rastvoru varikine (komercijalni preparat deklarisan da sadrzi 4-6% NaOCI) u
laminaru, uz blago muckanje. Zatim su semena ispirana pet puta sterilnom dejonizovanom vodom.
Nakon povrsinske sterilizacije, semena su postavljena na hranljivu podlogu za isklijavanje (MS
hranljiva podloga — Tabela 2.).

In vitro kulture izdanaka I. walleriana koje su koris¢ene za eksperimente, gajene su u
klimatizovanoj prostoriji u kontrolisanim uslovima, na temperaturi od 25 + 2 °C i u uslovima dugog
dana (svetlosni rezim 16 h svetlo, 8 h mrak). Kao svetlosni izvor koris¢ene su bele (6200 K)
fluorescentne lampe jac¢ine 58 W. Gustina svetlosnog fluksa na policama za gajenje kultura iznosila
je 47 umols™m™ i izmerena je instrumentom LI-1400 DataLogger sa LI1-190SA senzorom (LI-COR
Biosciences, Hamburg, Nemacka).
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3.4. Eksperiment uticaja SA i vodnog stresa na in vitro gajene biljke 1. walleriana

Posle trideset dana gajenja, vrhovi izdanaka (10-12 mm) dobijeni iz proklijalih semena su
iseCeni i prebaceni na MS podlogu sa razli¢itim kombinacijama i koncentracijama PEGggoo (1, 2,
3%) i SA (1, 2, 3 mM). Posle 60 dana, odredeni su parametri rastenja izdanaka (duzina glavnog
izdanka, masa svezih i suvih izdanaka, broj izdanaka po biljci-indeks proliferacije, broj listova po
biljci), relativni sadrzaj vode u izdancima — RWC, gubitak vode u listovima — LWL (eng. Leaf
Water Loss) i biohemijski parametri (koncentracija prolina, koncentracija malondialdehida — MDA,
koncentracija H,O,, aktivnost antioksidativnih enzima).

Za izraCunavanje vodnog potencijala hranljive podloge (¥.) u koju je dodat PEGggoo,
koris¢en je softverski paket (Giba Z., IBISS, Beograd) baziran na MiSelovoj jednacini (Michel,
1983):

¥,,= 1,29 [PEG]* T - 140 [PEG]*- 4 [PEG],
gde je [PEG] — (g PEG/ g H,0); T= 25°C

1,29; 140; 4 — predstavljaju konstante dobijene eksperimentalnim merenjem ¥, hranljive
podloge u koju je dodat PEGgggo na 25 °C.

Budu¢i da hranljiva podloga sadrzi saharozu i agar koji su osmotski aktivna jedinjenja koja
uti¢u na Wy, za izrazavanje ukupnog vodnog potencijala podloge koji bi i tu vrednost uzeo u obzir,
koriséene su vrednosti izradunate u radu Buah i sar., 1999. Za osnovnu hranljivu podlogu sa 30 gL™
saharoze i 7gL™* agara, Wy iznosio je -0,55 MPa. Wy hranljive podloge u koju je dodat PEGggqp i
dodatno uracunat ¥, osnovne hranljive podloge iznosio je u sluc¢aju 1% PEG: -2,05 MPa; 2% PEG:
-5,55 MPa; i 3% PEG: -11.45 MPa.

Za sve biohemijske analize prikupljeni su listovi sa petiolama, dok su za odredivanje RWC i
LWL kori$¢eni izdanci.

3.5. Uspostavljanje ex vitro kulture i uslovi gajenja

Kulture I. walleriana koje su koris¢ene za ex vitro eksperimente, gajene su u komori za
gajenje biljaka - Fitoclima PLH 1200 (Aralab, Rio de Mouro, Portugal) u kontrolisanim uslovima,
na temperaturi od 25 + 2 °C, u uslovima dugog dana (svetlosni rezim 16 h svetlo, 8 h mrak), sa 70%
relativnom vlazno$¢éu vazduha, temperaturnim rezimom 20/18 °C (dan/no¢) i gustinom svetlosnog
fluksa na policama za gajenje od 140 pmol m%s™..

Semena iz kojih su dobijene kulture I. walleriana su posejana i gajena u komori za gajenje
biljaka. Svako seme je zasejano u posebnu saksiju (3L) napunjenu komercijalnim hranljivim
supstratom Floradur B Pot Medium-Coarse (Floragard, Oldenburg, Nemacka). Svaka saksija je
prekrivena plasticnom folijom kako bi se postigla 100% relativna vlaznost koja je neophodna za
isklijavanje semena I. walleriana. Semena su proklijala nakon ¢etiri dana od zasejavanja. Saksije sa
klijancima su i dalje bile prekrivene folijomu periodu od sedam dana nakon isklijavanja. Folija je
svakog dana uklanjana po nekoliko Casova radi provetravanja i kako bi se biljke privikle na 70%
relativnu vlaznost vazduha. Mlade biljke sa prvim potpuno razvijenim listovima su potom gajene
sedam nedelja u uslovima 70% vlaznosti vazduha, i nakon toga su KkoriSene za ex Vitro
eksperimente.
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3.6. Eksperiment uticaja SA i vodnog stresa na ex vitro gajene biljke 1. walleriana

Biljke 1. walleriana, stare osam nedelja podeljene su u Cetiri eksperimentalne grupe, sa po
12 biljaka u svakoj grupi. Pre eksperimenta, supstrat na kome su biljke rasle je potpuno zasi¢en
vodom. Prvu i drugu grupu biljaka (W i WS, respektivno) ¢inile su biljke koje su zalivane sve
vreme trajanja eksperimenta sa po 75 ml destilovane vode svakodnevno, sa tom razlikom §to su
listovi biljaka WS grupe drugi dan eksperimenta isprskani sa 2 mM vodenim rastvorom SA, a
listovi W grupe samo destilovanom vodom. Treca i Cetvrta grupa biljaka (D i DS, respektivno) nisu
zalivane od drugog dana eksperimenta sve do rehidratacije. Listovi DS grupe biljaka su drugi dan
eksperimenta isprskani 2 mM vodenim rastvorom SA, a D grupe samo destilovanom vodom.
Petnaestog dana eksperimenta biljke iz svih eksperimentalnih grupa su zalivane vodom do zasic¢enja
supstrata u trajanju od 2h, time je u grupama D i DS izvrSena rehidratacija. Uzorkovanje biljnog
materijala izvrSeno je prvog dana eksperimenta, nakon zasic¢enja supstrata vodom (tacka T0), treceg
dana eksperimenta odnosno 24h nakon aplikacije salicilne kiseline (tacka T1), jedanaestog dana
eksperimenta (kada su poceli da se naziru prvi simptomi suse u grupi D, tacka T2), etrnaestog dana
eksperimenta (efekat suSe je bio morfoloski uocljiv u grupi D, tacka T3) i Sesnaestog dana
eksperimenta (24h nakon rehidratacije, tacka T4). Na Slici 19. predstavljen je shematski prikaz
eksperimenta.

Wl1 2 3 a s 6 7 8 9 0 u 12 13 W 15 16|
T0 T1 Vremenskitok eksperimenta u danima T2 T3 T4

D T 2 e
=

Slika 19. Shematski prikaz eksperimenta. Kapljice predstavljaju dane kada su biljke zalivane.
Intenzitet vodnog deficita je oznacen sve tamnijom bojom. Sterilice pokazuju da je SA primenjena
drugog dana eksperimenta. TO-T4 su tacke uzorkovanja i prikazano je kog dana eksperimenta je
uradeno uzorkovanje. Zalivane biljke (W), zalivane biljke tretirane sa SA (WS), biljke koje nisu
zalivane (D), biljke koje nisu zalivane, a tretirane sa SA (DS).

3.7. Odredivanje RWC i LWL

RWC je odreden nakon 60 dana od postavke eksperimenta u in vitro kulturi koriS¢enjem
formule Barrs i Weatherley (1962):

RWC (%) = [(FW - DW)/(TW - DW)] x 100

FW — masa svezih izdanaka na kraju eksperimenta
DW — masa suvih izdanaka merena nakon susenja izdanaka na 75 °C, 24h
TW — masa turgescentnih izdanaka posle inkubacije 2h u vodi.
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LWL je izracunat na slede¢i nacin, koris¢enjem formule Xing i sar. (2004):

LWL = [(FW — W,)/FW] x 100

FW — masa svezih izdanaka na kraju eksperimenta
W, — masa izdanaka nakon evaporacije

RWC u eksperimentu ex vitro je takode odreden po formuli Barrs i Weatherley (1962), pri
¢emu je FW u ovom slucaju predstavljala masu deset svezih lisnih odsec¢aka, DW masu deset suvih
lisnih odsecaka 24h nakon liofilizacije, a TW masu deset turgescentnih odsecaka, odnosno odsecaka
koji su inkubirani 24h u dejonizovanoj vodi. Za svaku eksperimentalnu grupu i ta¢ku uzorkovanja
RWC je odreden Cetiri puta sa po deset odsecaka po ponavljanju.

3.8. Odredivanje sadrzaja  hlorofila (Hlorofil a+b), karotenoida i ukupnih
fotosintetickih pigmenata u listovima

Za izolaciju hlorofila i karotenoida koris¢eno je 20 mg listova I. walleriana. Za ekstrakciju

je koris¢eno 2 ml 96% etanola. Mikrotube sa biljnim materijalom i etanolom su zagrevane u

vodenom kupatilu na 70 °C u trajanju od 10 minuta. SadrZaj hlorofila i karotenoida odredivan je

spektrofotmetrijski na tri talasne duzine: 470, 648 i 664 nm (Agilent 8453, Santa Klara, Kalifornija,

SAD) i belezena je apsorbanca (A). Koncentracija ukupnih hlorofila (hlorofil a+b) je izratunata po
formuli (Lichtenhaler, 1987) i izrazena je u mg/g mase svezeg uzorka:

C(a+b) =5,24Ag64 + 22,24 Agu8

Ags4 — apsorbanca merena na 664 nm talasne duzine
Agss — apsorbanca merena na 648 nm talasne duzine

Koncentracija karotenoida izracunata je po formuli (Lichtenhaler, 1987) i izrazena je u mg/g mase
svezeg uzorka:

Ckarotenoida = (1000A470 - 2,13Ca - 97,64Cb) / 209
Ay70 — apsorbanca merena na 470 nm talasne duzine
Ca— koncentracija hlorofila a, izrazena u mg/g mase svezeg uzorka

Cp — koncentracija hlorofila b, izraZena u mg/g mase svezeg uzorka

Sadrzaj ukupnih pigmenta (hlorofil (a+b) i karotenoida) izracunat je sabiranjem sadrzaja ukupnih
hlorofila i sadrzaja karotenoida.

Cukupnih pigmenata — C(a+b) + Ckarotenoida

Sve ekstrakcije ponovljene su tri puta.
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3.9. Odredivanje koncentracije H,0O,, malondialdehida (MDA) i prolina u

listovima

Koncentracija H,O, je odredena po metodi koja je opisana u radu Velikova i saradnici
(2000). Tkivo listova (150 mg) je usitnjeno pomocu te¢nog azota uz dodatak 0,1% (w/v) TCA (3,75
ml). Tako homogenizovano biljno tkivo je centrifugirano pri brzini od 15000 g u trajanju od 5
minuta na 4 °C. Supernatantu (0,2 ml) je dodato 0,2 ml 10 mM kalijum-fosfatnog pufera pH 7 i 0,4
ml 1M KJ. 1z opisane smese, 0,2 ml je nalivano u bunari¢e mikrotitar plo¢e i merena je apsorbanca
na 390 nm (ELISA Micro Plate Reader, LKB 5060-006, Vinuski, Vermont, SAD), dok je
koncentracija H,O; izraunata kori$¢enjem formule:

H,0, (UM g* mase svezeg uzorka) =[(Aseo) / 0,28] x 1000 x
(zapremina uzorka/zapremina reakcione smese) X (1/ masa svezeg uzorka)

Asgo — apsorbanca merena na 390 nm
0,28 mM™cm™ — ekstinkcioni koficijent (g) H20;
Analize za svaki uzorak su ponovljene tri puta.

Za odredivanje nivoa lipidne peroksidacije u listovima uraden je test kojim se meri nivo
MDA u listovima po metodi Health i Packer (1968). Tkivo listova (100 mg) je usitnjeno pomoc¢u
tecnog azota, a ekstrakcija je uradena pomocu 0,1% TCA (1 ml). Homogenizovano biljno tkivo je
centrifugirano na 15000 g, 10 minuta pri temperaturi od 4 °C. U 0,25 ml supernatanta je dodato 0,5
ml mesavine 20% TCA + 0,5% TBA. Tako dobijeni materijal je inkubiran 30 minuta na 95 °C u
vodenom kupatilu. Mikro tube su brzo ohladene na ledu i centrifugirane na 15000 g, 10 minuta na 4
°C. Supernatant je analiziran spektrofotometrijski na dve talasne duZine: 532 1 600 nm na mikrotitar
plo¢i, a u bunari¢ je sipano 0,1 ml supernatanta. Koncentracija MDA je izraCunata koris¢enjem
sledece formule:

MDA (UM g™sveZe mase) =[(Aszz — Asoo) / 155] x 1000 x
(zapremina uzorka/zapremina reakcione smese) X (1/sveza masa uzorka)

Ass; — apsorbanca merena na 532 nm talasne duzine
Agoo — apsorbanca merena na 600 nm talasne duzine
155mMtem™ — ekstinkcioni koeficijent (€) MDA
Analize za svaki uzorak su ponovljene tri puta.

Koncentracija prolina u listovima I. walleriana odredena je na osnovu modifikovane
ninhidrinske metode (Bates i sar., 1973). Reakcijom izmedu prolina i ninhidrina se dobija Zuto
obojeno jedinjenje koje ima maksimum apsorpcije na 350 nm (Friedman, 2004). Tkivo listova (250
mQ) je usitnjeno pomocu te¢nog azota uz dodatak metanola (0,5 ml). Homogenat je centrifugiran na
14000 g u trajanju od dva minuta, a zatim je u supernatant dodato 0,5 ml hloroforma i 0,75 mi
vode. Ova smeSa je pomeSana obrtanjem mikrotube i kratko centrifugirana da bi se odvojile faze.
Gornja vodena faza je izdvojena i koncentrovana na vakuum koncentratoru (Eppendorf, Hamburg,
Nemacka) na sobnoj temperaturi u trajanju od 5h. Koncentrovani uzorci su rastvoreni u 125 ul
vode. Za ninhidrinsku reakciju je potrebno 20 ul uzorka i 50 ul ninhidrin reagensa koji su potom
inkubirani 4 minuta na 95 °C. Nakon toga je dodato 930 pl etanola i merena je apsorpcija na 350 nm
(ELISA Micro Plate Reader, LKB 5060-006, Vinuski, Vermont, SAD). Posto mnoge druge
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supstance, izuzev prolina, apsorbuju na 350 nm, bilo je potrebno uraditi i paralelnu reakciju bez
ninhidrina 1 izmeriti apsorbancu. Koncentracija prolina u uzorku je odredena iz standardnih krivi
koris¢enjem sledece formule:

Prolin (uM g™ mase svezeg uzorka) = [(Asso Sa ninhidrinom — Asso bez ninhidrina)/ a)] x
(zapremina uzorka/zapremina reakcione smese) x (1/mase svezeg uzorka)

Agsso — apsorbanca merena na 350 nm talasne duzine
a = regresioni koeficijent, dobijen na osnovu standardne krive prolina

3.10. Izolacija i kvantifikacija proteina

Tkivo listova mase oko 1g, usitnjeno je u avanu u te¢nom azotu radi izolacije ukupnih
rastvorljivih proteina. U uzorke je dodato 1ml pufera za izolaciju proteina (PEB) koji je sadrzao: 50
mM Tris—HCI, 1 mM EDTA, 30% glicerol, 1,5% polivinilpolipirolidon (PVPP), 10 mM ditiotreitol
(DTT) i ImM fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF). Homogenizovano biljno tkivo je centrifugirano na
14000 g u trajanju od 15 minuta na 4 °C. Supernatant koji sadzi ukupne, rastvorljive celijske
proteine, je odvojen i alikvoriran. Koncentracija ukupnih proteina u uzorcima odredena je
spektrofotometrijskom metodom po Bradford-u (Bradford, 1976) merenjem apsorpcije smeSe na
595 nm (Agilent 8453, Santa Klara, Kalifornija, SAD). Merena je i apsorpcija razli¢itih
koncentracija standarda koji je predstavljao govedi serum albumin - BSA (eng. Bovine Serum
Albumin) i tako je napravljena standardna kriva na osnovu koje su izra¢unate koncentracije ukupnih
proteina u uzorcima.

3.11.  Spektrofotometrijska analiza aktivnosti SOD, CAT i GPOX

Spektrofotometrijski je pra¢ena antioksidativna aktivnost enzima SOD, CAT i POX u
eksperimentima ispitivanja uticaja SA na vodni stres nametnut PEG u kulturama I. walleriana.

Aktivnost SOD odredivana je po modifikovanoj metodi Beyer i Fridovich (1987).
Reakciona smesa (1 ml) sadrzala je: 2 mM EDTA, 260 mM metionin, 1,5 mM nitroblue tetrazolium
hlorid (NBT), 0,04 mM riboflavin u 100 mM K-P pufer, K-P pufer (pH 7,8) i uzorak (Tabela 3).

Reakciona smesa je osvetljavana od 30-60 minuta, na temperaturi od 25 °C u mikrotitar
plo¢i. SOD aktivnost je odredena na osnovu mogucénosti proteinskog ekstrakta da inhibira
fotohemijsku redukciju NBT do formazana. Merenje apsorbance je vrseno na 540 nm (ELISA Micro
Plate Reader, LKB 5060-006, Vinuski, Vermont, SAD). Kontrolna reakciona smesa nije sadrzala
uzorak proteina. Jedna jedinica SOD (U) je definisana kao koli¢ina enzima koja moze da inhibira
50% NBT fotoredukcije u poredenju sa kontrolnom smeSom i izrazava se u odnosu na koncentraciju
ukupnih solubilnih proteina (U/mg mase svezeg uzorka). Sva merenja ponovljena su tri puta.
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Tabela 3. Zapremine rastvora (ul) potrebne za 1 ml reakcione smese

K-P pufer 260 mM 0,04 mM
. Uzorak 1,5mM NBT : :
(pPH 7,8) metionin riboflavin

800 50 50 50
795 50 50 50
790 50 50 50
785 50 50 50
780 50 50 50
775 50 50 50

Aktivnost katalaza odredivana je spektrofotometrijski, pracenjem kinetike nestajanja
vodonik peroksida (€24=0,0436 mM*cm™), prema metodi Aebi (1984). Koris¢eni su 50 mM K-
Na-P pufer pH 7,0 i 30% H,0, sa apsorbancom od 0,85 + 0,02. Aktivnost CAT je merena na 240nm
u periodu od tri minuta, na temperaturi od 20°C, na svakih 20 s. Jedinica (U) aktivnosti katalaza se
defini$e kao koli¢ina enzima koga razgradi 1 umol H,0, za jedan minut. Aktivnost CAT (A) je
izrazena u U/ml (umol H,O,min™ml™) izradunavana je prema formuli (Aebi, 1984):

V = [(AA - AAg) XVi] / (0,0436 X Vo)

V- aktivnost katalaza (U/mg mase svezeg uzorka)

AA — promena apsorbance u minutu

AA( — promena apsorbance blank rastvora u minutu

V\ — zapremina reakcione smese u kiveti (ml),

Ve — zapremina uzorka u Kiveti (ml)

0,0436 — milimolarni ekstinkcioni koeficijent (€) H,O2 na 240 nm izrazen u mM‘cm™
Sva merenja ponovljena su po tri puta.

Aktivnost ukupnih peroksidaza pracena je spektrofotometrijski merenjem promene
apsorbance na 430 nm. Reakciona smesa je sadrzala 2,9 ml 0,05 M K-P pufera, pH 6,5, 60 ul 1 M
pirogalola (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri) kao supstrata za enzim i 10 pl uzorka, uz dodatak 30
ul 1 M H,0, posle prvih 20 s reakcije. Aktivnost peroksidaza je merena tri minuta, na svakih 20 s, a
izrazena je u U/ml. Reakcija se deSava izmedu pirogalola i H,O,, a katalizovana je peroksidazama i
vodi do oksidacije pirogalola do purpurogalina koji je zuckasto-smede boje. Purpurogalin ima
maksimum apsorpcije na 430 nm. Aktivnost enzima izraunata je prema formuli (Kukavica i
Veljovi¢, 2004):

V = [(AA - AAg) X V] 1 (2,47 X V)

V- aktivnost ukupnih peroksidaza (U/mg mase svezeg uzorka)

AA — promena apsorbance u minutu,

AA, — promena apsorbance blank rastvora u minutu,

Vi — zapremina reakcione smese u kiveti (ml),

V. — zapremina uzorka u kiveti (ml),

2,47 — milimolarni ekstinkcioni koeficijent pirogalola na 430 nm i izrazava se u mMcm™,
Sva merenja ponovljena su po tri puta
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3.12. SDS-PAGE i imunoblot analiza proteina

Za razdvajanje proteina 1D natrijum-dodecil sulfat poliakrilamid gel elektroforezom (1D
SDS-PAGE) (eng. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) koris¢eni su
diskontinuirani poliakrilamidni gelovi (5% gel za koncentrovanje proteina i 10% gel za razdvajanje
proteina). Nativni ekstrakt proteina pomesan je u odnosu 1:1 sa puferom za pripremu uzoraka (v/v)
po Lemli metodi (Laemmli, 1970). Pripremljeni uzorci koji su sadrzali po 10 ug proteina, nanoSeni
su na poliakrilamidni gel. Elektroforeza je izvedena u Mini Protean Tetracell (Bio-Rad, Herkjuliz,
Kalifornija, SAD) sistemu. Po zavr$enoj elektroforezi, uraden je transfer proteina sa gelova na
poliviniliden difluorid membrane (PVDF) (Bio-Rad, Herkjuliz, Kalifornija, SAD) metodom
,,mokrog” transfera (eng. wet transfer). Transfer proteina sa gelova na membrane, obavljen je u
Mini Protean Tetracell (Bio-Rad, Herkjuliz, Kalifornija, SAD). Nakon zavrSenog transfera, blotovi
su blokirani potapanjem u 10% rastvoru nemasnog mleka u fosfathom puferu (PBS) (eng.
phosphate buffered saline), pH 7,5 sa 0,05 % Tween deterdzenta (T-PBS pufer) i ostavljene preko
no¢i na +4 °C. Nakon blokiranja blotova, usledilo je ispiranje sa T-PBS puferom i ovako
pripremljeni blotovi inkubirani su sa primarnim antitelima. Za analizu su koris¢ena poliklonalna
anti-HSP101 antitela (Agrisera, Vannas, Svedska). Anti-HSP101 antitela razblaZena su u odnosu
1:2000, u rastvoru 5% nemasnog mleka u T-PBS puferu (v/v). Nakon inkubacije sa primarnim
antitelima, membrane su ispirane u T-PBS puferu i potom inkubirane sa sekundarnim antitelom,
anti-rabbit 19G-HRP Ab (Sigma-Aldrich, Sent Luis, Misuri). Sekundarno antitelo razblazeno je u
odnosu 1:20000 u 5 % rastvoru nemasnog mleka u T-PBS puferu (v/v). Nakon reakcije sa
sekundarnim antitelom, blotovi su ispirani u T-PBS puferu, a potom je detekcija ciljanog proteina
izvrS§ena metodom pojacane hemiluminiscencije (ECL) (eng. Enhanced Chemiluminescence).
Blotovi su inkubirani u smesi rastvora A (0,43 % p-kumarna kiselina, 1% luminol u 100 mM Tris-
HCI) i rastvora B (0,017 % H,0, u 100 mM Tris-HCI) u trajanju od 5 minuta. Proteinske trake
vizualizovane su koris¢enjem X-Omat LS filma (Carestream Health, Rocerster, Njujork, SAD).
Volumen proteinskih traka odreden je uz pomo¢ TotalLab120 kompjuterskog softvera (TotalLab
Ltd., Njukasl, Ujedinjeno Kraljevstvo).

3.13. Nativna gel-elektroforeza i analiza aktivnosti enzima

Za determinaciju izoformi enzima gel-elektroforezom u nedenaturiSsu¢im uslovima
upotrebljeni su 7% poliakrilamidni gelovi za razdvajanje i 5% poliakrilamidni gelovi za
koncentrovanje proteinskih uzoraka. Koriséeni su gelovi 1,5 mm debljine. Za razdvajanje proteina
upotrebljen je sistem za vertikalnu elektroforezu SE 600 Rubi (Amersham Biosciences,
Bakimgamsir, Ujedinjeno Kraljevstvo). Prilikom elektroforeze koriséen je pufer koji je sadrzao 25
mM Tris-HC1 i 192 mM glicina, pH 8,3. Na gelove su nanoseni uzorci proteina Koji su prethodno
mesani sa Lemli puferom (Laemmli, 1970) u odnosu 1:1 (v/v). Proteini su na gelove naneti u
slede¢im koli¢inama: 40 pg za analizu SOD, 35 ng za analizu CAT, 100 pug za analizu gvajakol
peroksidaza.
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3.13.1. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaza

Izoenzimske forme SOD razdvojene su po modifikovanoj metodi Beauchamp i Fridovich
(1971) gel-elektroforezom u trajanju od 2,5 h na 100V, na 4 °C. Nakon gel-elektroforeze gelovi su
ispirani vodom i inkubirani 30 minuta u mraku, u reagensu za enzimski test koji je sadrzao 250 mM
EDTA, 0,098 mM nitrotetrazolijum hlorid (NBT), 0,03 M riboflavin i 2 ml N,N,N’,N’-
tetrametiletan-1,2-diamin (TEMED) u kalijum fosfathom puferu, pH 7,8. Gelovi su zatim ispirani
vodom i osvetljavani svetlos¢u neonske lampe do pojave purpurno-ljubicaste boje. Bojenje gelova
za utvrdivanje SOD aktivnosti se zasniva na NBT + riboflavin reakciji kada dolazi do formiranja
formazana purpurno-ljubicaste boje. Na mestima aktivnosti SOD, gel je ostajao neobojen jer SOD
inhibira formiranje formazana. Razlicite izoforme SOD su identifikovane tako Sto su gelovi sa
identi¢nim uzorcima pre bojenja inkubirani u 100 mM K-P puferu, pH 7,8 koji je koris¢en kao
kontrola ili u puferu koji je sadrzao inhibitore izoformi SOD 1 mM KCN ili 3 mM H,0, u trajanju
od 30 min. Vodonik-peroksid inhibira Cu/ZnSOD i FeSOD, kalijum cijanid inhibira Cu/ZnSOD,
dok su u kalijum fosfatnom puferu aktivne sve izoforme SOD.

3.13.2. Odredivanje aktivnosti katalaza

Izoforme katalaza su razdvojene prema modifikovanoj metodi Woodbury i sar. (1971),
elektroforezom na 150 V u trajanju od 24h. Nakon elektroforeze gelovi su ispirani dejonizovanom
vodom, zatim su inkubirani u 0,01% H,0O, 10 minuta. Posle toga ispirani su dejonizovanom vodom
i inkubirani su u 2% rastvoru KsFe(CN)g tokom 30 s, zatim je u taj rastvor dodata ista zapremina
2% rastvora FeCl; pri ¢emu nastaje jedinjenje KFelll(Fell(CN)g), koje boji gel plavo-zelenom
bojom. Na mestima na kojima je prisutna katalaza, koja katalizuje degradaciju H,O,, dolazi do
obezbojavanja nakon nekoliko minuta. Kada su se trake najbolje uocile, reakcija je zaustavljana
ispiranjem gelova u vodi.

3.13.3. Odredivanje aktivnosti peroksidaza

Razdvajanje izoenzima gvajakol peroksidaza izvrSeno je prema modifikovanoj metodi
Rothe (2002), elektroforezom na 150 V u trajanju od 5h. Ispiranje gelova vrSeno je u 100 mM
citratnom puferu (pH 4) a potom su inkubirani 30 minuta u reakcionom puferu (100 mM citratni
pufer pH 4 sa 80 ul H,O, 1 40 pl gvajakola) do pojave crvenih traka. Reakcija nastaje izmedu H20;
i gvajakola, pri ¢emu nastaje crveno obojeni tetrahidrogvajakol. Nakon ove inkubacije, gelovi su
isprani vodom, skenirani i analizirani primenom grafickog paketa TotalLab 120 (TotalLab Ltd.,
Njukasl, Ujedinjeno Kraljevstvo).

3.14. Izolacija RNK

Za RNK sekvenciranje koris¢ena je ukupna RNK izolovana iz listova nestresiranih biljaka
starosti 12 nedelja, dok je za kvantitativni PCR (qRT-PCR) koris¢ena totalna RNK izolovana iz
listova W, WS, D i DS biljaka u vremenskim tackama TO, T1, T3 i T4. Izolacija RNK je uradena po
modifikovanom protokolu Gasic i sar. (2004).
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U uzorke listova (300 mg) je dodato po 1ml ekstrakcionog pufera ¢iji je sastav prikazan u
Tabeli 4., sa dodatkom 15 ul B-merkaptoetanola. Uzorci su vorteksovani i inkubirani 15 minuta u
vodenom kupatilu na 60 °C. U svaki uzorak je dodato 1ml smese hloroform: izoamil alkohol
(24:1).Uzorci su zatim centrifugirani 10 minuta na 10000 g na 4 °C. Ekstrakcija hloroformom:
izoamil alkoholom je ponovljena. U supernatant (oko 700 pl) je dodato 166 ul 7,5 M LIiCl i uzorci
su inkubirani na 4 °C preko no¢i. Narednog dana uzorci su centrifugirani 45 minuta na 12000 g na
4°C. Supernatant je odbacen, a pelet je ispran sa 1 ml 70% etanola i uzorci su centrifugirani 10
minuta na 12000 g na 4 °C. Supernatant je odbaen i pelet osusen tokom 5 min u komori sa
laminarnim strujanjem vazduha. Pelet je zatim rastvoren u 100 pl vode i dodato je 10 ul Na-acetata
(pH 5,5) 1 275 pl 70% etanola. Uzorci su inkubirani 60 minuta na -70 °C, a zatim su centrifugirani
45 min na 12000 g na 4 °C. Supernatant je odbacen, a pelet ispran 70% etanolom i osusen kao §to je
prethodno opisano. Osusena RNK je rastvorena u 50 pl vode i do upotrebe ¢uvana na -70 °C.

Tabela 4. Sastav pufera za ekstrakciju RNK (Gasic i sar., 2004).

2 x CTAB ekstrakcioni pufer Finalne koncentracije
CTAB 2% (W/V)
PVP K- solubilni 2% (wW/v)
Tris HCI pH 8 100 mM
EDTA 25 mM
NaCl 2M

spermidin 0,59/l
H,O (DEPC tretirana)

Kvantitet i kvalitet izolovane RNK proveren je spektrofotometrijski i elektroforetski na
agaroznom gelu uz koriS¢enje aparata za horizontalnu elektroforezu (Serva, BlueMarine 100,
Hajdelberg, Nemacka). Koncentracija RNK je odredena spektrofotometrijskim merenjem apsorpcije
na 260 nm na aparatu NanoPhotometer N60 (Implen, Minhen, Nemacka). Cisto¢a izolovanih RNK
je procenjena na osnovu odnosa AggolAzgo koji se za Ciste izolate RNK krece u intervalu od 1,8 do
2,2. Integritet RNK je odreden elektroforetskim razdvajanjem 1 pg uzorka RNK na 1,2% (w/v)
agaroznom gelu.

3.15. Reverzna transkripcija RNK

Pre same reakcije reverzne transkripcije (RT) RNK molekula, 1ug ukupne izolovane RNK
tretiran je enzimom DNK-azom | (Fermentas, Voltam, Masacusets) kako bi se izvrSilo uklanjanje
genomske DNK (sastav reakcione smese prikazan je u Tabeli 5.). Inkubacija je trajala 30 minuta na
37 °C, a enzim je zaustavljen dodavanjem 1 pul EDTA u svaki izolat i inkubiranjem 10 minuta na
65 °C.
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Tabela 5. Sastav reakcione smese za uklanjanje genomske DNK iz izolovane RNK

Komponenta Zapremina (pl)

RNK uzorak 1ug do 7,75
10 x reakcioni pufer MgCl, 1
DNKaza I (1 U/pl) 1
Inhibitor RNKaze RiboLock RI (40 U/ul) 0,5
H,0

RT reakcija uradena je kako bi se RNK prevela u komplementarne jednolantane DNK
(cDNK). Za RT reakciju koris¢en je Revert Aid First Strand cDNA Synthesis Kit-a (Fermentas,
Voltam, Masacusets, SAD). Komponente za RT reakciju prikazane su u Tabeli 6. Smesa je
inkibirana na sobnoj temperaturi 5 minuta. Uslovi reakcije u PCR masini bili su 42 °C u trajanju od
60 minuta i 70 °C u trajanju od 5 minuta. RT reakcija je uradena na aparatu Mastercycler® Nexus
Gradient (Eppendorf, Hamburg, Nemacka).

Tabela 6. Komponente reakcione smese za reverznu transkripciju

Komponente Zapremina (ul)
RNK-a iz prethodnog koraka (1 pg)
Nasumic¢ni heksameri-prajmeri (15-20 pmol)

5 X reakcioni pufer

Inhibitor RNK-aze (20 U/ul)
Reverzna transkriptaza (200 U/ul)
dNTP-ovi (10mM)
Ukupno

3.16. RNK sekvenciranje, de novo sklapanje transkriptoma i funkcionalna

anotacija

RNK sekvenciranje (RNK Seq) je uradeno u kompaniji Genomix4Life (Salerno, Italija)
koris¢enjem HiSeq 2500 Ilumina platforme, sekvencioniranjem sa oba kraja fragmenata (eng.
standard paired-end mode). Kontrola kvaliteta sirovih sekvenci je izvedena pomocu FastQC
programa (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/), a adapterske sekvence su
uklonjene korisé¢enjem Cutadapt softverskog alata (Haas i sar., 2013). Ocitane sekvence visokog
kvaliteta su koriS¢ene kao polazne sekvence za de novo sastavljanje transkriptoma koris¢enjem
Trinity softverskog alata (Haas i sar., 2013). Potencijalno kodirajué¢i regioni su identifikovani i
uradena je translacija u proteine (sekvence duzine od minimum 100 aminokiselina) koris¢enjem
TransDecodera (Haas i sar., 2013). Funkcionalna anotacija je uradena koris¢enjem Trinotate (eng.
Transcriptome Functional Annotation and Analysis) softverskog alata koji kombinuje vise
bioinformatickih baza: potrage za homologim sekvencama koris¢enjem do sada poznatih sekvenci
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(Blast+/SwissProt), identifikaciju proteinskih domena (HMMER/PFAM), baza protein signalnih
peptida i transmembranskih domena (signalPtmHMM), i razli¢ite baze podataka povezanih sa
anotacijom (eggNOG/GO/Kegg). Na ovaj nacin su odredene glavne karakteristike transkriptoma I.
walleriana koje su prikazane su u Tabeli 7.

Tabela 7. Glavne karakteristike transkriptoma 1. walleriana

Kolona 1 Ocitavanja Transkripti Transkriptom

Broj 28042416 109176

Srednja ocena kvaliteta 34
Velic¢ina (Mbp)
% GC
Prosecna duzina (bp)
Srednja duzina (bp)
N50 (bp)
Sekvence sa >2TPM
BLAST poklapanja
PFAM poklapanja
Gena anotirano

3.17. Dizajniranje prajmera za pracenje ekspresije de novo sekvenci dehidrina

Za identifikovane sekvence dehidrinskih gena kreirani su specifi¢ni prajmeri kori§¢enjem
Primer-BLAST softverskog alata (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) (Tabela 8.).
Specifi¢nost prajmera, kao i temperature vezivanja prajmera (Ta), su testirani gel elektroforezom
RT-PCR produkata. Za testiranje je koris¢ena CDNK kontrolnih uzoraka (izdanci biljaka koji su bili
potopljeni u vodi) i dehidriranih uzoraka (izdanci biljaka potopljeni u rastvor PEGggn, Vodnog
potencijala od -3MPa).

Tabela 8. Sekvence prajmera koris¢ene za amplifikaciju sekvenci Dhn gena I. walleriana

Naziv prajmera Sekvenca (5°-3”) Duzina amplikona (bp) Ta (°C)
F: lwDhnl AAGCCCTCTCTTTTCACCTCC

R: lwDhnl CGTGGAGACACAGGACAGAG
F: lwDhn2.1 ATAAGGCTTGCCACCATCA

R: lwDhn2.1 CAAAGAATTGCGAACTTCAGA
F: lwDhn2.2 TGGAGGTGGAGGAGGACTG
R: lwDhn2.2 CGTACCCTGACCCTGCTGAT

177 55,6

234 54,5

54,7
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3.18. PCR amplifikacija

Za testiranje dizajniranih prajmera koriS¢ena je ¢cDNK kontrolnih uzoraka (izdanci biljaka
koji su bili potopljeni u vodi) i dehidriranih uzoraka (izdanci biljaka potopljeni u rastvor PEG ggoo,
vodnog potencijala od -3MPa).

Tako dobijena ¢cDNK je umnozena pomoc¢u gen specifi¢nih prajmera u reakciji lan¢anog
umnozavanja (PCR) (eng. Polymerase Chain Reaction). Sve PCR reakcije su bile ukupne
zapremine 23,5 ul i postavljene su koris¢enjem AmpliTag Gold® PCR Kit (Applied Biosystems,
Voltam, Masacusets, SAD), a sastav jedne takve reakcione smese je prikazan u Tabeli 9.

Tabela 9. Sastav reakcione smese za PCR

Komponente Zapremina (pl)

H.0 15,5

10 x PCR pufer sa dodatim MgCl, 2,5

dNTP (10mM) 1,5

Forward (F) prajmer (5 uM) 1,25

Reverse (R) prajmer (5 uM) 1,25

Taq polimeraza (5 U/ul) 0,5
Odgovaraju¢a cDNK 1

Ukupno po reakciji

Program za PCR umnozavanje je sadrzao inicijalnu denaturaciju na 95 °C u trajanju od 10
minuta, zatim 36 ciklusa denaturacije (95 °C, 30 s), vezivanja prajmera (gradijent temperature 56+3
°C, 30 s) i elongacije (72 °C, 1 minut), kao i finalnu elongaciju na 72 °C tokom 10 minuta.
Temperatura vezivanja koris¢enih prajmera je bila razli¢ita (Dhnl — 55,3 °C, Dhn2.1 — 54,5 °C,
Dhn2.2 — 58,2 °C). PCR reakcije su se odvijale u masini Mastercycler® nexus Gradient (Eppendorf,
Hamburg, Nemacka).

3.19. Pripremanje standarda za apsolutnu kvantifikaciju pre¢iS¢avanjem PCR

produkata iz gela

Precis¢avanjem PCR produkata nakon agarozne gel elektroforeze pripremljeni su standardi
za gPCR. Za ekstrakciju iz gela i pre¢is¢avanje PCR produkata koris¢en je GeneJET Gel Extraction
kit (Fermentas, Voltam, Masacusets, SAD) prema uputstvu proizvodaca. Trake na gelu su
vizualizovane pod UV svetlom, iseCene sterilnim skalpelom i prebacene u sterilne mikrotube od 1,5
ml nakon ¢ega je dodat vezivni pufer (eng. Binding buffer) u zapremini koja odgovara izmerenoj
masi iseCene trake 1:1 (v/m). Uzorci su inkubirani u vodenom kupatilu na 60 °C do otapanja gela.
Kada se gel otopio, dodat je 100% izopropanol u odnosu 1:2 (v/v) i uzorci su muc¢kani na vorteksu 5
s, a zatim naneti na kolone za precis¢avanje (eng. Purification column) i centrifugirani 1 minut na
12000 g. Filtrat je odbacen, a na vrh kolone je dodato 700 ul pufera za ispiranje (eng. Wash buffer) i
centrifugirano je 1 minut na 12000 g. Filtrat je odbacen, a kolone su jo§ jednom centrifugirane u
trajanju od 1 minuta na 12000 g. Precis¢eni PCR fragmenti su eluirani sa kolone dodatkom 50 pl
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elucionog pufera (eng. Elution buffer) i centrifugiranjem 1 minut na 12000 g. Koncentracija
precisS¢enth PCR produkata je odredena spektrofotometrijski i na osnovu nje su napravljena
odgovarajuéa razblaZenja DNK za standardnu krivu (od 10°-10%kopija).

3.20. Odredivanje nivoa ekspresije gena metodom kvantitativnog RT-PCR
(QRT-PCR)

Nivo ekspresije analiziranih gena odredivan je metodom kvantitativnog RT-PCR (qRT-
PCR), koris¢enjem Maxima SYBR Green/Rox gqPCR Master Mix-a (Thermo Fisher Scientific,
Voltam, Masacusets, SAD) u masini QuantStudio™ 3 Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific,
Voltam, Masacusets, SAD). Ovaj Master Mix predstavlja smeSuTag-DNK polimeraze, dNTP-ova,
SYBR Greenboje, kao i referentne ROX boje, u odgovarajuéem puferu. U reakcione smese (Tabela
10.) dodato je po 1 ul odgovaraju¢e cDNK. Ova cDNK dobijena je po prethodno opisanom
protokolu reverznom transkripcijom 100 ng ukupnih RNK. Za svaki gen postavljana je kontrola bez
cDNK (NTC) (eng. Non Template Control), koja je umesto cDNK sadrzala 1 pl H,0.

Tabela 10. Sastav reakcione smese za qRT-PCR

Komponente Zapremina (pl)

H,O 2,8
SYBR Master Mix 5
F prajmer (5 pM) 0,6
R prajmer (5 uM) 0,6
cDNK/standard 1
Ukupno 10

Sve qPCR reakcije su se odvijale po slede¢em postupku:

e inicijalna denaturacija (10 minuta, 95 °C),

e denaturacija— 36 ciklusa (30 s, 95 °C),

e vezivanje prajmera 36 ciklusa (30 s, temperatura vezivanja zavisi od prajmera),
e elongacija— 36 ciklusa (30 s, 72 °C),

e analiza krive topljenja.

Sve gRT-PCR reakcije su nanoSene na plo¢u u tri bioloska ponavljanja na sistemu
QuantStudio™ 3 Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD).
Specifi¢nost prajmera je utvrdena analizom topljenja produkata amplifikacije. Standardi za
apsolutnu kvantifikaciju su pripremljeni serijskim razblazivanjem prec¢iS¢enih PCR produkata u
rasponu od 10°-10? kopija dsDNK/ul. Dobijeni rezultati su analizirani softverskim programom
QuantStudio™ Design&Analysis (Thermo Fisher Scientific, Voltam, Masacusets, SAD).
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3.21. Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti koji su uradeni sa |. walleriana gajenim in vitro su ponovljeni tri puta i
koris¢eno je po pet biljaka za svaki tretman, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost *
standardna greska (SE). Broj¢ani podaci su obradeni primenom softverskog programa Statistica 10
(StatSoft, Hamburg, Nemacka). Za odredivanje statisticki znacajnih razlika izmedu srednjih
vrednosti kori$¢ena je analiza varijanse (ANOVA), a srednje vrednosti su uporedene koris¢enjem
Fiserovog (Fisher) LSD post hoc testa (eng. Least Significant Difference) (p < 0,05). Graficko
predstavljanje rezultata uradeno je pomoc¢u racunarskog programa Microsoft Office Excel 2010
(Microsoft Corporation, Redmond, Vasington, SAD).

Broj cvetova i pupoljaka I. walleriana gajenih ex vitro je analiziran Poasonovom regresijom.
U okviru svakog vremena uzorkovanja (T0, T1, T2, T3 i T4) koriS¢en je osnovni linearni Poasonov
model, a ispitivan je uticaj faktora dehidratacije i SA, kao i njihove medusobne interakcije.Utvrdeno
je da dehidratacija ima statist¢ki znacajan efekat u okviru T2, T3 i T4. Uporedivanje srednjih
vrednosti broja cvetova i pupoljaka uradeno je u ovim vremenskim tackama (W+WS grupa je
uporedena sa D+DS grupom); p-vrednosti dobijene iz ovih poredenja su prilagodene koriS¢enjem
FDR (eng. False Discovery Rate) metode (Benjanini i Hocheberg, 1995).

RWC, MDA i koncentracija prolina u 1. walleriana gajenih ex vitro analizirana je
koris¢enjem trofaktorijalne analize varijanse (eng. Three-way ANOVA), a ispitivani su uticaji
faktora dehidratacije, SA i vremena, kao i njihove interakcije na nivou zna¢ajnosti p<0,05. Srednje
vrednosti uporedene su pomocu Njuman-Kelsovog (Newman-Keul) post-hoc testa (p<0,05).
Graficko predstavljanje rezultata uradeno je pomocu racunarskog programa Microsoft Office Excel
2010 (Microsoft Corporation, Redmond, Vasington, SAD).

Na osnovu dobijenih prose¢nih Ct vrednosti triplikata uzoraka (svi uzorci su nanoSeni na
mikrotitar plocu u triplikatu iz tri bioloska ponavljanja) i endogene kontrole (gen za 18S rRNK)
izratunata je razlika u ekspresiji dehidrinskih gena koriséenjem 2 ~**“* metode (Livak i Schmittgen,
2001). Za gene sa detektovanom ekspresijom u vecini uzoraka, relativne Ct vrednosti su statisticki
uporedene koriS¢enjem trofaktorijalne analize varijanse (eng. Three-way ANOVA), analizirana je
znaCajnost faktora dehidratacije, SA i vremena, kao i njihove interakcije. Utvrdeno je da na
ekspresiju IwDhnl gena samo dehidratacija imala statisti¢ki znacajan efekat pa poredenje srednjih
vrednosti izmedu tretmana nije radeno. Na ekspresiju IwDhn2.1 uticaj sva tri ispitivana faktora je
statisticki znaCajan, pa je uradeno poredenje srednjih vrednosti u okviru svakog vremena
uzorkovanja (TO-T4) koris¢enjem Takijevog testa. Za lwDhn2.2 zbog nehomogenosti varijanse
izmedu uzoraka kori$¢ena je VelSova analiza varijanse (Welch, 1947).

Arhitektura dehidrina shematski je prikazana koris¢enjem ragp R paketa (R core team;
Dragicevi¢ i sar., 2019) koji koristi hmmscan predvidanja kako bi odredila domene
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmscan), i Espritz web server (Walsh i sar., 2013)
kako bi se utvrdile pozicije neuredenih regiona proteina. Specificni motivi dehidrina su
identifikovani pretrazivanjem u R ili kori§¢enjem obrazaca podudaranja u Biostrings paketu (Pagés
i sar., 2019).
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4. Rezultati

4.1. Uticaj egzogene primene SA na biljke 1. walleriana gajene in vitro u

uslovima PEG indukovanog vodnog stresa

U okviru ove disertacije ispitivan je efekat egzogene primene SA na biljke 1. walleriana
gajene in vitro u uslovima vodnog stresa.

Vodni stres kod biljaka I. walleriana izazvan je dodavanjem PEG (1, 2 ili 3%) u hranjivu
podlogu. Takode, u hranjivu podlogu dodavana je i SA (1, 2 ili 3 mM). Kontrolu su predstavljale
biljke koje su gajene na hranljivoj podlozi bez PEG i SA.

Biljne kulture su gajene u uslovima dugog dana i nakon 60 dana odredeni su morfoloski
parametri: visina, masa svezih izdanaka, broj izdanaka i listova po biljci. Odredeni su i sledeci
fizioloski parametri: RWC, LWL, sadrzaj hlorofila, kao i ukupan sadrzaj fotosintetickih pigmenata.
Da bi se utvrdio nivo oksidativnog i osmotskog stresa, kao sekundarnih stresova koji prate vodni
stres, u listovima biljaka I. walleriana odreden je sadrzaj H,O,, MDA i prolina, kao i aktivnost
antioksidativnih enzima (SOD, CAT i POX).

4.1.1. Uticaj SA na morfologiju izdanaka biljaka I. walleriana gajenih in vitro
u uslovima vodnog stresa

Uticaj PEG 1 SA na rastenje biljaka /. walleriana nakon 60 dana gajenja u kulturi in vitro

prikazan je na Slici 20.

Kontrola PEG 3% + 3mM SA 3mM SA
I

Slika 20. Efekat PEG i SA na rastenje i morfologiju in vitro gajenih biljaka I. walleriana

Ispitan je uticaj razliCitih koncentracija PEG 1 SA pojedinacno, kao i njihovo zbirno
delovanje na morfolo§ke parametre rastenja i razvica biljaka I walleriana starih 60 dana
odredivanjem visine izdanaka i biomase svezeg nadzemnog dela biljaka, kao i broja novoformiranih
izdanaka i listova.
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Povecanje koncentracije PEG u hranljivoj podlozi koje je ekvivalentno snizenju Ww U
podlozi, odnosno intenziviranju vodnog stresa, dovodi do zna¢ajnog smanjenja visine biljaka 1.
walleriana (Slika 20. i Slika 21.). U kontrolnim uslovima visina izdanaka iznosila je 7,81cm dok je
na medijumu sa 3% PEG iznosila 3,89 cm, Sto predstavlja smanjenje visine izdanaka biljaka od
skoro 50%. U odsustvu vodnog stresa, dodatak SA u hranljivu podlogu nije doveo do znacajnih
razlika u visini biljaka u odnosu na kontrolu, bez obzira na primenjene koncentracije SA (8,19 cm —
1 mM SA; 8,39 cm — 2 mM SA; 8,97 cm — 3 mM SA). Sa dodatkom PEG (1 i 2%) u kombinaciji sa
SA (1 mM) u hranljivu podlogu, dolazi do neznatnog povecanja prosecne visine izdanaka biljaka u
odnosu na prosecnu visinu kada se u hranljivoj podlozi nalazi samo PEG (1 i 2%). Najbolji efekat
se postize u prisustvu 2 mM SA, pri blagom 1 umerenom vodnom stresu (PEG 1 1 2%). Na ovim
hranljivim podlogama dolazi do povecanja prosecne visine izdanaka biljaka za oko 35% u odnosu
na kontrolu (Slika 21.). Pri koncentraciji PEG od 3%, dodatak SA bilo koje koncentracije nije
ublazilo efekte vodnog stresa kada je ovaj morfoloski parametar u pitanju.
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Slika 21. Efekat PEG i SA na visinu izdanaka biljaka I. walleriana gajenih in vitro. Podaci
prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti + SE. Statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obeleZzene zvezdicom (*P<0,05;
**P<0,01; ***P<0,001).

Kod biljaka I. walleriana gajenih in vitro u uslovima PEG indukovanog vodnog stresa i u
prisustvu SA, pracena je i masa izdanaka cija je prosecna vrednost na osnovnoj podlozi bez dodatka
PEG i SA iznosila 1,07 g (Slika 22.). Sa dodatkom PEG u hranljivu podlogu dolazi do
proporcionalnog smanjenja mase svezih izdanaka. Sto je veéa koncentracija PEG u podlozi, biljke
su tako izloZene jacem vodnom stresu, te dolazi i do ve¢eg smanjenja mase izdanaka. Na hranljivoj
podlozi sa 3% PEG prose¢na masa svezih izdanaka iznosila je 0,42 g §to je smanjenje od oko 60% u
odnosu na prosecnu masu svezih izdanaka biljaka gajenih na osnovnoj podlozi bez dodatka PEG.
Dodatak samo SA u hranljivu podlogu pri nizim koncentracijama nije imalo zna¢ajanijeg uticaja na
masu svezih izdanaka, izuzev u koncentraciji od 3 mM, pri kojoj je dosSlo do znacajnog povecanja
prosecne mase izdanaka (priblizno 17%) u odnosu na prose¢nu masu svezih izdanaka biljaka
gajenih na osnovnoj podlozi bez dodatka SA. Primeceno je da na hranljivim podlogama koje su
sadrzale kombinacije PEG i SA, SA tada dovodi do povecanja mase svezih izdanaka kada se
rezultati uporede sa onim dobijenim na hranljivim podlogama koje su u svom sastavu imale samo
PEG, osim u kombinaciji 1 mM SA i 3% PEG u odnosu na 3% PEG bez SA.
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Slika 22. Efekat PEG i SA na masu svezih izdanaka biljaka |. walleriana gajenih in vitro. Podaci
prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti + SE. Statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom (*P<0,05;
**P<0,01; ***P<0,001).

Kod biljaka /. walleriana gajenih in vitro na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama
PEG konstatovano je smanjenje broja novoformiranih izdanaka po biljci (Slika 23.). Pri viSim
koncentracijama PEG u hranjivoj podlozi, odnosno u uslovima intenzivnijeg vodnog stresa, dolazi i
do veceg smanjenja prode¢nog broja izdanaka po biljci. Na hranljivoj podlozi sa 3% PEG prosec¢an
broj izdanaka po biljci se smanjio 7 puta u odnosu na kontrolu. SA tretmani doveli su do znacajnog
povecanja prosecnog broja izdanaka po biljci u odnosu na kontrolu; na podlozi sa 3 mM SA dolazi
do najveceg povecanja broja izdanaka po biljci od 2 puta u odnosu na kontrolu. U tretmanima sa SA
1 PEG u hranljivoj podlozi, SA u ve¢ini primenjenih koncentracija dovodi do povecanja broja
novoformiranih izdanaka u odnosu na tretmane gde je u hranljivoj podlozi dodavan samo PEG,
izuzev tretmana sa 1 mM SA i 1% PEG u odnosu na hranljivu podlogu samo sa 1% PEG.
Dodavanje SA u koncentraciji od 3 mM hranjivim podlogama sa 1 i 2% PEG (blag i umeren vodni
stres), kao 1 dodavanje 2 mM SA hranljivoj podlozi sa 1% PEG dovodi do povecanja prose¢nog
broja izdanaka u odnosu na kontrolu i to za oko 1,8 puta.
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Slika 23. Efekat PEG i SA na broj izdanaka biljaka /. walleriana gajenih in vitro. Podaci prikazani
na grafiku predstavljaju srednje vrednosti = SE. Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na kontrolne
vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom (*P<0,05; **P<0,01;
*#4¥P<0,001).

U kulturi izdanaka I. walleriana koje su 60 dana gajene na hranljivoj podlozi sa razli¢itim
koncentracijama PEG, uoceno je linearno smanjenje broja listova po izdanku (Slika 24.). Sa
povecanjem koncentracije PEG, povecéava se i intenzitet vodnog stresa, Sto proporcionalno dovodi
do smanjenja broja listova po biljci. U kontroli prosecan broj listova po biljci iznosio je 11,60, dok
je na hranljivoj podlozi sa 1% PEG, prosecan broj listova po biljci bio 8,67 (smanjenje od 25,3% u
odnosu na kontrolu), sa 2% PEG je bio 7,55 (smanjenje od 34,9%), dok je prosecan broj listova po
biljci iznosio 5,35 na hranljivoj podlozi sa 3% PEG, §to je predstavljalo najve¢e smanjenje
prosecnog broja listova od 53,8% u odnosu na kontrolu. Dodatak SA u hranljivu podlogu bez PEG
nije doveo do znacajne promene u prose¢nom broju listova po biljci, bez obzira na primenjenu
koncentraciju SA. Dobijeni rezultati ukazuju da je do znacajne promene u prose¢nom broju listova
doslo na hranljivoj podlozi pri intenzivnom vodnom stresu indukovanim 3% PEG uz primenu sve
tri koncentracije SA (1, 2 1 3 mM) u odnosu na broj listova biljaka 1. wallerijana gajenih na
hranljivoj podlozi sa 3% PEG bez SA.
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Slika 24. Efekat PEG i SA na broj listova biljaka 1. walleriana gajenih in vitro. Podaci prikazani na
grafiku predstavljaju srednje vrednosti + SE. Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolne
vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom (*P<0,05; **P<0,01;
**%p<0,001).

Kod biljaka I. walleriana gajenih in vitro primenjeni PEG tretmani su uticali na ve¢inu
pracenih morfometrijskih parametara, generalno sa porastom intenziteta vodnog stresa dolazi do
smanjenja visine biljke, mase svezih biljaka, broja izdanaka 1 listova po biljci. Egzogena primena
SA je u vecini slucajeva smanjila negativni uticaj vodnog stresa na biljke, pri ¢emu je SA u
koncentraciji od 2 i 3 mM pokazala najdelotvorniji efekat. Sama SA u odsustvu vodnog stresa
dovodi jedino do =znacCajnog povecanja broja izdanaka po biljci u svim primenjenim
koncentracijama.

4.1.2. Efekat SA na nivo hidratacije izdanaka i sadrzaj fotosintetskih pigmenata
u listovima biljaka I. walleriana gajenih in vitro u uslovima PEG
indukovanog vodnog stresa

Pored rastenja 1 razvi¢a biljaka, prouCavan je 1 efekat egzogene primene SA na nivo
hidratacije biljaka i fotosintetske pigmente u listovima . walleriana u uslovima vodnog stresa.
Praceni su slede¢i parametri: RWC u izdancima, kao 1 LWL, a sadrZaj ukupnih hlorofila 1
karotenoida u listovima.

RWC predstavlja parametar koji moZe ukazati na intezitet vodnog stresa kojem je biljka
izloZzena. Dodatak PEG u hranljivu podlogu doveo je do smanjenja RWC u izdancima biljaka 7.
walleriana 1 to na hranljivoj podlozi sa 1% PEG za 8%, 2% PEG za 10% i 3% PEG za 23% u
odnosu na kontrolu (Slika 25.). Ovi rezultati ukazuju da sa snizavanjem ¥Yw podloge dolazi do sve
znacajnijeg smanjenja RWC u izdancima biljaka /. walleriana. Primena SA u hranljivoj podlozi, u
odsustvu vodnog stresa, ne dovodi do znacajnih promena RWC u izdancima (Slika 25.). Medutim,
egzogena primena SA u uslovima intenzivnog vodnog stresa (3% PEG) dovodi do pove¢anja RWC
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u izdancima i to pri svim primenjenim koncentracijama SA; zabelezeno je povecanje RWC u
izdancima od 38,16% do 55,3% u odnosu na kontrolu. Ovi rezultati ukazuju da SA ima pozitivan
uticaj na RWC u izdancima biljaka 1. walleriana kada su izlozene vodnom stresu.
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Slika 25. Efekat PEG 1 SA na RWC u izdancima biljaka 1. walleriana gajenih in vitro . Podaci
prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti + SE. Statisticki znacajne razlike u odnosu na
kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom (*P<0,05;
**P<0,01; ***P<0,001).

LWL predstavlja jo$ jedan znacajan parametar nivoa hidratisanosti biljaka kao i pokazatelj u
kakvim stresnim uslovima se nalaze ispitivane biljke. U sluc¢aju ovog parametra, dodatak PEG u
hranljivu podlogu dovodi do linearnog poveéanja LWL sa povecanjem koncentracije PEG, od
pocetnih 21,27% koliko je iznosio LWL na osnovnom medijumu (kontrola) do 39,23% na podlozi
sa 3% PEG) (Slika 26.). Dodatak 3 mM SA u hranljivu podlogu u odsustvu PEG indukovanog
vodnog stresa dovodi do smanjenja LWL za 15,53% u odnosu na kontrolu. U uslovima PEG
indukovanog vodnog stresa uz prisustvo SA, SA ima pozitivan efekat na biljke i dovodi do
smanjenja LWL u svim ispitivanim koncentracijama, a najveci efekat ima u koncentraciji od 3 mM.
Na osnovu ovih rezultata mozemo re¢i da SA ima efekta u zastiti od PEG indukovanog vodnog
stresa kada je ovaj parametar u pitanju.
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Slika 26. Efekat PEG 1 SA na LWL kod biljaka /. walleriana gajenih in vitro . Podaci prikazani na
grafiku predstavljaju srednje vrednosti = SE. Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolne
vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom (*P<0,05; **P<0,01;
**%p<0,001).

Vodni stres ima negativan uticaj na fotosintezu kod biljaka, Cesto i na zastupljenost
fotosintetskih pigmenata, pa je ispitivan uticaj PEG-indukovanog vodnog stresa i SA na sadrzaj
ukupnih hlorofila (chl a i chl b), karotenoida, kao i na sadrzaj ukupnih fotosintetskih pigmenta
(ukupni hlorofili + karotenoidi) u listovima biljaka /. walleriana gajenih in vitro (Slika 27.). Sadrzaj
fotosintetskih pigmenata variro je u zavisnosti od primenjenog tretmana. U uslovima PEG
indukovanog vodnog stresa doslo je do smanjenja koncentracije ukupnih hlorofila u listovima u
odnosu na sadrzaj ovih pigmena u listovima biljaka gajenih na hranljivoj podlozi bez dodatka PEG i
SA (kontrolu). Najve¢i efekat PEG na sadrzaj ukupnih hlorofila u listovima je zabeleZen pri
koncentraciji od 3%. Kod biljaka /. walleriana gajenih na hranljivoj podlozi bez dodatka PEG i SA
sadrzaj ukupnih hlorofila u listovima iznosio je 0,84 mgg™' svezeg biljnog materijala, dok je na
hranljivoj podlozi sa 3% PEG-a iznosila 0,41 mgg" svezih listova, §to je smanjenje od 50%.
Dodatak samo SA u hranljivu podlogu dovodi do linearnog povecanja sadrZaja ukupnih hlorofila
koje prati povecanje koncentracije SA. Znacajno povecanje sadrzaja ukupnih hlorofila je uoceno na
koncentracijama SA od 21 3 mM i to za 1,3, odnosno 2 puta u odnosu na kontrolu. SA je imala
efekat 1 na povecanje sadrzaja ukupnih hlorofila i kada je u podlozi prisutan PEG i to u svim
primenjenim koncentracijama SA, a najveci efekat je uocen pri koncentraciji SA od 3 mM .
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Slika 27. Efekat PEG i SA na sadrzaj ukupnih hlorofila u listovima biljaka I. walleriana gajenih in
vitro. Podaci prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti = SE. Statisti¢ki znacajne razlike u
odnosu na kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obeleZene zvezdicom
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

PEG indukovani vodni stres nema efekta na sadrzaj karotenoida (Slika 28.). Dodatak SA u
hranljivu podlogu u odsustvu vodnog stresa dovodi do znacajnog povecanja ukupnih karotenoida za
43% pri primeni 2 mM SA i za 57% pri primeni 3 mM SA u odnosu na kontrolu. Primena SA u
uslovima PEG indukovanog vodnog stresa dovela je do znacajnog povecéanja sadrzaja karotenoida
jedino pri veéim koncentracijama, 2 1 3 mM. Generalno sa povecanjem koncentracije PEG u
podlozi, a u okviru jedne primenjene koncentracije SA, dolazi do smanjenja sadrzaja karotenoida
Sto ukazuje na to da se efekat primenjene koncentracije SA smanjuje sa povecanjem intenziteta
vodnog stresa. Pri primeni 3 mM SA i1 3% PEG sadrzaj karotenoida se pove¢ao 1,8 puta u odnosu
na kontrolu, dok se na podlozi sa 3 mM SA sadrzaj karotenoida povecao 2,35 puta u odnosu na
kontrolu. Na osnovu rezultata mozemo da kazemo da primena SA u koncentracijama od 2 i 3 mM
dovodi do povecanja sadrZaja karotenoida, koji predstavljaju zastitne fotosintetske pigmente.

61



0.8

ok ok
PEG koncentracija (%) I

0 * *

0.7 -
0.6 -

W N e
—_l %
*
r—
*
*

==
0.5 N

0.4 -
03 ] I 1

0.2 - e

Sadrzaj karotenoida (mgg ™' FW)

*k

0.1 -

SA (mM)

Slika 28. Efekat PEG i SA na sadrzaj karotenoida u listovima biljaka /. walleriana gajenih in vitro.
Podaci prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti = SE. Statisticki znaajne razlike u
odnosu na kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

Vodni stres koji je u in vitro eksperimentu postignut dodatkom PEG u hranljivu podlogu
doveo je do smanjenja koncentracije ukupnih fotosintetskih pigmenata, i to najvise na hranljivoj
podlozi sa 3% PEG, za ¢ak 34% u odnosu na kontrolu (Slika 29.). Dodatak SA u hranljivu podlogu
u odsutvu stresa dovodi do povecanja koncentracije ukupnih fotosintetskih pigmenata i to znacajno
pri koncentracijama od 2 mM za 1,6 putai 3 mM za 2,7 puta u odnosu na kontrolu. Primena SA u
uslovima PEG indukovanog vodnog stresa dovela je do znacajnog povecanja koncentracije ukupnih
fotosintetskih pigmenata jedino pri koncentracijama od 2 i 3 mM SA na svim ispitivanim
koncentracijama PEG u odnosu na kontrolu. SA je suprimirala efekat PEG-indukovanog vodnog
stresa na zastupljenost fotosintetskih pigmenata, a pri primeni viSih kocentracija (2 1 3 mM) SA je
dovela i do povecéanja njihovog sadrzaja. U odsustvu stresa SA je dovela do povecéanja
koncentracije ukupnih fotosintetskih pigmenata tako da se moze re¢i da SA pozitivno uti¢e na
proces fotosinteze.
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Slika 29. Efekat PEG 1 SA na koncentraciju ukupnih fotosintetskih pigmenata u listovima biljaka 1.
walleriana gajenih in vitro. Podaci prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti + SE.
Statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG
tretmana su obelezene zvezdicom (*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

4.1.3. Efekat SA na produkciju H,O, i LP u listovima biljaka 1. walleriana
gajenih in vitro u uslovima PEG indukovanog vodnog stresa

Da bi se ispitao uticaj egzogene primene SA i vodnog stresa na pojavu i intezitet
sekundarnog, oksidativnog stresa u listovima biljaka I. walleriana, pracena je produkcija H,O; i
nivo LP (Slika 30.). Na osnovu dobijeneih rezultata mozemo uociti da vodni stres koji je postignut
dodavanjem PEG u koncentracijama od 2 i 3% u hranljivu podlogu dovodi do povecanja
koncentracije H,O, u listovima I. walleriana. U kontrolnim uslovima koncentracija H,O; iznosi
9,07 ng'1 mase svezih listova, dok na tretmanima sa 2% PEG iznosi 10,75 uMg’l, a na 3% PEG-u
11,5 pMg™. Dodatak samo SA u hranljivu podlogu u koncentracijama od 1 i 2 mM nije uticao na
nivo H,0, kod biljaka, osim u sluéaju koncentracije od 3 mM SA koja je dovela do smanjenja za
oko 15% u odnosu na kontrolu. Medutim, u uslovima vodnog stresa sve primenjene SA
koncentracije dovode do znacajnog smanjenja nivoa H,O,. Najbolji rezultat postignut je sa 3 mM
SA koji je doveo do smanjenja koncentracije H,O, od 15-30% u zavisnosti od primenjene
koncentracije PEG.
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Slika 30. Efekat PEG i SA na koncentraciju H,O,, u listovima biljaka I. walleriana gajenih in vitro.
Podaci prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti = SE. Statisticki znacajne razlike u

odnosu na kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

MDA je parametar koji se koristi za procenu nivoa lipidne peroksidacije, a samim tim i
nivoa oksidativnog stresa. Kada je koncentracija MDA povecéana, ve¢i je nivo oksidativnog stresa i
vece je oStecenje celijskih membrana. U koris¢enom eksperimentalnom sistemu, dodatak PEG u
hranljivu podlogu dovodi do povecanja MDA 1 to sa povecanjem koncentracije PEG raste i nivo
MDA (Slika 31.). Na podlozi sa 3% PEG povecanje iznosi ¢ak 2,22 puta u odnosu na kontrolu.
Dodatak SA u hranljivu podlogu u odsustvu stresa ne dovodi do znacajne promene nivoa MDA, bez
obzira na primenjene koncentracije SA. Medutim, SA u uslovima PEG-indukovanog vodnog stresa
u koncentracijama od 2 1 3 mM znacajno uti¢e na smanjenje sadrzaja MDA do nivoa uocenog u
kontroli. Prilikom primene 1mM doslo je do smanjenja nivoa MDA, ali ne na nivo kao u
kontrolnim uslovima. Na osnovu dobijenih rezultata, moZe se re¢i da SA ima pozitivan efekat na
smanjenje nivoa MDA, samim tim smanjuje i oksidativni stres kod biljaka koji se javlja kao
posledica vodnog stresa i to u koncentracijama od 2 i 3 mM.
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Slika 31. Efekat PEG 1 SA na koncentraciju MDA u listovima biljaka I. walleriana gajenih in vitro.
Podaci prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti = SE. Statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

4.1.4. Uticaj SA na koncentraciju prolina u listovima biljaka 1. walleriana
gajenih in vitro u uslovima PEG indukovanog vodnog stresa

Pri uslovima vodnog stresa biljke akumuliraju kompatibilne osmolite, medu kojima je
prolin. Analiza sadrZaja prolina u listovima biljaka I. walleriana gajenih in vitro ukazuje na znatno
vecu akumulaciju ove aminokiseline sa povecanjem koncentracije PEG u hranljivoj podlozi (Slika
32.). SA ne dovodi do povecanja koncentracije prolina u listovima biljaka /. walleriana kada one
nisu izlozene vodnom stresu. Primena SA u kombinovanim tretmanima sa PEG doprinosi
akumulaciji prolina u biljkama i koncentracija prolina dostize plato od 37 pgg™' mase svezih listova
na podlozi sa 3% PEG bez obzira na primenjenu koncentraciju SA, §to je 2,7 puta visa od
koncentracije u listovima biljaka gajenih na samo osnovnoj podlozi. Prolin kao osmotski aktivan
molekul omogucéava osmotsko prilagodavanje biljaka u uslovima nedostatka vode i jedan je od
nacina na koji biljke prevazilaze vodni stres, §to potvrduju i ovi rezultati.
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Slika 32. Efekat PEG i1 SA na koncentraciju prolina u listovima biljaka I. walleriana gajenih in
vitro. Podaci prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti = SE. Statisticki znacajne razlike u
odnosu na kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

4.1.5. Efekat PEG i SA na aktivnost antioksidativnih enzima u listovima
biljaka 1. walleriana gajenih in vitro

Cesto su vodni stres i isuSivanje praceni oksidativnim stresom kod biljaka, jer dolazi do
poremecaja u elektron transportnim lancima, te tako dolazi do stvaranja ROS u ¢elijama.
Mitohondrije i hloroplasti su glavna mesta nastanka ROS. Do oksidativhog stresa dolazi kao
rezultat poremecene ravnoteze izmedu procesa produkcije ROS 1 aktivnosti antioksidativnih sistema
koji su odgovorni za uklanjanje reaktivnih meduprodukata i/ili sistema koji vrSe popravljanje
nastalih o$te¢enja. Vodni stres poveéava koncentraciju ROS i time posredno dovodi do oksidativnog
stresa. Aktivnost antioksidativnih enzima moze da ukaZe na efikasnost odbrane biljaka od
oksidativnog stresa koji nastaje kao posledica vodnog stresa.

Aktivnost SOD merena je spektrofotometrijski 1 sa povecanjem koncentracije PEG u
hranljivoj podlozi dolazi do znafajnog povecanja aktivnosti ovog enzima (Slika 33.). Pri
koncentraciji PEG od 3%, aktivnost SOD se povecava za 1,35 puta u odnosu na kontrolu. Primena
SA u uslovima vodnog stresa izazvanog PEG, dovodi do smanjenja aktivnosti SOD u odnosu na
kontrolu. Tako pri primeni 2 1 3 mM SA u uslovima vodnog stresa dolazi do smanjenja aktivnosti
SOD u odnosu na nivo aktivnosti kada su biljke izloZzene samo vodnom stresu, dok je na tretmanu
sa 3 mM SA i 1% PEG aktivnost SOD manja za 25% nego na osnovnoj podlozi. Primena SA u
koncentraciji od 2 i 3 mM dovodi do smanjenja aktivnosti SOD pri vodnom stresu, smanjujuci
koncentraciju ROS §to se vidi 1 iz rezultata produkcije H,O, (Slika 30.).
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Slika 33. Efekat PEG i SA na aktivnost SOD u listovima biljaka I. walleriana gajenih in vitro.
Podaci prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti = SE. Statisticki znaajne razlike u
odnosu na kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

Dalji rezultati su pokazali da sa intenziviranjem vodnog stresa dolazi do povecanja
aktivnosti katalaza (Slika 34.). Na tretmanu sa 2% PEG dolazi do povecanja aktivnosti CAT od 1,4
puta u odnosu na kontrolu, dok na tretmanu sa 3% PEG to povec¢anje iznosi ¢ak 3 puta. Dodatak SA
u hranljivu podlogu u odsustvu vodnog stresa izazvanog PEG, dovodi do smanjenja aktivnosti CAT
u listovima biljaka I. walleriana u odnosu na kontrolu, i to pri koncentraciji SA od 2 mM za 42,7%,
a pri 3 mM za 48,2%. Na ispitivanim podlogama koje su u svom sastavu sadrzale SA, pri delovanju
vodnog stresa indukovanog PEG, primeceno je da SA ve¢ pri najnizoj koncentraciji od 1 mM u
uslovima najintenzivnijeg vodnog stresa (3% PEG), dovodi do znafajnog smanjenja aktivnosti
CAT. Pri koncentraciji od 2 i 3 mM SA, pri bilo kojoj jacini vodnog stresa, dolazi do znacajnog
smanjenja aktivnosti CAT do nivoa koji je izmeren kod biljaka u kontrolnim uslovima ili ¢ak i
ispod tog nivoa. Na hranljivoj podlozi sa 3 mM SA i 3% PEG dolazi do smanjenja aktivnosti CAT
od 20% u odnosu na kontrolu. SA u koncentraciji od 2 i 3 mM je izuzetno efikasna u smanjenju
aktivnosti katalaza, $to se vidi i iz rezultata nivoa H,O,, nastalog kao posledica vodnog stresa u
listovima biljaka I. walleriana gajenih in vitro.
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Slika 34. Efekat PEG 1 SA na aktivnost CAT u listovima biljaka /. walleriana gajenih in vitro.
Podaci prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti = SE. Statisti¢ki znacajne razlike u

odnosu na kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

Aktivnost ukupnih POX raste sa povecanjem intenziteta vodnog stresa, odnosno sa
poveéanjem koncentracije PEG u podlozi (Slika 35.). Porast aktivnosti POX je linearan, na
koncentraciji od 1% PEG dolazi do povecanja od 1,8 puta, dok na koncentraciji od 3% PEG dolazi
do povecanja aktivnosti od ¢ak 3,9 puta u odnosu na kontrolu. Primena SA dovela je do poveéanja
POX aktivnosti kod biljaka koje nisu bile izloZene vodnom stresu i to za 37,7% pri aplikaciji 2 mM
SA, odnosno za 51,6% na 3 mM SA. Sa druge strane kod biljaka koje su bile izlozene vodnom
stresu indukovanim PEG, SA dovodi do smanjenja aktivnosti ukupnih peroksidaza i to na tretmanu
sa 3% PEG i 3 mM SA za 50% u odnosu na tretman samo sa 3% PEG. U zavisnosti od uslova koji
deluju na biljke, najverovatnije dolazi do aktivacije razli¢itih izoformi peroksidaza, odnosno vodni
stres 1 SA najverovatnije imaju uticaj na razli€ite izoforme peroksidaza. Zbog toga je uradena i
Native-PAGE elektroforeza za odabrane uzorke, kako bi se detektovala aktivnost pojedina¢nih POX
izoformi (Slika 36.).
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Slika 35. Efekat PEG i SA na aktivnost totalnih POX u listovima biljaka 1. walleriana gajenih in
vitro. Podaci prikazani na grafiku predstavljaju srednje vrednosti = SE. Statisti¢ki znacajne razlike u
odnosu na kontrolne vrednosti (LSD test), u okviru istog PEG tretmana su obelezene zvezdicom
(*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001).

Na osnovu zimograma aktivnosti peroksidaza (Slika 36.) pokazalno je da PEG izazvana
susa pospesuje aktivnost osam izoformi POX kod biljaka I. walleriana gajenih in vitro, a posebno
aktivnost izoformi B 1 I, dok tretman 3 mM SA pospesSuje aktivnost izoformi C, D, E i G, a inhibira
A, B, H i |, bez obzira na prisustvo PEG u podlozi.
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Slika 36. Zimogram POX izoformi kod biljaka I. walleriana gajenih in vitro. Izoforme su obelezene
slovima od A do I (slovo F je izostavljeno iz obelezavanja kako bi izoforme odgovarale obelezenim

izoformama u ranijim publikacijama).

69



4.2. Efekat vodnog stresa i SA na biljke I. walleriana gajene ex vitro

Uticaj egzogene primene SA na biljke I. walleriana gajene ex vitro ispitivan je u uslovima
nedostatka vode u podlozi, odnosno suse. U eksperimentu utvrdivan je uticaj folijjarne primene 2
mM SA na cvetanje (broj cvetova i cvetnih pupoljaka); odredeni su RWC, sadrzaj prolina i MDA
kao bitnih parametara koji ukazuju na nivo vodnog stresa kojima su biljke izlozene. Dalje je
uradena 1 analiza aktivnosti antioksidativnih enzima (SOD,CAT i1 POX) kao i1 zastupljenost
HSP101 proteina, koji su takode pogodni parametri za ispitivanje nivoa vodnog i oksidativnog
stresa kome su biljke izloZene. Na kraju je praena ekspresija tri dehidrinska gena kod l.walleriana
(lwDhnl, IwDhn2.1 i lwDhn2.2) u uslovima vodnog stresa i primene SA. Ova istrazivanja imala su
za cilj da ukazu na odredene mehanizme delovanja SA kod ove biljne vrste, u ex vitro
eksperimentalnom sistemu koji oponasa uslove spoljasnje sredine uz kontrolu odredenih faktora
(osvetljenje, temperatura, relativna vlaznost vazduha).

4.2.1. Efekat vodnog stresa i SA na cvetanje biljaka | .walleriana gajenih ex
vitro

Na Slici 37. prikazan je izgled Cetiri testirane grupe biljaka u razli¢itim vremenskim ta¢kama
u kojima je uradeno uzorkovanje. Vremenska tacka TO odnosi se na prvi dan eksperimenta kada su
prikupljani uzorci Cetiri ispitivane grupe biljaka, nakon zasi¢enja supstrata vodom i nije prikazana
na Slici 37.
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Slika 37. Izgled Cetiri testirane grupe biljaka u razli¢itim vremenskim tackama: W — zalivane biljke,
WS - zalivane biljke koje su tretirane sa SA, D — biljke izloZzene vodnom stresu, DS — biljke
izloZzene vodnom stresu koje su tretirane sa SA. T1-T4 su vremenske tacke obelezene kada je
uradeno uzorkovanje: tre¢eg dana eksperimenta — 24h nakon aplikacije SA (tacka T1), jedanaestog
dana eksperimenta (kada su poceli da se naziru prvi simptomi suse u grupi D, tacka T2), Cetrnaestog
dana eksperimenta (efekat suSe je bio morfoloski uo€ljiv u grupi D, tacka T3) 1 Sesnaestog dana
eksperimenta (24h nakon rehidratacije, tacka T4).

Analiza rezultata je pokazala da upotreba SA nema uticaja na cvetanje i da je nedostatak
vode jedini faktor koji uti¢e na broj cvetova ukljucujuci i cvetne pupoljke (Slika 38.). Susa je imala
statisti¢ki znacajan efekat jedino u tac¢kama T2, T3 1 T4. Vodni stres znac¢ajno dovodi do smanjenja
broja cvetova i cvetnih pupoljaka u grupama biljaka D i DS u odnosu na biljke koje su zalivane
(grupe W i WS). Nakon rehidratacije (vremenska tacka T4) doslo je do skoro trenutnog oporavka
uvelih listova biljaka u grupama D i DS, ali nije bilo efekta na broj cvetova i cvetnih pupoljaka.
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Slika 38. Prosecan broj cvetova i cvetnih pupoljaka po biljci. Greske prikazane na histogramima
predstavljaju standardnu devijaciju Cetiri bioloska ponavljanja (Cetiri biljke), TO-T4 su razliita
vremena uzorkovanja. W — zalivane biljke, WS — zalivane biljke tretirane sa SA, D — biljke izloZene
vodnom stresu (biljke koje nisu zalivane), DS — biljke izlozene vodnom stresu koje su tretirane sa
SA. Rezultati su obradeni Poasonovom regresijom unutar svake vremenske tacke. Uradeno je
poredenje srednjih vrednosti u ovim vremenskim tackama za faktor dehidratacije (W+WS grupe su
uporedene sa D+DS grupama); p — vrednosti dobijene prilikom ovih poredenja su obradene FDR
metodom i statisticki znacajne razlike izmedu grupa (p<0,05) su obeleZene razli¢itim malim slovom
iznad barova.

4.2.2. Uticaj SA na RWC u listovima biljaka I. walleriana gajenih ex vitro u
uslovima vodnog stresa

Kao sto je ve¢ napomenuto RWC predstavlja znacajan faktor koji ukazuje hidratacioni status
biljaka. Analizom varijanse (ANOVA) dobijenih rezultata utvrdeno je da postoji statisticki znacajna
interakcija ispitivanih faktora: dehidratacija, SA, vreme uzorkovanja. ANOVA ukazuje da se uticaj
SA razlikuje izmedu zalivanih i nezalivanih biljaka u odredenom vremenskom trenutku (Slika 39.).
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Slika 39. Promena RWC u listovima biljaka I. walleriana pri vodnom stresu i odgovor biljaka na
SA. W — zalivane biljke, WS — zalivane biljke tretirane sa SA, D — biljke izlozene vodnom stresu
(biljke koje nisu zalivane), DS — biljke izlozene vodnom stresu koje su tretirane sa SA. T0-T4 su
razli¢ita vremena uzorkovanja. Svaki stubi¢ histograma predstavlja srednju vrednost RWC dobijenu
iz tri bioloska ponavljanja. Varijansa izmedu bioloskih ponavljanja koja je prikazana kao
standardna greSka, predstavlja standardnu devijaciju. Ispitivani su uticaji faktora dehidratacije, SA 1
vremena kao i njihove interakcije na nivou znacajnosti p<0,05. Srednje vrednosti su uporedene
pomocu Njuman-Kelsovog post-hoc testa (p<0,05). Vrednosti na grafiku obelezene istim slovom
nisu statisticki znac¢ajne prema Njuman-Kelsovom testu na nivou znacajnosti od p<0,05.

Kod zalivanih biljaka na pocetku eksperimenta (TO) RWC je iznosio preko 87% (87,2-
89,1%) $to se nije menjalo u toku eksperimenta ni u W, ni u WS grupi (Slika 39.). Kod biljaka koje
su bile izlozene dehidrataciji (grupa D) doslo je do znacajnog smanjenja RWC nakon deset dana od
pocetka dehidratacije (77,8% u vremenskoj tacki T2), u poredenju sa biljkama iz grupe W. Posle
trinaest dana uskrac¢ivanja vode i intenziviranju suse, biljke grupe D u vremenskoj tacki T3 imale su
RWC od 66,8%, trinaestog dana uskra¢ivanja vode. Zastitna uloga SA je vidljiva tek posle 13 dana
suse, s obzirom da je RWC DS grupe biljaka u proseku veci za 10,4% u odnosu na biljke iz grupe
D. Nakon rehidratacije (vremenska tacka T4), kod obe grupe dehidratisanih biljaka RWC se vratio
na nivo iz tacke TO.
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4.2.3. Uticaj suse i SA na promenu sadrzaja prolina u listovima biljaka I.
walleriana gajenih ex vitro

U listovima biljaka I. walleriana gajenih ex vitro pracena je promena sadrzaja prolina, u sve
Cetiri eksperimentalne grupe biljaka tokom trajanja eksperimenta (vremenske tacke T0-T4). Analiza
sadrzaja prolina pokazala je znacajnu interakciju ispitivanih faktora: dehidratacija, SA, vreme
uzorkovanja (Slika 40.). Sadrzaj prolina kod zalivanih biljaka je niZi u vremenskim tackama T1-T4
u odnosu na pocetak eksperimenta TO.

ab

90.0

80.0

o cde
& efgh I def
2 60.0 b efgh
g : ho fgh
S 50.0 I
-
o
o
T 40.0
©
-
-
$ 300
o
c
o
X 20.0

10.0

0.0

W WS D DS W WS D DS W WS D DS W WS D DS W WS D DS

Tretman

Slika 40. Promena u koncentraciji prolina u listovima biljaka I. walleriana gajenih ex vitro. W —
zalivane biljke, WS — zalivane biljke tretirane sa SA, D — biljke izlozene stresu suse (biljke koje
nisu zalivane), DS — biljke izlozene susi koje su tretirane sa SA. T0-T4 su razliita vremena
uzorkovanja. Svaki stubi¢ histograma predstavlja srednju vrednost RWC dobijenu iz tri bioloSka
ponavljanja. Varijansa izmedu bioloSkih ponavljanja je prikazana kao standardna greska koja
predstavlja standardnu devijaciju. Ispitivani su uticaji faktora dehidratacije, SA i vremena kao i
njihove interakcije na nivou znacajnosti p<0,05. Srednje vrednosti su uporedene pomoc¢u Njuman-
Kelsovog post-hoc testa (p<0,05). Vrednosti na grafiku obelezene istim slovom nisu statisti¢ki
znacajne prema Njuman-Kelsovom testu na nivou znac¢ajnosti od p<0,05.

Do akumulacije prolina doslo je u D i DS grupama biljaka u tacki T3 (Slika 40.). Upotreba
SA je imala mali efekat na zalivane biljke, ali je imala izuzetan efekat na biljke koje nisu zalivane
(DS grupa biljaka). Zato mozemo re¢i da SA ima veliki uticaj na sintezu prolina u uslovima suse i
moguce je da se kroz sintezu ovog znacajnog osmolita ostvaruje pozitivan efakat koji SA ima u
prevazilazenju suSe kod biljaka I. walleriana gajenih ex vitro.
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4.2.4. Uticaj vodnog stresa i SA na promenu sadrzaja MDA u listovima biljaka
I. walleriana gajenih ex vitro

MDA je jedan od proizvoda peroksidacije lipida u membranama i predstavlja indikator
ostecenja Celijskih membrana prilikom oksidativnog stresa. Statisticka analiza rezultata ovog ex
vitro eksperimenta je pokazala da postoji znacajan uticaj interakcije sva tri faktora: dehidracija, SA
1 vreme, $to ukazuje na to da u odredenim vremenskim ta¢kama, biljke koje su zalivane i biljke koje
su bile izlozene stresu suse reaguju drugacije, odnosno postoji znacajna razlika u nivou MDA
(Slika 41.). Sadrzaj MDA kod biljaka koje nisu bile izloZzene dejstvu vodnog stresa (W grupa
biljaka) je opadao tokom eksperimenta. Biljke izloZene vodnom stresu (D grupa) akumulirale su
znacajno visSe MDA u odnosu na grupu W u svim ispitivanim vremenskim tackama izuzev tacke
TO; ove razlike su bile najizrazenije u tacki T3, kada je vodni stres bio najintenzivniji. Rehidracija
(vremenska tacka T4) je dovela do pada sadrzaja MDA u grupi D, ali ne i u kontrolnoj grupi biljaka
(W grupa). Upotreba SA je uticala na biljke koje nisu bile izlozene susi, na §ta posebno ukazuju
biljke iz grupe WS koje su imale u proseku za 39% manji sadrzaj MDA u vremenskoj tacki T3.
Primena SA je zastitila membranske lipide biljnih ¢elija pri izlaganju biljaka susi (DS grupa), s
obzirom da je nivo MDA kod DS biljaka bio na istom nivou ili nizi u odnosu na kontrolnu grupu
biljaka (W) u svim vremenskim tackama.
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Slika 41. Promena sadrzaja MDA kod biljaka I. walleriana gajenih ex vitro. W — zalivane biljke,
WS — zalivane biljke isprskane sa SA, D — biljke izloZene stresu suse (biljke koje nisu zalivane), DS
— biljke izloZene susi koje su tretirane sa SA. T0-T4 su razli¢ita vremena uzorkovanja. Svaki stubi¢
histograma predstavlja srednju vrednost RWC dobijenu iz tri bioloska ponavljanja. Varijansa
izmedu bioloskih ponavljanja prikazana je kao standardna greSka i predstavlja standardnu
devijaciju. Ispitivani su uticaji faktora dehidratacije, SA i vremena kao i njihove interakcije na
nivou znacajnosti p<0,05. Srednje vrednosti su uporedene pomoc¢u Njuman-Kelsovog post-hoc
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testa (p<0,05). Vrednosti na grafiku obelezene istim slovom nisu statisticki znacajne prema
Njuman-Kelsovom testu na nivou znacajnosti od p<0,05.

4.2.5. Uticaj vodnog stresa i SA na aktivnost antioksidativnih enzima (SOD,
CAT i POX) kod biljaka I. walleriana gajenih ex vitro

Povecanje aktivnosti antioksidativnih enzima kod biljaka ukazuje na oksidativni stres koji
Cesto nastaje kao posledica delovanja brojnih stresogenih faktora na biljke. Vodni stres i isuSivanje
su uvek praceni oksidativnim stresom, usled stvaranja velike koli¢ine ROS i poremecene ravnoteze
izmedu produkcije ROS 1 aktivnosti antioksidativnih enzima koji ih eliminiSu. Aktivnost
antioksidativnih enzima pokazuje u kakvom se stanju biljke nalaze i kakav je njihov kapacitet
odbrane od stresnih ¢inioca koji na njih deluju.

U ovoj disertaciji ispitivan je uticaj 2 mM SA na aktivnost SOD kod biljaka koje su bile
izloZene susi, kao i kod biljaka koje su zalivane. U listovima |. walleriana, detektovane su: jedna
MnSOD (neosetljiva i na KCN i na H,0,) i dve Cu/ZnSOD (osetljive na oba inhibitora) (Slika
42.A). Imunoblot analizom proteina, kori§¢enjem antitela za hloroplastnu Cu/ZnSOD utvrdeno je da
je traka koja je brze migrirala na gelu hloroplastna Cu/ZnSOD, dok je druga najverovatnije
citoplazmatska Cu/ZnSOD.
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Slika 42. A. ldentifikacija izoformi SOD nativnom gel-elektroforezom. Razli¢ite izoforme SOD su
identifikovane pomocu inhibitora SOD — 1 mM KCN ili 3 mM H,0,; proteini razdvojeni Native-
PAGE elektroforezom su imunoblot analizom testirani na hloroplastni Cu/ZnSOD. B. Zimogrami
SOD izoformi. TO-T4 su razli¢ita vremena uzorkovanja, W — zalivane biljke, WS — biljke koje su
zalivane i tretirane sa SA, D — biljke koje nisu zalivane, DS — biljke koje nisu zalivane a tretirane su
sa SA. Relativna zastupljenost traka individualnih SOD izoformi predstavljena je barovima na
histogramu.

Kumulativna aktivnost tri izoforme se nije znacajno promenila kod zalivanih biljaka tokom
eksperimenta, pa je bila gotovo identicna i prvog i Sesnaestog dana eksperimenta, sa manjim
fluktuacijama aktivnosti kod individualnih izoformi (Slika 42.B). Kod biljaka koje nisu zalivane,
odnosno koje su bile izlozene susi (grupa D), kumulativna SOD aktivnost je postepeno rasla, da bi
dostigla svoj maksimum u vremenskoj tacki T3 (tacka u kojoj je vodni stres morfoloski bio
najuocljiviji), da bi pala nakon rehidratacije na kontrolni nivo (vremenska tacka T4).
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Aktivnost hloroplastne Cu/ZnSOD izoforme je indukovana suSom, ali i druge izoforme su
znacajno doprinele ukupnoj aktivnosti SOD (Slika 42.B). Najizrazeniji efekat koji je SA imala je
zna¢ajno smanjenje totalne SOD aktivnosti kod biljaka koje su bile pod najjac¢im stresom (DS
grupa, vremenska tacka T3), u poredenju sa netretiranim biljkama grupe D. Kod WS grupe biljaka
SA je dovela do malih promena u SOD aktivnosti (WS i DS grupe u vremenskim tackama T1 i T2)
i nesto veéih promena kod WS grupe biljaka u vremenskoj tacki T3.

CAT kod biljaka I. walleriana poseduju najmanje sedam izoformi §to se moze zakljuciti na
osnovu gela enzimskog eseja (Slika 43.). Glavne izoforme su CAT1, CAT2, CAT3, CAT5, kao i
CAT7, koje su prisutne u svim uzorcima. Slabo izrazena CAT4 izoforma nije prisuta u TO, kao i
kod vecine uzoraka biljaka iz grupe W (osim jako slabo u T2 vremenskoj tacki), pa je mozda
povezana sa vodnim stresom i/ili SA tretmanom. Moguce je da je slaba CAT6 indukovana susom
jer se javlja kod svih uzoraka iz grupa D i DS izuzev u TO. Kod nestresiranih biljaka (grupa W),
totalna CAT aktivnost se nije menjala tokom eksperimenta. Vodni stres doveo je do postepenog
povecanja ukupne CAT aktivnosti u D grupi biljaka u vremenskim tackama od T1-T3, a zatim i do
smanjenja CAT aktivnosti na nivo kontrole (W grupe biljaka) nakon rehidratacije u tacki T4.
Primena SA je imala malo efekta na CAT aktivnost, izuzev pada u CAT aktivnosti kod WS grupe
biljaka odmah nakon SA aplikacije (vremenska tacka T1) i kod DS biljaka u odnosu na D grupu
biljaka nakon produzene suse (tacka T3).
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Slika 43. Zimogrami CAT izoformi. TO-T4 su razli¢ita vremena uzorkovanja, W — zalivane biljke,
WS — biljke koje su zalivane i tretirane sa SA, D — biljke koje nisu zalivane, DS — biljke koje nisu
zalivane a tretirane su sa SA. Relativna zastupljenost traka individualnih CAT izoformi
predstavljina je barovima na histogramu.
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Zimogrami peroksidazne aktivnosti pokazali su prisustvo tri aktivnije izoforme (POX A, B,
i C) i jedne slabije aktivne izoforme (POX D, Slika 44.). Zalivane biljke (grupa W) pokazale su
nisku POX aktivnost i to prvenstveno uz dominaciju POX C izoforme dok su POX A i B pokazale
blagu aktivnost. Upotreba SA kod zalivanih biljaka nije promenila ukupnu POX aktivnost, ali je
indukovala slabu POX D aktivnost, ¢ije prisustvo nije zabeleZeno u ostalim tretmanima. Intenzivan
vodni stres je znacajno pojacao aktivnosti sve tri glavne izoforme u poredenju sa W grupom biljaka,
a naroCito POX A izoforme (D grupa biljaka, vremenska tacka T3) i ta aktivnost se uvecala i nakon
rehidratacije (T4). Upotreba SA kod biljaka koje su bile izlozene vodnom stresu je znacajno
povecala totalnu POX aktivnost, a narocito izoformu POX C (biljke grupe DS, vremenska tacka T3)
i ta aktivnost se uvecala i nakon rehidratacije u poredenju sa D grupom biljaka.
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Slika 44. Zimogram POX izoformi kod biljaka 1. walleriana. TO-T4 su razliCita vremena
uzorkovanja, W — zalivane biljke, WS — biljke koje su zalivane i tretirane sa SA, D — biljke koje
nisu zalivane, DS — biljke koje nisu zalivane, a tretirane su sa SA. Relativna zastupljenost traka
individualnih POX izoformi predstavljina je barovima na histogramu.
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4.2.6. Uticaj vodnog stresa i SA na ekspresiju HSP101 kod biljaka 1.
walleriana gajenih ex vitro

Pracen je uticaj vodnog stresa i primene SA na ekspresiju HSP101 u listovima biljaka I.
walleriana gajenih ex vitro. Kod biljaka koje su zalivane sve vreme trajanja eksperimenta (grupa
W) zastupljenost HSP101 je odrzana na konstantnom nivou, sa izuzetkom u tacki T3, gde je doslo
do pada u ekspresiji. Egzogena primena SA je dovela do pada ekspresije HSP101 i to kod biljaka iz
grupe koja je zalivana (WS), postupno posmatraju¢i vremenske tatke od TO-T4 i u T4 je bila 10
puta manja u odnosu na ekspresiju ovog proteina u listovima biljaka u TO tacki (Slika 45.).
Nedostatak vode u supstratu (grupa D) je doveo do povecanja ekspresije HSP101 kod biljaka I.
walleriana i u tacki T3 je detektovano cak 2,5 puta veéa zastupljenost ovog proteina u odnosu na
kontrolni nivo (grupa W, tacka T0), da bi se ekspresija posle rehidratacije (tacka T4) smanjila skoro
3 puta u odnosu na pocetak delovanja suse. Kod biljaka u grupi koja je bila izloZena i susi i SA
(grupa DS) doslo je do postepenog povecanja ekspresije HSP101, a najvece povecanje je bilo
detektovano u tacki T3 (najintenzivniji vodni stres) i to dva puta u odnosu na kontrolu. Nakon
rehidratacije biljaka (tacka T4) doslo je do pada ekspresije u odnosu na tacku T3, ali je ekspresija
bila ve¢a u odnosu na grupu biljaka koje su bile izloZzene samo susi 1 skoro na istom nivo kao kod
kontrolnih biljaka (grupa W, tacka TO).
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Slika 45. Ekspresija HSP101 kod biljaka I. walleriana. TO-T4 su razlic¢ita vremena uzorkovanja,
W- zalivane biljke, WS — biljke koje su zalivane i tretirane sa SA, D — biljke koje nisu zalivane, DS
— biljke koje nisu zalivane, a tretirane su sa SA.
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4.2.7. Struktura dehidrina kod biljaka I. walleriana gajenih ex vitro i njihova
ekspresija u uslovima vodnog stresa pri primeni SA

U ovoj tezi, sekvenciran je transkriptom listova biljaka 1. walleriana, pri ¢emu su
identifikovane sekvence kodiraju¢eg regiona tri dehidrinska gena (lwDhnl, lwDhn2.1 i IwDhn2.2)
plus 5" i 3" UTR (eng. Untranslated Region) regioni (Tabela 11.). Sve tri de novo identifikovane
komplementarne DNK sekvence (cDNA, eng. complementary DNA), od koji su dve kompletne i
jedna parcijalna, su deponovane u GenBank pod pristupnim brojevima MW219505 (Dhnl),
MW?219506 (Dhn2.1) i MW219507 (Dhn2.2).

Tabela 11. Identifikovane cDNA sekvence dehidrinskih gena kod biljaka I. walleriana. Obojeni
delovi predstavljaju kodirajuc¢e sekvence dehidrinskih gena (cds, eng. coding sequences), dok
neobojeni delovi predstavljaju UTR regione.

Identifikovane sekvence
CTCGGAAATCGCCATTAATCAACTCTCTGCATTTCGTTTATCATTTAATTTCTTGGAAACTGATTCGTTAGTCA

TGGCAGAAGAGCACAGCCACAATCATGAAGTGATCACCCCCGTCGAGGCCTCTGTACCCGCCGCCGTGGAG
ACACAGGACAGAGGAATCCTTGATTTCCTTAAGAAGGATGAGGAGAAGCCTGCTCCGGCACAGGCTTACGC
CGGCGAGGAGGCTCTCGTCGCCGAGTTCGAGAAAGTTGAAGTTTCAGAGCCGAAGGTGGAAGAAGAAGAGA
AGATCGAGGAGGTGAAAAGAGAGGGCTTTTTGGAGAAGCTCCATTCCGACAGCTCCAGCTCTTCCAGCGACG
AGGAGGAAGGATCGGAAAAGAAGGAGAAGAAGAAGAAGAAAAAGGGTCTGAAGGAGAAGATCAAGGAGA
AGATCACCGGAGAAGGGGACGACAAGAAATCAGAGGAGGACACGAGCGTGCCAATCGAGAAGTACGAGGA
AGGTGCGGCGGTGGCCCAGCCGGAAGAAAAGAAAGGGTTTTTGGAAAAGATAAAGGAGAAACTCCCCGGA
CAGAAGAAAACAGAGGAGGCGCCGGCGGCGGTTGTTGCGACGGAGGTGCAAGTGGAGGAGCCAAAGGAGA
AGAAGGGTATTCTGGAGAAGATTAAGGAGAAGCTTCCTGGGTATCACCCGAAGACGACCGAAGAGGTGAAG
GAGAAGGAACATGGATCTGATTGAACAGACAAAGCTTGAGGATGAAGATGATGATGGATTGTGAATGTGAT
TCCCTTTATGCTTTTGTTTTGTATTGCTTTTGTGAATCATACTCATCACTAGTATGATCCGTAATAATGTGGTT
GTTTTCTTTTCCTTTTCCTTTTTTTTTTATTGCTTTTGATTTTGTTTTTTTGGGCCACTTTAATTTAAACAATATA
TTATTAATATTATAAAAGACTTGTATGTGG
CTCGAAACGCATCGCAGTAAACAAAACTTATTGAAATTTCCTCTGTTTTGTCATGGCTCAATACGGATCAGAA
TACGGTCACCAAACCGACGAGTACGGAAATCCGATTCGTCAGTCACTGGACGAGTACGGGAACCCGGTCCGT
CAAACCGATCAGTACGGAAACCCGGTTCAGCATGGACAGGGTGGCACCGGAACCAAGGGGGACTATGGATT
GACCGGCGGCATGGGAACTGGCACAGGTGATTATATGTCCGGTACCGGAACTGGCGTGATCGGAGGTGCTG
GAGGTGGAGGAGGACTGCACCAACAGCAACAGGACCGCGGGATTTTGCGCCGGTCGGGCAGCTCCAGCTCG
AGCTCGTCGGAGGATGATGGGCAAGGAGGGAGGAGGAAGAAAGGACTGAAGGAGAAGATAAAGGAGAAGT
TGCCCGGTGGGCATAAGGATGAGTATCAGCAGGGTCAGGGTACGGCGACTACGACGGCGTATCCGGCGGAG
GGAGGAGGAGATCCTTATCATGAGAAGAAAGGGATCAT
GGGGCAAACGCATCGCAATACATAAAGTTCACTGAAATTTCCCCTGTTCTTATCACCAGAGATGGCTCAATA
CGGATCCGATTACGGTCGCCATACCGACGAGTACGGAAACCCGATTCGCCAGACACTAGACGAGTACGGAA
ATCCGGTCCGTCAAACCGATCAGTACGGAAACCCGGTTCCGCATGGTCAGGGTGGCACCGGAACCATGGGG
GACTATGGATTGACCGGCGGCGTAGGAACTGGCACGGGTGATTATATGTCTGGTACCGGAACTGGCGTCATC
GGAGGTGCGGGAGGAGGACTGCACAATCAGCAACAGGACCGGGGGATCTTGCGCCGGTCGGGCAGCTCGAG
CTCGAGTTCGTCGGAGGATGATGGGCAAGGAGGGAGGAGGAAGAAAGGGCTGAAGGAGAAGATAAAGGAG
AAGTTGCCCGGTGGGCATAAGGATGAGTATCAGCAGGGTCAGGGTACGGCGACTACGACTGCGTATCCTGC
GGCGGGAGGAGGAGATCCTTATCATGAGAAGAAAGGGATCATTGACAAGATCAAGGACAAGCTCCCCGGCA
GCCATAACCGCCCATAGATGATCTATAATTAAGTGGGATGCAGATGATGATGTAATATAATAAGGCTTGCCA
CCATCACTTTGTTATATTTTGTGTTGTAAAATGTTTGGTGTGTGCCACCTTCATTTTGTCATATTTTGTGTTTCA
TATTTTGTGTTGTAAAATGTTTGTTGTGTGTGTTAATGAGTCATGTGTTTTAGGGCTCGTGTTGACTGCATCTT
ATGTTATGTTGTTTGTTTATGAAAATATTGTTTTTAATTTCTTGTTAAAATTCTGAAGTTCGCAATTCTTTGG

lwDhn1l

lwDhn2.1

IwDhn2.2
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Na osnovu kombinacije Y, K i S segmenata, dehidrini se mogu klasifikovati u razlicite
tipove. IwDhn1 se klasifikuje u strukturni tip SK, (SK), dok se lwDhn2.1 i lwDhn2.2 klasifikuju u
strukturni tip Y,SK, (Y3SK; 1 Y3SKj, tim redom). Najvaznije karakteristike kodirajuceg regiona

dehidrinskih gena identifikovanih kod biljaka l.walleriana su prikazane u Tabeli 12. i na Slici 46.

Tabela 12. Karakteristike identifikovanih cDNA sekvenci dehidrinskih gena kod biljaka I.

walleriana.

Dehidrin

lwDhn1l

lwDhn2.1

IlwDhn2.2

Duzina (bp)
Amino kiselina
MW (Da)

pl

960
219
24487
4,97

537
161
16716
6,19

863
174
18198
7,92

Struktura

SK2

Y3SK1

Y3SK2

Y1
Y2
Y3
S

K1

/
/

/
LHSDSSSSSSDEEE
EKKGFLEKIKEKLPG
EKKGILEKIKEKLPG
HSHNH
ETQDRGILDFLK
EKKEKKKKKK

DEYGNP
DEYGNP
DQYGNP
LRRSGSSSSSSSEDD
KKGLKEKIKEKLPG
/

/
/
/

DEYGNP
DEYGNP
DQYGNP

LRRSGSSSSSSSEDD
KKGLKEKIKEKLPG
(H)EKKGIIDKIKDKLPG(SH)

segment

IwDhn1 SK, MMM
IWDhn2.1 Y5SK; WAVIMISASAAMAAMAMAAMAMEMAIINAAM
WDhn2.2 Y5SKy YWWISASASAAMAMAMAMATAEIIIAAAAMARIEN

50 100 150 200
Aminokiselina

M

[(TTTTT]
I X

Slika 46. Shematski prikaz tri dehidrina I. walleriana. Sivi pravougaonici predstavljaju dehidrinske
domene (pfam PF00257) prema hmmscanu. Cik-cak linije predstavljaju neuredene regione proteina
prema Espritz-ovom modelu. Strukturni segmenti dehidrina (Y, S, K, H, Chp i F) obelezeni su
obojenim pravougaonicima.

Pre nego $to je uradena analiza ekspresije dehidrinskih gena, dizajnirani prajmeri za
pracenje njihove ekspresije su prvobitno testirani u PCR reakcijama kako bi se proverila sama
specificnost prajmera i utvrdilo da li su zeljeni fragmenti o¢ekivane duzine (Slika 47.). Za testiranje
prajmera koris¢ena je cDNK kontrolnih uzoraka listova i uzoraka listova biljaka I. walleriana koje
su bile izloZzene vodnom stresu.
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Slika 47. Testiranje dizajniranih prajmera PCR metodom. A. Testiranje prajmera sa cDNK
kontrolnih uzoraka listova |. walleriana. B. Testiranje prajmera sa cDNK uzoraka listova I.
walleriana izlozenih vodnom stresu. Dobijene duzine fragmenata su oznacene brojevima iznad
traka.

Moze se primetiti da je amplifikacija dela sekvence dehidrina bila uspesna koris¢enjem sva
tri para testiranih prajmera, kako kod kontrolnih, tako i kod uzoraka biljaka izloZenih vodnom stresu
i da duzina aplifikovanog regiona odgovara ocekivanoj duzini (Slika 47.). Nakon testiranja
prajmera, dalje se pristupilo analizi nivoa ekspresije dehidrinskih gena (lwDhnl, lwDhn2.1 i
IwDhn2.2) gRT-PCR metodom.

Utvrdeno je da se gen IwDhnl, koji kodira protein od 24,5 kDa, eksprimira kako pri
optimalnim uslovima (TO0), tako i u drugim tretmanima i vremenskim tatkama sa manjim
odstupanjima (Slika 48.). Statisticka analiza je pokazala da samo su$a ima znacajan efekat na
ekspresiju IwDhnl, dok SA, vreme uzorkovanja ili interakcija ispitivanih faktora nisu imale
statisticki znaCajan efekat na ekspresiju ovog gena. Kod biljaka iz grupe D doslo je do povecanja
ekspresije IwDhnl tako da je u tacki T1 ekspresija bila 1,43, a u tacki T3 1,24 puta veca u odnosu
na ekspresiju ovog gena kod biljaka koje su bile zalivane i iste starosti (grupa W, tacke T1 1 T3).
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Slika 48. Relativna ekspresija lwDhnl gena kod biljaka 1. walleriana. Grupe biljaka su obelezene
sa W, WS, D i DS; dok su TO-T4 vremenske tacke uzorkovanja listova (Pogledati Sliku 37.).
Srednje vrednosti i standardne devijacije su izracunate na osnovu tri bioloska ponavljanja. Srednje
vrednosti su analizirane koriS¢enjem faktorijalne ANOVA: samo vodni stres ima statisticki
znacajan uticaj na relativnu ekspresiju lwDhnl gena, pa viSestruka uporedivanja izmedu tretmana
nisu uradena.

Za razliku od IwDhn1, ekspresija gena lwDhn2.1 i lwDhn2.2 je snazno indukovana vodnim
stresom (Slika 49. i Slika 50.). Ekspresija IwDhn2.1 see poveéala 10* puta kod biljaka koje su bile
pod uticajem vodnog stresa (D grupa biljaka, vremenska tacka T3) u poredenju sa kontrolnim
biljkama iste starosti (Slika 49.). SA je indukovala ekspresiju gena IwDhn2.1 kod DS grupe biljaka
(kada se uporedi sa D grupom biljaka), odmah nakon primene SA (u vremenskoj tacki T1).
Ekspresija lwDhn 2.1 gena kod DS grupe biljaka u vremenskoj tacki T3, kada je vodni deficit bio
najveci, je bila manja u odnosu na D grupu biljaka U slu¢aju IwDhn2.1 interakcija faktora susa, SA
i vreme, je bila znacajna i to na nivou znacajnosti p<0,001. Efekat egzogene primene SA zavisi od
toga da li su biljke prethodno bile zalivane, kao i u kojoj vremenskoj tacki je vrSeno uzorkovanje.

84



12 4

Log 2 relativne ekspresije genaiwDhn2.1

-12 -
W WS D DS W WS D DS W WS D DS W WS D DS

Tretman

Slika 49. Relativna ekspresija IwDhn2.1 gena kod biljaka I. walleriana Grupe biljaka su obelezene
sa W, WS, D i DS; dok su TO-T4 vremenske tacke uzorkovanja listova (Pogledati Sliku 37.).
Srednje vrednosti i standardne devijacije su izracunate na osnovu tri bioloska ponavljanja. Srednje
vrednosti su analizirane kori$¢enjem trofaktorijalne ANOVA: interakcija faktora: dehidratacija, SA
I vremena uzimanja uzoraka na relativnu ekspresiju IwDhn2.1 je statistiCki znacajana pa je
uporedivanje srednjih vrednosti uradeno Takijevim testom. StatistiCke razlike obeleZene su
razli¢itim slovima ispod i iznad barova (p<0,05). ND — ekspresija gena nije detektovana.

Ekspresija lwDhn2.2 se vrlo malo detektuje u vecini vremenskih tacaka, izuzev kada je re¢ o
biljkama koje su izlozene susi (D grupa biljaka, vremenska tacka T3), a tada je ekspresija ovog
gena izuzetno visoka (Slika 50.). Primena SA dovela je do smanjenja ekspresije IwDhn2.2 kod
biljaka iz grupe DS u odnosu na ekspresiju ovog gena kod biljaka iz D grupe u vremenskoj tacki
T3, ali to smanjenje nije bilo statisticki znacajno.
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Slika 50. Relativna ekspresija IwDhn2.2 gena kod biljaka I. walleriana. Grupe biljaka su obelezene
sa W, WS, D i DS; dok su TO-T4 vremenske tacke uzorkovanja listova (Pogledati Sliku 37.).
Srednje vrednosti i standardne devijacije su izracunate na osnovu tri bioloska ponavljanja. Za
ekspresiju IwDhn2.2 gena uradena su poredenja izmedu D i DS tretmana u tacki T3 koris¢enjem
VelSovog t-testa. ND — ekspresija gena nije detektovana.
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5. Diskusija

Biljke se suocavaju sa vodnim stresom najces¢e kada je niska kolic¢ina vode u zemljistu i
niska relativna vlaznost vazduha, $to je obi¢no praceno i visokom temperaturom vazduha. Svi
procesi u biljkama su direktno ili indirektno pogodeni nedostatkom vode. Susa dovodi do razli¢itih
odgovora kod biljaka, pocev od promena na nivou c¢elijskog metabolizma, do promena u stopi
rastenja i1 razvica, kao i pokretanja razlic¢itih biohemijskih i molekularnih mehanizama (Akinci i
Losel, 2012).

SA kao biljni regulator rastenja ima pozitivan uticaj na rastenje i razvic¢e biljaka. Njena
pozitivna uloga utvrdena je u klijanju semena, cvetanju, i poboljsanju prinosa kod gajenih kultura.
SA ima uticaj 1 na Celijskom 1 molekularnom nivou u smislu usvajanja i transporta razlicitih jona,
aktivacije antioksidativnih enzima i smanjenja oksidativnog stresa. U novijim studijama pokazano
je da egzogena primena SA ima pozitivan uticaj na biljke koje su se nalazile u razli¢itim stresnim
uslovima (Hasanuzzaman, 2017b, Damalas i sar., 2019; Alam i sar., 2013).

U ovoj disertaciji prouc¢avan je uticaj SA na |. walleriana koje su gajene u in vitro i ex vitro
uslovima pri delovanju vodnog stresa. Prouc¢avanje efekta vodnog stresa i faktora koji poboljsavaju
njihov odgovor, u slucaju ove disertacije to je SA, je znacajno zbog moguénosti povecanja
tolerancije biljaka prema vodnom stresu. Povecanje tolerancije biljaka prema vodnom stresu je
posebno vazno istrazivati imajuc¢i na umu negativne posledice koje nedostatak vode moze imati na
komercijalno gajene cvetnice poput I. walleriana.

5.1. Morfo-anatomski i biohemijski odgovori biljaka 1. walleriana gajenih in

vitro u uslovima PEG indukovanog vodnog stresa

PEG je osmotski aktivano jedinjenje velike molekulske tezine koje se upotrebljava u
eksperimetima za simulaciju vodnog stresa. Komercijalno je dostupno vise jedinjenja PEG sa
razli¢itim molekulskim tezinama, na koje ukazuje broj u nazivu. PEG molekulske mase 6000 g/mol
ili vise, ne moze da prode kroz pore ¢elijskog zida (Carpita i sar., 1979). U in vitro eksperimentima,
u ovoj disertaciji, u kojima je ispitivan uticaj vodnog stresa na biljke I. walleriana koris¢en je
PEGgo0o, u tri koncentracije: 1, 2 1 3%. Vodni potencijal koriS¢enih koncentracija PEG iznosio je u
sluéaju 1% PEG: -2,05 MPa; 2% PEG: -5,55 MPa; i 3% PEG -11.45 MPa.

Budu¢i da su biljke I. walleriana osetljive na vodni stres pretpostavljeno je da ¢e dodatak
PEG u hranljivu podlogu dovesti do vidljivih negativnih promena na posmatrane morfoloske
parametre (visina biljke, masa biljke, broj izdanaka po biljci i broj listova) i to srazmerno
upotrebljenoj koncentraciji PEG. Ova ocekivanja su i eksperimentalno potvrdena (Slika 20.), tako
dodatak PEG u hranljivu podlogu doveo je do negativnog efekta na sve posmatrane parametre,
srazmerno upotrebljenoj koncentraciji. Prosecna visina izdanka |. walleriana se smanjivala $to je
koncentracija PEG u podlozi bila visa (Slika 21.). Ista situacija je bila i sa ostalim parametrima,
odnosno prose¢nom masom svezih biljaka (Slika 22.), prosecnim brojem izdanaka po biljci (Slika
23.), kao i prose¢nim brojem listova (Slika 25.). Prethodni literaturni podaci takode potvrduju ova
zapazanja. Kod biljaka 1. walleriana koje su gajene u hidroponskom sistemu, dodavanje PEG u
hranljivi rastvor je dovelo do smanjenja visine biljaka, debljine stabla i duzine korenova (Burnett i
sar., 2005). Bajji i sar. (2000) su pokazali da dodavanje PEG u hranljivu podlogu ili u rastvor za
hidroponsko gajenje biljaka dovodi do smanjenja mase sveZih biljaka, kao 1 odnosa duZine
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koren/izdanak kod tri kultivara pSenice. Marcifska i sar. (2013) su takode na pSenici pokazali da
primena PEG dovodi i do smanjenja biomase, kao i mase i broja zrna u klasovima kod ove biljne
vrste. Primena PEG je dovela do smanjenja stope rasta korenova i izdanaka i kod tri vrste
juznoafrickih trava (Van den Berg i Zeng, 2006). Susa uti¢e negativno 1 na razvice biljaka, Sto se
najces¢e utvrduje brojem novo fromiranih izdanaka po biljci u in vitro uslovima (stopa
multiplikacije). Smanjenje stope proliferacije u uslovima vodnog stresa je utvrdeno kod banane,
soje i Lathyrusa (Sakthivelu i sar., 2008; Bidabadi i sar., 2012; Piwowarczyk i sar., 2014). Susa
usporava rastenje i dovodi do smanjenja stope celijskih deoba, negativno utice na usvajanje
nutritijenata putem korena kao i na fotosintezu (Farooq i sar., 2009).

U ovoj disertaciji je pokazano da se smanjenje relativnog sadrzaja vode u izdancima |I.
walleriana gajenih in vitro na hranljivoj podlozi sa PEG javlja kao posledica vodnog stresa (Slika
25.). RWC je parametar koji nam pokazuje vodni status biljke i moZe biti pokazatelj tolerancije
biljaka prema dehidrataciji (Alam i sar., 2013). Literaturni podaci pokazuju da je RWC snizen
znacajano 1 kod slacice (Alam 1 sar., 2013), pSenice (Bajji 1 sar., 2000; Marcinska i sar., 2013) 1
banane (Bidabadi i sar., 2012), kada se ove biljke gaje na podlozi sa PEG, kao i kod Celosia
argentea (Odjegba i Adeniyi, 2012) 1 paradajza (Hayat 1 sar., 2008) kada se izloZe susi. Pored
RWC, LWL je drugi parametar koji se Cesto koristi pri prouavanju vodnog stresa. Susa moze da
dovede do ostecenja Celijskih membrana u listovima, disbalansa elektrolita i gubitka vode (Hayat i
sar., 2008). Na Slici 24. se moze videti da PEG-indukovani vodni stress dovodi do povecéanja
vrednosti LWL kod biljaka I. walleriana gajenih in vitro. | kod dugih biljnih vrsta je pokazano da
dolazi do povecanja vrednosti ovog parametra pri vodnom stresu, poput banana (Bidabadi i sar.,
2012), paradajza (Hayat i sar., 2008) i Vigna radiate (Raina i sar., 2016). U retkim slucajevima
moze do¢i i do pada vrednosti LWL, §to je pokazano kod pSenice tokom delovanju osmotskog
stresa na biljke (Xing i sar., 2004).

PEG-indukovani vodni stres doveo je do smanjenja koncentracije hlorofila (Slika 27.) i
sadrzaja ukupnih fotosintetskih pigmenata kod I. walleriana (Slika 29.), dok je sadrzaj karotenoida
ostao nepromenjen (Slika 28.). Znacajno smanjenje sadrzaja hlorofila je utvrdeno i kod drugih
biljnih vrsta koje su bile izloZene susi kao §to je slacica (Alam i sar., 2013), banana (Bidabadi i sar.,
2012), paradajz (Hayat i sar., 2008), pSenica (Maricinska i sar., 2013), C. argentea (Odjegba i
Adeniyi, 2012), Lathyrus sp. (Piwowarczyk i sar., 2014), ali i kod nekih drvenastih vrsta (Liu i sar.,
2011). Vodni stres dovodi do zatvaranja stoma kako bi se smanjilo odavanje vode putem
transpiracije, $to za posledicu ima smanjenje unosa CO;, ¢ime se smanjuje stopa fotosinteze, a
povecava nivo fotorespiracije. U PSI dolazi do zastoja u prenosu elektrona, jer je NADP redukovan,
usled usporavanja biohemijskih reakcija u kojima se NADP ponovo oksiduje. Elektroni se sa
feredoksina prenose na kiseonik umesto na NADP, pri ¢emu nastaje O,", a zatim i drugi ROS
(Asada, 2006; Neskovié i sar., 2010; Saleem i sar., 2021). Hloroplasti su organele koje apsorbovanu
svetlosnu energiju iskori§¢avaju za proizvodnju ATP, neophodnog za sintezu ugljenih hidrata. Kada
proizvodnja ROS postane izuzetno velika, a antioksidativni sistem ne moze efikasno da ih
eliminiSe, dolazi do oStecenja i degradacije pigmenata i proteina u hloroplastima, pa se na taj nacin
moze objasniti smanjenje koncentracije hlorofila koje se deSava pri vodnom stresu u ovoj, ali i u
drugim studijama (Halliwell i Gutteridge, 2015; Triantaphylidés i sar., 2008).

Peroksizomalna produkcija H,O; u listovima biljaka je naj¢esce rezultat aktivnosti glikolat-
oksidaze. Glikolat-oksidaza je najvazniji deo fotorespiratornog puta koji se pokreée oksigenacijom
ribuloza-1,5-bisfosfata (Ru-1-5-BP) u hloroplastima. Nastanak glikolata je ubrzan tokom suse jer je
smanjen unutaréelijski nivo CO, zbog zatvaranja stoma. Na taj nacin je favorizovana oksigenacija
RuBP i peroksizomalna produkcija H,O, (Noctor i sar., 2014). Oksigenacijom Ru-1-5-BP dobija se
jedan molekul fosfoglikolne kiseline i jedan molekul 3-fosfoglicerinske kiseline (3-PGA), umesto
dva molekula 3-PGA koliko se obi¢no dobija karboksilacijom. Molekul 3-PGA nastavlja svojim
uobicajnim putem i ukljucuje se u reduktivni pentozni ciklus, samo ga pri oksigenaciji ima upola
manje. Fosfoglikolat se pomocu fosfoglikolatne fosfataze prevodi u glikolat, koji izlazi iz
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hloroplasta pomoc¢u posebnog proteinskog prenosioca, pa ulazi u peroksizom (Slika 7.). Glikolna
kiselina se u peroksizomu oksiduje pomocu glikolatne oksidaze u glioksalat, pri ¢emu se trosi O, a
stvara H,O, (Neskovi¢ i sar., 2010). Da tretman PEG dovodi do oksidativnog stresa kod I.
walleriana potvrdeno je i akumulacijom H,O, (Slika 29.) i pove¢anjem koncentracije MDA koja
ukazuje na lipidnu peroksidaciju i oSteCenje membrana (Slika 31.). Ovaj rezultat je u skladu sa
literaturnim podacima u kojima je takode pokazano da primena PEG dovodi do povecanja H,O- i to
kod slacice (Alam i sar., 2013) i banane (Bidabadi i sar., 2012), kao i do povecanja koncentracije
MDA kod paradajza, banane, slacice i pSenice (Hayat i sar., 2008; Bidabadi i sar., 2012; Alam i
sar., 2013; Marcinska i sar., 2013).

Akumulacija prolina kao znacajnog osmolita, je korelisana sa tolerancijom biljaka prema
vodnom stresu, s obzirom da ovo jedinjenje doprinosi razli¢itim odgovorima biljke na nedostatak
vode, ukljucuju¢i osmotsko prilagodavanje, osmoprotekciju, antioksidativno delovanje 1
eliminisanje ROS (Verbruggen i Hermans, 2008; Farooq i sar., 2009). I. walleriana tretirana PEG
pokazano je isto i kod slacice (Alam i sar., 2013), pSenice (Bajji i sar., 2000; Marcinska i sar.,
2013), paradajza (Hayat i sar., 2008), Lathyrus sp. (Piwowarczyk i sar., 2014). Prolin ucestvuje u
stabilizaciji ¢elijskih membrana i proteina, kontroliSe Celijski redoks potencijal prilikom stresa i
ucestvuje u celijskoj signalizaciji (Verbruggen i Hermans, 2008; Farooq i sar., 2009; Hayat i sar.,
2012).

Kao odgovor na povecan sadrzaj ROS, ¢elije aktiviraju i antioksidativne enzime: SOD,
CAT, POX i enzime askorbat-glutation ciklusa. Kod I. walleriana koje su tretirane PEG doslo je do
povecanja aktivnosti sva tri izucavana antioksidativna enzima: SOD (Slika 33.), CAT (Slika 34.) i
POX (Slika 37.). U prethodnim studijama je pokazano da susa dovodi do povecanja aktivnosti
CAT, SOD i POX i kod klijanaca paradajza (Hayat i sar., 2008), nekoliko drvenastih biljnih vrsta
(Liu i sar., 2011) i C. setose (Kadioglu i sar., 2010). Primena 3% PEG indukuje osam POX
izoformi u listovima in vitro gajenih 1. walleriana (Slika 36.). 1zoforme B i | (Slika 36.), koje su
bile indukovane virusnom infekcijom kod ove biljne vrste u studiji MiloSevi¢ 1 sar. (2012), su
takode pokazale najvisi nivo aktivnosti i u uslovima PEG indukovanog vodnog stresa. Aktivnost
izoforme H je uoCena samo u listovima |. walleriana na tretmanu sa 3% PEG, ali ne i u kontroli.
Ovakav rezultat nam ukazuje da kod I. walleriana mozda postoji slicna regulacija aktivnosti POX
izoformi tokom oksidativnog stresa bilo da je indukovan bioti¢kim ili abioti¢kim stresom.

5.2. Uticaj SA na rastenje, razvi¢e i biohemijske odgovore biljaka I. walleriana

gajenih in vitro u uslovima PEG indukovanog vodnog stresa

Salicilna kiselina (SA) je vazan biljni hormon koji ucestvuje u procesima rastenja i razvica
biljaka, kao 1 u odgovoru na razlicite abioticke 1 bioticke faktore stresa. Koris¢enje SA u niskim
koncentracijama (10®-10M) obi¢no dovodi do poveéane tolerancije prema abioti¢kim faktorima
stresa (Hayat i sar., 2010). Odgovor biljaka na SA zavisi od vrste, stadijuma u razvicu biljke, nacina
primene (tretman listova, potapanje semena, ubrizgavanje u stablo, dodavanje u hranljivu podlogu),
koncentracije SA koja se primenjuje, kao i endogenog nivoa u biljci.

SA je imala neznatni efekat na visinu (Slika 21.), broj listova (Slika 24.) i masu svezih
biljaka (Slika 22.) koje nisu bile izlozene vodnom stresu, a blago pozitivan efekat kod biljaka I.
walleriana gajenih in vitro u uslovima PEG indukovanog vodnog stresa. SA je imala izuzetno
pozitivan efekat na stopu multiplikacije u svim tretmanima (Slika 23.). U studiji sa vrhovima
izdanaka banane, SA pri samostalnom delovanju nije imala efekta na stopu umnoZzavanja, ali je
imala znacajan uticaj na povecanje mase svezih izdanaka, dok je u kombinaciji PEG i SA doslo do
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znaajnog uvecanja i stope umnozavanja i mase svezih biljaka u odnosu na to kada je samo PEG
prisutan u hranljivoj podlozi (Bidabadi i sar., 2012). Kod izdanaka hibiskusa 0,5 mM SA je dovela
do povecanja stope umnozavanja i rastenja biljaka, dok je koncetracija SA od 1 mM neznatno
usporila rastenje u poredenju sa kontrolom (Sakhanokho i Kelley, 2009). Kod kukuruza koji nije
bio pod uticajem stresa kao i onog koji je bio pod stresom izazvanim pove¢anom koncentracijom
soli, SA je dovela do povecanja svih proucavanih parametara rastenja, ¢ak i kada je koriS¢ena u
koncentraciji od 30 uM (Khodary, 2004). Egzogena primena SA je poboljsala klijanje, rastenje
klijanaca, masu svezih klijanaca, povecala je mitoticku aktivnost i rast ¢elija korenova, 1 imala je
uticaj u lakSem prevazilaZzenju suse i stresa izazvanog solima u podlozi kod psSenice (Shakirova i
Sakhabutdinova, 2003; Kang i sar., 2012; Marcinska i sar., 2013). Sa druge strane, SA nije imala
znacajan efekat na soju (Khan i sar., 2012), a kada se primeni kao Na-salicilat ¢ak je usporila rast
Salvia officinalis i u koncentraciji od 30 uM u odsustvu stresa (Kra¢un-Kolarevi¢ i sar., 2015).
Efekti koje SA ima na parametre rastenja su najverovatnije posledica njenog uticaja na ouvanje
vode u biljci (Shakirova i Sakhabutdinova, 2003). Razliciti efekti koje SA ispoljava na parametre
rastenja kod razlicitih biljaka su verovatno posledica interakcije SA sa velikim brojem receptora ili
signalnih puteva koji reguliSu rastenje i razvice biljaka (Rivas-San Vicente i Plasencia, 2011).

Na osnovu rezultata prikazanih u ovoj disertaciji moZzemo pretpostaviti da SA omogucava
odrzavanje hidratacije |. walleriana, samim tim i RWC prilikom vodnog stresa, tako $to omogucava
povecanu akumulaciju prolina i samim tim osmotsko prilagodavanje, kao i zastitu membrana od
lipidne peroksidacije. U koris¢enom eksperimentalnom sistemu, SA je delimicno suprimirala
negativan efekat viSih koncentracija PEG na RWC (Slika 25.), a bila je i visoko efikasna u
odrzavanju niskog LWL kod biljaka koje su bile izlozene jakom vodnom stresu (Slika 26.). U
literaturnim podacima efekat SA na odrzavanje nivoa RWC u uslovima fizioloske suSe bio je
izraZeniji kod drugih biljnih vrsta, poput slacice (Alam i sar., 2013), C. argentea (Odjegba i
Adeniyi, 2012) i paradajza (Hayat i sar., 2008). Prema do sada sprovedenim studijama, SA nije
imala uticaj na RWC kod biljaka koje nisu bile izloZene stresnim uslovima (Bidabadi 1 sar., 2012;
Odjegba i Adeniyi, 2012; Alam i sar., 2013; Marcinska i sar., 2013), §to je isto pokazano i u ovoj
disertaciji kod I. walleriana. Kod klijanaca paradajza, suSa dovodi do narusavanja strukture
membrana i povecanja disbalansa elektrolita, dok SA znacajno suprimira ove negativne efekte
(Hayat 1 sar., 2008). Pretpostavlja se da SA bar delimi¢no odrzava RWC stabilnim tako $to pojacava
antioksidativnu odbranu organizma S§to za rezultat ima odrZavanje stabilnosti 1 integriteta celijskih
membrana, smanjenje disbalansa elektrolita i gubitka vode (Demiralay i sar., 2013).

Kod I. walleriana, SA je imala znacajan uticaj u zastiti fotosintetskih pigmenata prilikom
izlaganja biljaka vodnom stresu. Sve primenjene koncentracije SA (1, 2 i 3 mM) su suprimirale
negativni uticaj vodnog stresa izazvanog PEG na sadrzaj ukupnih fotosintetskih pigmenata u
listovima (Slika 28.). Prema dostupnim podacima iz literature egzogena primena SA povecava
sadrzaj hlorofila kod biljaka koje su izloZene vodnom stresu (Hayat i sar., 2008; Bidabadi 1 sar.,
2012; Odjegba i Adeniyi, 2012; Alam i sar., 2013; Marcinska i sar., 2013). Efekat egzogeno
primenjene SA na sadrzaj hlorofila kod biljaka koje nisu pod stresom varira u zavisnosti od biljne
vrste. Efekat moze biti pozitivan kao kod I. walleriana (Slika 27.), C.argentea (Odjegba i Adeniyi,
2012), i banane (Bidabadi i sar., 2012), negativan kao kod slacice (Alam i sar., 2013), ali ga i ne
mora biti kao kod soje (Khan i sar., 2012). Efekat SA na fotosintetske pigmente ne zavisi samo od
tipa stresa koji na biljku deluje, ve¢ i od primenjene koncentracije SA (Hayat i sar., 2010; Rivas-
San Vicente 1 Plasencia, 2011). Primena SA u koncentracijama od 2 i 3 mM imala je znac¢ajan uticaj
na povecanje sadrzaja karotenoida u listovima |. walleriana na svim ispitivanim koncentracijama
PEG-a (Slika 28.). Sa porastom koncentracije SA doslo je do porasta sadrzaja karotenoida kod
pSenice 1 graska (Moharekar i sar., 2003). Tretman SA je doveo do smanjenja sadrZaja karotenoida
kod sljive (Martinez-Espla i sar., 2018). Kod mandarine tretman SA nije imao uticaja na sadrzaj
ukupnih karotenoida, ali je doveo do povecanja sadzaja B-Kriptoksantina, koji je najzastupljeniji
karotenoid u mandarinama (Yamamoto i sar., 2020). Moguce je da povecan sadrzaj karotenoida u
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listovima biljaka I. walleriana gajenih in vitro pri primeni 2 i 3 mM SA ima ulogu u zastiti PSI i
PSII, kao i neenzimsku antioksidativnu ulogu.

Pored zastite fotosintetskih pigmenata u listovima |. walleriana, SA je imala i znacajan
efekat na zaStitu membrana od lipidne peroksidacije koja je procenjena na osnovu MDA
akumulacije (Slika 31.). Nezavisno od primenjene koncentracije ovog jedinjenja i inteziteta vodnog
stresa izazvanog PEG, SA je odrzavala sadrzaj MDA na nivou kontrole. Primena SA je smanjila
zastupljenost MDA u listovima sladice (Alam i sar., 2013), banane (Bidabadi i sar., 2012),
paradajza (Hayat i sar., 2008) i C. argentea (Odjegba i Adeniyi, 2012) koji su bili izloZeni susi.
Smanjenje sadrzaja MDA je najverovatnije posledica SA posredovane indukcije antioksidativnog
sistema 1 uklanjanja ROS. Moguce je da je SA delovala i na akumulaciju prolina i tako dodatno
zaStitila membranske lipide i smanjila akumulaciju MDA. Egzogena primena SA cesto stimuliSe
akumulaciju prolina u biljkama koje su izlozene stresu (Misra i Saxena, 2009), a efekat SA je
posebno uocljiv kod biljaka koje se karakteriSu niskim nivoom akumulacije prolina u uslovima
vodnog stresa poput I. walleriana (Slika 32.), banane (Bidabadi i sar., 2012), pSenice (Maricinska i
sar., 2013) i paradajza (Hayat i sar., 2008). Kod I. walleriana (Slika 32.) i banane (Bidabadi i sar.,
2012), egzogena primena SA nije imala efekta na akumulaciju prolina kod biljaka koje nisu bile pod
stresom, medutim u uslovima vodnog stresa kod I. walleriana SA je dovela do znacajne
akumulacije prolina, a kod paradajza (Hayat 1 sar., 2008) 1 pSenice (Shakirova i Sakhabutdinova,
2003) SA moze da dovede do povecanja koncentracije prolina i kod biljaka koje nisu bile izlozene
stresu 1 kod onih koje su bile izloZene stresu. Prolin ima i antioksidativnu ulogu, pa je moguce da
povecanje nivoa prolina pod uticajem SA dovodi do uklanjanja ROS koji nastaje kao posledica
vodnog stresa (Hayat i sar., 2012; Signorelli i sar., 2014).

Egzogena primena SA moze da inhibira aktivnost CAT kod I. walleriana, a efekat je
izrazeniji kod biljaka koje su izlozene jacem vodnom stresu, nego kod biljaka koje nisu pod stresom
(Slika 34.). Ovo je u skladu sa rezultatima dobijenim kod biljaka C. argentea kod kojih je SA
smanjila CAT aktivnost (Odjegba i Adeniyi, 2012). CAT je prvi identifikovani protein koji vezuje
SA (SABP - salicylic acid binding protein) i osetljiv je na inhibiciju SA (Manohar i sar., 2015). U
slicnim istraZzivanjima, utvrdeno je da SA moze dovesti do povecanja aktivnosti CAT, kao npr. kod
C. setosa (Kadioglu i sar., 2010; Demiralay i sar., 2013). Razli¢ite izoforme CAT mogu da se
razlikuju u osetljivosti na SA (Chen i sar., 1997).

Aktivnost totalnih POX (Slika 35.) raste sa povecanjem intenziteta vodnog stresa, odnosno
sa povecanjem koncentracije PEG u podlozi. Primena SA dovela je do povecanja aktivnosti POX
kod biljaka koje nisu bile izloZene vodnom stresu, narocito na podlogama sa 2 1 3 mM SA. Sa druge
strane kod biljaka koje su bile izloZene PEG indukovanim vodnom stresu, SA dovodi do smanjenja
aktivnosti peroksidaza. U drugim studijama rezultati su pokazali da SA povecava aktivnost POX
kod biljaka koje su izloZene vodnom stresu, kao kod slacice (Alam i sar., 2013), klijanaca jeCma
(Ananieva 1 sar., 2004), u listovima C. setose (Kadioglu i sar., 2010), dok je u klijancima paradajza
pokazano da SA povecava aktivnost POX i kod biljaka koje su bile izloZene vodnom stresu, ali i
kod kontrolnih biljaka (Hayat i sar.,, 2008). Detektovane aktivnosti ukupnih peroksidaza u ovoj
disertaciji ukazuju da primena SA u in vitro sistemu ima najverovatnije dvostruki efekat na
aktivnost peroksidaza. U zavisnosti od uslova koji deluju na biljke najverovatnije dolazi do
aktivacije razlicitih izoformi peroksidaza, tako vodni stres u kombinaciji sa egzogenom primenom
SA ima uticaj na razliite izoforme peroksidaza (Slika 35.). Nativ-PAGE elektroforeza (Slika 36.)
je pokazala da PEG indukovani vodni stres indukuje svih 8 do sada poznatih izoformi POX kod 1.
walleriana, a posebno aktivnost B 1 I, dok tretman SA pospesuje aktivnost izoformi C, D, E, G, a
inhibira A, B, H, I, bez obzira na prisustvo PEG. Ukupna aktivnost POX (Slika 35.) je rasla sa
porastom SA (2 1 3 mM SA), iako biljke nisu bile pod uticajem vodnog stresa jer je doSlo do
aktivacije POX izoformi C, D, E i G. Ukupna aktivnost POX kod biljaka koje su bile pod jakim
stresom (2 1 3% PEG u kombinacijama sa 2 ili 3 mM SA) je smanjena jer je doSlo do inhibicije
izoformi A, B, H i I u tretmanima sa SA (slika 35.). Razli¢ita regulacija POX izoformi kod 1.
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walleriana je primecena i prilikom virusne infekcije, kao i1 eliminacije virusa bronzavosti paradajza
(Milosevi¢ i sar., 2012).

SA je kod 1. walleriana gajenih in vitro smanjila SOD aktivnost u listovima (Slika 33.), sto
predstavlja razli¢it rezultat jer je u sliénim eksperimentima utvrdeno da SA blago indukuje SOD
aktivnost (Ananieva i sar., 2004; Hayat i sar., 2008; Kadioglu i sar., 2010; Demiralay i sar., 2013).
Budu¢i da su in vitro eksperimenti u ovoj disertaciji, u kojima su kori§¢eni PEG i SA, trajali 60
dana, postoji mogucnost da je to mozda razlog zbog Cega je doslo do smanjenja ukupne aktivnosti
CAT, POX i SOD, iako se na osnovu literature o¢ekuje da dode do povecanja aktivnosti.

Rezultati su pokazali da vodni stres koji je postignut dodavanjem PEG u hranljivu podlogu
dovodi do povecanja koncentracije vodonik peroksida pri koncentracijama od 2 i 3% PEG. Dodatak
SA u hranljivu podlogu nije uticao na nivo H,O, kod biljaka koje nisu izlozene stresu, osim u
slucaju koncentracije od 3 mM SA. U uslovima vodnog stresa sve primenjene SA koncentracije
dovode do znacajnog smanjenja nivoa vodonik peroksida (Slika 30.), a najbolji rezultat postignut je
sa 3 mM SA. SA pokazuje dvojaki efekat prilikom delovanja razli¢itih stresova ukljucujuéi i susu
(Herrera-Véasquez i sar., 2015). Stresom indukovani H,O, dovodi do biosinteze SA (Herrera-
Vasquez i sar., 2015). SA, bilo da je re¢ o egzogeno dodatoj ili sintetisanoj u biljci deluje tako $to
inhibira dva glavna enzima koja vr$e detoksifikaciju H,O, — SABP katalazu i askorbat peroksidazu
(Miura i Tada, 2014; Herrera-Véasquez i sar., 2015). Tako da u prvoj prooksidativnoj fazi SA
posredno dovodi do povecanja nivoa ROS, naro¢ito H,O, (Horvath i sar., 2007; Kadioglu i sar.,
2010). Sa povecanjem nivoa ROS, obi¢no dolazi i do poveéanja nivoa antioksidativnih enzima —
CAT, POX, SOD kao i enzima ciklusa askorbat-glutation (Ananieva i sar., 2004; Hayat i sar., 2008;
Kadioglu i sar., 2010; Demiralay i sar., 2013, Miura i Tada, 2014). U drugoj antioksidativnoj ili
redukcionoj fazi, SA povecava GSH/GSSG odnos §to dovodi do pojacanog uklanjanja ROS
(Herrera-Vésquez i sar., 2015). Ovaj mehanizam bi mogao objasniti smanjenje nivoa H,O; kod I.
walleriana pri dodatku SA u uslovima PEG indukovanog vodnog stresa u poredenju sa netretiranim
biljkama izloZzenim vodnom stresu, a zatim i pad antioksidativne aktivnosti.

5.3. Mehanizmi delovanja SA u indukciji tolerancije biljaka I. walleriana gajenih

ex vitro prema vodnom stresu

Ukrasne biljke usled nacina skladiStenja su Cesto izloZene nedostatku vode $to za posledicu
ima negativan efekat na cvetanje i samim tim na njihovu komercijalnu vrednost. Rezultati
istrazivanja u in vitro uslovima dobijeni u ovoj disertaciji pokazali su da SA pospeSuje odgovore
biljka 1. walleriana na delovanje suSe, medutim ovaj eksperimentalni sistem ne pruza mogucnost
ispitivanja uticaja vodnog stresa i SA na cvetanje ove ukrasne biljne vrste. Zato je u ex vitro sistemu
ispitan uticaj folijarne primene 2 mM SA na cvetanje biljaka I. walleriana koje su bile zalivane ili
izloZzene vodnom stresu. Rezultati ovog eksperimenta su pokazali da jedino susa uti¢e na prosecan
broj pupoljaka i cvetova, dok primena SA nema uticaja na cvetanje I. walleriana (Slika 38.). Sli¢ni
podaci o uticaju vodnog stresa na cvetanje |. walleriana gajenih ex vitro dobijeni su i u studijama
drugih autora: Blanchard i sar., 2007; Chylinski i sar 2007; Blanusa i sar., 2009; Anderson 2011.
Medutim, ni jedna od ovih studija nije objasnila mehanizam kako dolazi do smanjenja broja cvetova
pri vodnom stresu kod I. walleriana. Dati mehanizam se razlikuje kod razli€itih biljnih vrsta i moze
prestavljati nepravilno formiranje pupoljaka, odbacivanje cvetova, ili smanjenje u veli¢ini biljaka
koja dovodi do smanjenja mesta za formiranje pupoljaka (Blanusa i sar., 2009). Rezultati prikazani
u ovoj disertaciji su pokazali da biljke imaju znafajno manji proseCan broj cvetova i1 cvetnih
pupoljaka u uslovima intenzivnog stresa (D i DS grupa biljaka, tacka T3, Slika 37. i Slika 38.) u
odnosu na prosecan broj cvetova i cvetnih pupoljaka kod biljaka koje su zalivane. Ovaj rezultat
pokazuje da je mehanizam redukcije broja cvetova i cvetnih pupoljaka kod I. walleriana nacin
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odbrane, jer generalno biljke koje su izloZene razli€itim vrstama stresa, a narocito susi, odbacuju
cvetove kako bi saCuvale asimilate koji su im potrebni da prezive. U slicnom eksperimentu sa
biljkama 1. walleriana koje su gajene ex vitro, tokom trajanju vodnog stresa od 2-12 dana, prosecan
broj otvorenih cvetova po biljci je pokazivao opadaju¢i trend kako je period suse trajao duze
(Blanchard i sar., 2007). Autori su pokazali da egzogena primena ABA, koja takode predstavlja
hormon stresa, takode nema efekta na cvetanje biljaka izlozenih vodnom stresu, isto kao §to ni SA
nije imala efekta na cvetanje 1. walleriana u ovoj disertaciji. Ipak, u nekim drugim slu¢ajevima kod
drugih biljnih vrsta, SA je imala pozitivan uticaj na indukciju cvetanja, kao npr. kod Spirodela i
Wolfia microscopic (Hayat i sar., 2010).

S obzirom da RWC odrazava vodni status biljke i povezan je sa tolerancijom biljaka prema
susi (Anjum i sar., 2011), ¢esto je koriS¢en u studijama vodnog stresa. Kod biljaka I. walleriana
koje su bile izloZene intenzivnom vodnom stresu u eksperimentu sprovedenom u ovoj disertaciji,
RWC se spustio na 66,8% (D grupa biljaka, tacka T3) (Slika 38.) $to je niZe od letalne vrednosti
RWC za ovu vrstu koja iznosi 73%. Letalna tacka je definisana kao stanje u kome je preostalo
manje od osam vijabilnih listova na biljkama. U studiji Augé i sar., 2003 bilo je potrebno da se
biljke 1. walleriana ne zalivaju 55 dana kako bi se doslo do letalne tacke, pri ¢emu je RWC iznosio
73%. Budu¢i da postoji pozitivan odgovor |. walleriana na rehidrataciju (Slika 37., vremenska
tatka T4), letalna tacka u ovom eksperimentu nije postignuta, ni nakon 13 dana od prestanka
zalivanja. U studiji Chylinski i sar. (2007) doslo je do jo$ veéeg smanjenja vrednosti RWC kod .
walleriana. Kod biljaka koje nisu bile izlozene stresu on je iznosio 96,4%, dok je kod biljaka kod
kojih je vodni deficit bio izuzetno izrazen doslo do pada RWC na 56,1%. U eksperimentima in vitro
koji su sprovedeni u ovoj disertaciji kada je suSa indukovana PEG, doSlo je do smanjenja RWC od
38% na hranljivoj podlozi sa 3% PEG u poredenju sa kontrolom (Slika 25.). Na osnovu svih ovih
eksperimentalnih rezultata, moZe se re¢i da smanjenje vrednosti RWC pri vodnom stresu zavisi od
eksperimentalnih uslova. Augé i sar. (2003) su pokazali da je I. walleriana treca najosetljivija vrsta
na vodni stres medu 30 testiranih cvetnica (Augé sar., 2003), kao i najosetljivija medu 17 zeljastih
jednogodisnjih cvetnica (Henson i sar., 2006). Ovo je i razumljivo ako podemo od ¢injenice da je
rod Impatiens poreklom iz tropskih ki$nih Suma sa sukulentnim stablom i nedostatkom bilo kakve
znacajnije zaStite od gubitka vode tokom perioda vodnog stresa.

Egzogena upotreba SA utice pozitivno na odrZavanje visokog RWC pri vodnom stresu kod
velikog broja biljnih vrsta. Visi RWC kod SA tretiranih biljaka u poredenju sa netretiranom
kontrolom je utvrden kod: pSenice (Agrawal i sar., 2005), C. argentea (Odjegba i Adeniyi, 2012),
senfa (Alam i sar., 2013) i pirin¢a (Sohag i sar., 2020) koji su bili izloZeni vodnom stresu, dok je
kod C. setosa cak i jako niska koncentracija SA od 1 uM bila delotvorna u delimi¢nom odrzavanju
RWC tokom perioda produZene suse (Kadioglu i sar., 2010). Pokazano je da SA pove¢ava RWC
kod biljaka pri vodnom stresu i ako se primeni neposredno posle izlaganja susi (Hayat i sar., 2008).
SA nema znacajnijeg efekta na biljke koje nisu pod stresnim uslovima (Alam i sar., 2013, Odjegba i
Adeniyi, 2012), osim kod paradajza (Hayat i sar., 2008).

MDA je jedan od proizvoda lipidne peroksidacije, ¢ija zastupljenost u biljnim tkivima i
organima predstavlja indikator oSte¢enja membrana tokom oksidativnog stresa (Anjum i sar., 2011).
U ex vitro eksperimentu uradenim u ovoj disertaciji, €gzogeno primenjena SA je potpuno zastitila
membrane biljaka koje su bile izloZene susi, s obzirom da je nivo MDA kod biljaka iz DS grupe bio
na nivou kontrole (W) ili ¢ak i nizi u svim vremenskim tackama (Slika 41.). U in vitro sistemu,
primena 2 mM SA je takode zastitila |. walleriana koje su bile tretirane PEG od akumulacije MDA.
Zastitni efekat koji SA ispoljava u smislu smanjenja lipidne peroksidacije odnosno smanjenja MDA
je primecen i kod velikog broja drugih ispitivanih biljnih vrsta (Agrawal i sar., 2005; Hayat i sar.,
2008; Kadioglu i sar., 2010; Odjegba i Adeniyi, 2012; Alam i sar., 2013; Sohag i sar., 2020). Kod
C. setosa utvrdeno je da su biljke koje su tretirane sa SA imale zna¢ajno nizi nivo MDA u odnosu
na netretiranu kontrolu (Kadioglu i sar., 2010). Sli¢an efekat postignut je i kod C. argentea
(Odjegba i Adeniyi, 2012), Brassica juncea (Alam i sar., 2013), pirin¢a (Sohag i sar., 2020), kao i
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pSenice, gde je SA takode imala i pozitivan efekat na indeks stabilnosti membrana (Agrawal i sar.,
2005). Kod paradajza koji je izlozen susi, a potom tretiran sa SA, SA je dovela do znacajnog
smanjenja “curenja” elektrolita i lipidne peroksidacije, kao i povecanja indeksa stabilnosti
membrana (Hayat i sar., 2008).

Akumulacija prolina je ¢est odgovor biljaka koje su izlozene vodnom stresu (Anjum i sar.,
2011), zato su ispitivane promene nivoa prolina kod biljaka 1. walleriana u eksperimentu ex vitro.
Zajednicki efekat suse 1 SA na nivo prolina zavisi od biljne vrste i eksperimentalnih uslova. Kod I.
walleriana i susa i SA povecavaju akumulaciju prolina (Slika 40.). Pretretman sa SA je kod
Brassica napus povecao nivo akumuliranog prolina i kod biljaka koje su potom bile izloZene susi i
kod kontrolne grupe biljaka (La i sar., 2020). Kod paradajza je tretman SA posle izlaganja vodnom
stresu imao isti efekat (Hayat i sar., 2008). Kod B. napus utvrdeno je da SA indukuje ekspresiju
gena koji uéestvuju u sintezi prolina, poput gena za pirolin-5-karboksilat sintetazu i pirolin-5-
karboksilat reduktazu, a smanjuje ekspresiju gena koji ufestvuju u degradaciji prolina, prolin
dehidrogenazu i pirolin-5-karboksilat-dehidrogenazu (Sohag i sar., 2020). Medutim, su$a je dovela
do povecanja sadrzaja prolina kod klijanaca slacice, dok je SA koja je primenjena pri dejstvu suse
dovela do smanjenja sadrzaja prolina (Alam i sar., 2013). Sli¢an rezultat je dobijen za pirina¢ koji je
rastao u zemljistu ili hidroponici (Sohag i sar., 2020).

Prolin spada u kompatibilne osmolite i omogucava osmotsko prilagodavanje biljaka u
uslovima stresa (Farooq i sar., 2009). Prolin je povezan i sa dodatnim zaStitnim funkcijama u
biljnim c¢elijama u uslovima stresa: uklanjanje ROS, stabilizacija membrana, stabilizacija proteina
elektron transportnog lanca u mitohondrijama, kao i1 skladiStenje ugljenika 1 azota koji ¢e biti
dostupni za korisc¢enje kada produ nepovoljni uslovi (Farooq i sar., 2009; Anjum i sar., 2011; Hayat
i sar., 2012). Moguce je da akumulacija prolina kod I. walleriana dovodi do odrzavanja RWC
(Slika 39.) pomoc¢u osmotskog prilagodavanja. Medutim poredenjem nivoa MDA i prolina (Slika
40. i Slika 41.) vidi se da akumulacija prolina kod I. walleriana koja nastaje kao posledica
delovanja suse (grupa D biljaka) ne dovodi do zaStite membrana od oksidativnog stresa dovoljno
efikasno zato §to D grupa u svim vremenskim tackama ima visoke nivoe MDA. WS grupa biljaka
tokom ex vitro eksperimenta (vremenske tacke od T2-T4) imala je najmanji nivo MDA u odnosu na
druge eksperimentalne grupe biljaka, bez obzira koliki je nivo akumuliranog prolina. Zbog toga su
ispitani dodatni mehanizmi zastitnog delovanja SA na |. walleriana izloZzene vodnom stresu u ex
vitro uslovima, poput indukcije antioksidativnih enzima.

U listovima ex vitro gajenih 1. walleriana su koris¢enjem Native-PAGE i eseja sa
selektivnim inhibitorima identifikovane tri izoforme SOD: jedna MnSOD izoforma, i dve
Cu/ZznSOD izoforme (Slika 42.). Imunoblot analiza Cu/ZnSOD u kojoj su koris¢ena anti-
hloroplastna Cu/ZnSOD antitela pokazala je da je jedna izoforma Cu/ZnSOD koja je brze migrirala
u gelu hloroplastna Cu/ZnSOD, dok je druga najverovatnije citosolna Cu/ZnSOD (Alscher i sar.,
2002). MiloSevi¢ 1 sar. (2012) su pokazali medu proteinima koji su izolovani iz izdanaka I.
walleriana gajenih in vitro postojanje pet izoformi SOD: dve MnSOD, jedne FeSOD i dve
Cu/ZnSOD. Ovih pet izoformi bile su prisutne i kod zdravih i kod biljaka inficiranim virusom
bronzavosti paradajza. Ovakve razlike u profilima SOD izoformi izmedu in vitro i ex vitro gajenih
biljaka ustanovljene su i kod krompira (Momc¢ilovi€ 1 sar., 2014). Kod biljaka krompira je pokazana
najveca razlika u postojanju dodatnih FeSOD i Cu/ZnSOD izoformi. Postojanje FeSOD izoformi
samo kod in vitro gajenog krompira objasnjeno je time §to je niska koncentracija Cu?* u MS
hranljivoj podlozi, najverovatnije razlog smanjene aktivnosti Cu/ZnSOD, ali i zastuplljenosti ovog
enzima (Momcilovi¢ i sar., 2014). S obzirom da su i biljke I. walleriana gajene na istoj hranjivoj
podlozi u in vitro uslovima, moguce je da je niska koncentracija Cu?®* takode i kod ove biljne vrste
uticala na indukciju dodatne FeSOD izoforme.

U vecini studija koje u kojima se izucavao efekat SA na biljke koje su izlozene susi, uoceno
je da SA pospesuje SOD aktivnost i to kod paradajza (Hayat i sar., 2008), C. setosa (Kadioglu i sar.,
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2010), pSenice (Agrawal i sar., 2005) i B. napus (La i sar., 2020). Prema rezultatima u ovoj
disertaciji hloroplastna Cu/ZnSOD je najzastupljenija izoforma indukovana suSom 1 SA
tretmanom,$to ukazuje na hloroplaste kao glavna mesta produkcije ROS u ¢elijama |. walleriana
kada su izloZene vodnom stresu. SuSa dovodi do oStecenja u fotosintetskom aparatu te tako usled
poremecaja u elektron transportnom lanacu dolazi do stvaranja velike kolo¢ine ROS (Farooq i sar.,
2009). Hiloroplastna Cu/ZnSOD izoforma nalazi seu stromi hloroplasta, na mestu lokacije
fotosistema I (Alscher i sar., 2002).

Profili izoformi katalaza su generalno kompleksni, a samo tri CAT gena su identifikovana
kod cvetnica (Mhamdi i sar., 2012). Prisustvo veéeg broja CAT izoformi je do sada uoc¢eno kod in
vitro gajenih 1. hawkerii i I. walleriana (Milosevi¢ i sar., 2012), a u ovoj disertaciji je isto pokazano
I kod ex vitro gajenih I. walleriana (Slika 43.), sto se moze objasniti alternativnom obradom CAT
transkripata (eng. Splicing), posttranslacionom modifikacijom CAT ili formiranjem heterodimera
od monomera kodiranih razli¢itim CAT genima.

Vodni stres negativnho utice na fotosintezu na mnogo nivoa, ukljucuju¢i smanjenje
dostupnosti CO, usled zatvaranja stoma, a samim tim i smanjenje asimilacije CO; $to dovodi do
povecanog metaboli¢kog fluksa preko respiratornih puteva. Oksidacija fotorespiratornog glikolata u
glioksalat u peroksizomima stvara se H,O,, kojeg uklanjaju katalaze. Nije neocekivano §to je
detektovana povecana aktivnost CAT kod mnogih biljnih vrsta u odgovoru prema susi, poput:
paradajza (Hayat i sar., 2008), C. setosa (Kadioglu i sar., 2010), C. argentea (Odjegba i Adeniyi,
2012) i pirin¢a (Sohag i sar., 2020). Sa druge strane, kod B.napus (Sohag i sar., 2020) vodni stres je
doveo do neznatnnog povecanja CAT aktivnosti, a kod slacice ¢ak nije bilo nikakvog uticaja (Alam
i sar., 2013). Takode ni kod I. walleriana (Slika 43.), prilikom delovanja vodnog stresa, nije doslo
do znacajnijeg povecanje CAT aktivnosti, Sto moZe biti posledica toga §to su CAT izuzetno aktivne
pri optimalnim uslovima kod ove biljne vrste. U odnosu na to kakav efekat SA ima na CAT
aktivnost, biljne vrste se mogu podeliti u tri grupe. Prvu grupu predstavljaju biljke kod kojih SA
povecava CAT aktivnost (pSenica, C. setosa, slacica i pirinac), drugu grupu ¢ine biljne vrste kod
kojih SA smanjuje aktivnost CAT (C. argentea i |. walleriana), a u tre¢u grupu spadaju one biljne
vrste kod kojih ima dvofazni uticaj (B. napus). Kod SA tretirane B. napus koja je bila izlozena susi
doslo je prvo do brzog povecanja CAT aktivnosti (deseti dan od pocetka suse), a potom je usledilo
smanjenje aktivnosti ovog antioksidativnog enzima (petnaesti dan od pocetka suse) (La i sar.,
2020). Ovaj primer nam govori o znacaju vremena uzorkovanja i moze eventualno da predstavlja i
objasnjenje dobijenih razlika u CAT aktivnosti kod I. walleriana koje su tretirane sa SA u razli¢itim
vremenskim tackama. Takode, treba napomenuti da SA moZe regulisati CAT aktivnost na dva
nivoa: na nivou transkripcije kao kod indukcije CAT B. napus (La i sar., 2020) i na
posttranslacionom nivou gde SA inhibira CAT enzim direktnim vezivanjem kao kod paradajza
(Horvath 1 sar., 2007). Odgovor na vodni stres kod mnogih biljnih vrsta uklju¢uje remodelovanje
¢elijskog zida — 1 opuStanje 1 o¢vrS¢avanje (koje ukljucuje lignifikaciju), pri ¢emu opustanje
¢elijskog zida najverovatnije zahteva ROS (Noctor i sar., 2014). Postoji veliki broj enzima koji su
ukljuceni u proizvodnju, degradaciju i metabolizam ROS na ¢elijskoj membrani i apoplastu, a medu
njima je velika familija POX enzima. POX enzimi generalno razgraduju H,0,, ali mogu i da
formiraju H,O, putem redukcije O, oksiduju¢i tom prilikom NAD(P)H, askorbat ili auksin
(Kukavica i sar., 2012). H,0O, ucestvuje u reakcijama oksidacije u apoplastu i kao supstrat u
procesima polimerizacije Celijskog zida i kao intermedijarni produkt u procesima opustanja
¢elijskog zida.. Zbog postojanja velikog broja POX izoformi (73 kod Arabidopsis-a) (Shigeto i sar.,
2015), teSko je povezati povecanje ili smanjenje aktivnosti odredene izoforme sa odredenim
stresom koji deluje prema biljkama. Jedan primer dobro okarakterisane POX izoforme povezane sa
susom kod A. thaliana je AtPrx3, koja je kodirana genom AtPrx3. Prekomerna ekspresija ovog gena
kod transgenih A. thaliana poveéava toleranciju prema vodnom stresu i stresu solima, dok kod
transgenih biljaka A. thaliana kod kojih je ovaj gen utiSan dolazi do dehidratacije biljaka kada se
izloZe stresu solima (Llorente i sar., 2002). Ta¢na funkcija POX A, B i C kod I. walleriana (Slika
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44.) nije poznata, ali je u ovoj disertaciji pokazano da su ove izoforme znacajne u odgovoru I.
walleriana prema vodnom stresu, kao i u povecanju tolerancije na vodni stres pri primeni SA.

Analiza ekspresije HSP101 proteina u ex vitro eksperimentu pokazala je da SA dovodi do
pada zastupljenosti ovog proteina u eksperimentalnoj grupi biljaka WS u svim vremenskim tatkama
nakon primene SA i to postupno jer se uocava najmanja ekspresija ovog proteina u tacki T4 u
odnosu na kontrolu (Slika 45.). Sama susa je dovela do povecanja ekspresije ovog proteina (D
eksperimentalna grupa biljaka, vremenska tacka T3) i to 2,5 puta u odnosu na kontrolu. Zanimljivo
je da je u eksperimentalnoj grupi DS doslo do povecanja ekspresije HSP101 u vremenskoj tacki T3,
kada je intenzitet suSe bio najveéi ali ne u tolikoj meri kao kod biljaka iz grupe D. Nakon
rehidratacije u grupi D doslo je do brzog pada zastupljenosti ovog proteina, dok je u grupi DS doslo
do pada aktivnosti, ali ne u tolikoj meri. Ovi rezultati pokazuju da pri egzogenoj primeni SA dolazi
do pada zastupljenosti proteina HSP101 u biljkama I. walleriana kada biljke nisu bile pod uticajem
vodnog stresa. Mogucée je da primena SA dovodi do smanjenja ekspresije HSP101 dok susa kao
izuzetno jak stresor dovodi do porasta zastupljenosti HSP101 i zato u grupi DS postoji povecanje
ekspresije HSP101 koje je manje u odnosu na biljke D grupe. Ovo je na neki nacin i ocekivano,
posto je primena SA dovela do ublazavanja posledica stresa koje je su$a izazvala kod I. walleriana,
a samim tim je doslo do smanjenja prisustva nepovratno ostecenih proteina koje HSP101 uklanjaju.
Postoji jako malo literaturnih podataka vezanih za ekspresiju HSP101 u uslovima suse kod biljaka,
ali je pokazano da susa i visoka temperatura u kombinaciji dovode do znacajnog porasta ekspresije
HSP101 kod psSenice (Grigorova i sar., 2011).

5.4. Uticaj vodnog stresa i SA na ekspresiju de novo identifikovanih dehidrinskih

sekvenci kod I. walleriana gajenih ex vitro

U transkriptomu I. walleriana nadene su tri dehidrinske sekvence koje su deponovane u
GenBank pod pristupnim brojevima: MW219505, MW219506, MW219507. IwDhnl (MW219505)
kodira strukturni tip SK, (SK3), dok lwDhn2.1 (MW219506) i IwDhn2.2 (MW219507) kodiraju
strukturni tip Y,SK, (Y3SK; i Y3SKy) (Tabela 12. i Slika 46.). Dehidrini se sastoje od bar jednog
K-segmenta koji je karakteristika ove proteinske familije, varijabilnog broja Y-segmenata i jednog
S segmenta. Pored ova tri navedena segmenta, dehidrini poseduju jo§ 1 segment koji nije
konzervativan, a koji predstavlja sve nasumicne sekvence izmedu K, Y 1 S segmenata 1 obi¢no se
obelezava kao @-segment (Graether i Boddington, 2014; Riley i sar., 2019). K segment je bogat
lizinom, prisutan je kod svih dehidrina i naj¢eS¢e predstavlja sekvencu [EKKGIMDKIKEKLPG],
ali budu¢i da ni jedna aminokiselina u ovoj sekvenci nije konzervativna ¢eSce je predstavljena kao
[XKXGXX(D/E)KIK(D/E)KXPG] (Riley i sar., 2019). Smatra se da K-segment ucestvuje u
vezivanju za Celijske membrane (Eriksson i sar., 2011; Strimbeck i sar., 2017). Y-segment je ime
dobio zahvaljujuci tirozinu u centralnom delu motiva [DEYGNP] (Hara i sar., 2009) i ova sekvenca
takode moze da ima razlicitu strukturu, pa se Cesto obelezava sa [D(D/E/Q)(Y/H/F)GNP] (visoko
konzervativni regioni su podvuceni) (Riley i sar., 2019). Uloga Y-segmenta joS uvek nije poznata
(Graether i Boddington, 2014; Riley i sar., 2019). S-segment se sastoji od 4-6 Ser u nizu u okviru
sekvence [LHR(S/T)GS4-6(S/D/E)(D/E)3] (Riley i sar., 2019). Dehidrini su ¢esto izolovani u
svojoj fosforilovanoj formi i pokazano je da je S-segment mesto za fosforilaciju (Hara i sar., 2009).
Kada se fosforilisu, dehidrini mogu da se transportuju iz citoplazme u jedro, medutim neki dehidrini
koji nemaju S-segment mogu takode da se nadu u jedru (Riley i sar., 2019). U zavisnosti od
aranzmana Y, K i S segmenata, dehidrini se klasifikuju u pet tipova: K,, SK,, K,S, Y SK; i YK,
(Vaseva i sar., 2013; Graether i Boddington, 2014; Riley i sar., 2019).

Uloga IwDhnl je nepoznata, mada se mogu izvesti neki zakljucci kada se analiziraju njihove
aminokiselinske sekvence. Pored tipi¢nih S- i K-segmenata, lwDhnl poseduje H- i Chp-segmente
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kao i skoro otkriveni F-segment (Tabela 12. i Slika 46.). H-segment je bogat histidinom i prisutan
je kod nekih dehidrina kao §to je CuCORI15 koji je pronaden kod limuna 1 eksprimira se u odgovoru
na niske temperature. H-segment se odlikuje motivom [HKGEHHSGDHH] koji ima potencijal da
vezuje jone metala (naro¢ito Cu®, ali i Ni**, Zn?"), a His u H-X3-H i HH ucestvuje u vezivanju
metala, kao i u vezivanju za DNK preko Zn®* (Hara i sar., 2005, 2009). Hidroksil radikali nastaju
kao posledica vodnog stresa u Haber-Vajsovoj reakciji koja je posredovana jonima metala Cu®* i
Fe?* (Halliwell i sar., 1988). U stanjima tranzicije Cu® u Cu®" ili Fe?* u Fe** moze do¢i do
formiranja hidroksil radikala, tako $to navedeni joni reaguju sa vodonik peroksidom ili superoksid
anjonom. PredloZen je mehanizam u kome H-segment CuCORI15 moze svojim His ostatcima da
vezuje Cu®, te tako posredno smanjuje stvaranje ROS. Nije sigurno da li motiv koji je bogat
histidinom [HSHNH], a koji se nalazi u blizini N-terminusa IwDhnl ima slicnu ulogu.
Naelektrisani peptid (ChP) se sastoji od jednog ili dva polilizinska segmenta kojima ¢esto prethode
Glu ili Asp (Graether i Boddington, 2014). Zato je [EKKEKKKKKK] sekvenca koja je prisutna kod
IwDhnl tipi¢ni ChP, segment (Tabela 12.). Sli¢an [KKKKKKEKKK] motiv koji je prisutan kod
CuCOR15 moze da se veze za dvolanc¢anu DNK, jednolanc¢anu DNK i RNK in vitro, nespecifi¢no i
sa relativno niskim afinitetom u prisustvu Zn®* jona (Hara i sar., 2009). Autori smatraju da ovaj
dehidrin sa ChP segmentom ima ulogu u zastiti amino kiselina tokom odgovora na stres. Druge
predlozene uloge za ChP segment su nuklearno targetiranje i Saperonska aktivnost (Graether 1
Boddington, 2014). Najnoviji rezultati su pokazali da vecina SK, dehidrina poseduje i dodatni F-
segment koji je definisan sekvencom [DRGLFDFLGKK] (Strimbeck, 2017), a koja je upotrebljena
za identifikaciju ovog istog segmenta [ETQDRGILDFLK] kod IwDhnl. F-segment SK, dehidrina,
ukljuéujudi i IwDhnl je lokalizovan na N terminusu S- i K-segmenta (Strimbeck, 2017). Modeli
koji predvidaju sekundarnu strukturu ukazuju da F-segment moze da formira amfipati¢ne helikse
koji mogu da ucestvuju u membranskom ili proteinskom vezivanju (Eriksson i sar., 2011).
Uzimajuci u obzir kompleksnu HFSChPK2 strukturu IwDhnl i razmatrane uloge svakog segmenta
ovaj dehidrin moze biti multifunkcionalni protein.

Za razliku od IwDhnl, lwDhn2.1 i lwDhn2.2 su izuzetno inducibilni u uslovima vodnog
stresa (Slika 49. i Slika 50.). Ekspresija IwDhn2.1 je povec¢ana 10* puta kod biljaka koje su duZe
izlozene vodnom stresu (D, T3) u poredenju sa kontrolnom grupom biljaka. U slu¢aju lwDhn2.1
interakcija faktora SA, vodnog stresa kao i vremena uzorkovanja je bila izuzetno znacajna
(p<0,001, prema trofaktorijalnoj analizi varijanse), $to znaci da SA ima razli¢ite efekte na biljke
koje su zalivane, u odnosu na biljke koje nisu, kao i da vreme uzorkovanja ima znacajan uticaj. SA
je indukovala ekspresiju lwDhn2.1 u DS grupi biljaka 24h po aplikaciji (tacka T1), ali je ekspresija
ovog gena u DS i D grupi, u vremenskoj tacki T3, bila najizrazenija. Ekspresija lwDhn2.2 nije
mogla biti detektovana u TO 1 T1 vremenskim tackama, ali je kod biljaka u uslovima intenzivnog
vodnog stresa (grupa D 1 DS, tacka T3) uoCena znaCajna ekspresija (Slika 49.). Ekspresija
IwDhn2.1 i IwDhn2.2 je potpuno suprimirana nakon rehidratacije (T4). Ova dva dehidrina imaju
sliéni trend ekspresije, ali 1 Y3SK, strukturu (Tabela 12.), sa 93,2% identi¢nih aminokiselina, i
89,9% identi¢nih nukleotida (Tabela 11.). Komparacija dehidirina pokazala je da su Y,SK,
dehidrini najées¢e indukovani suSom 1 stresom solima, §to moZe da ukaZe na to da proteini sa Y
segmentom mogu da imaju ulogu u prevazilazenju vodnog stresa (Graether i Boddington, 2014).
Glavna karakteristika lwDhn2.1 i IwDhn2.2 su tri Y segmenta u blizini N terminusa (Slika 46)
(Riley i sar., 2019). Y1 i Y2 kod oba dehidrina I. walleriana imaju tipi¢an Y motiv [DEYGNP],
dok je Y3 [DQYGNP] (Tabela 11.). K2 segmentu kod IwDhn2.2 nedostaje His, §to je Cesta
karakteristika dehidrina koji u¢estvuju u membranskom vezivanju (Eriksson i sar., 2011).

SA moze direktno ili indirektno da indukuje odredene gene koji uCestvuju u zaStitnim
mehanizmima biljaka koje su izlozene biotickom i abiotickom stresu, ukljucujuéi i dehidrinske
(Horvath i sar., 2007), ¢ime se moze objasniti indukcija IwDhn2.1 nakon primene SA. Sa druge
strane, blago smanjenje ekspresije dehidrinskih gena u DS grupi biljaka u vremenskoj tacki T3 kada
je najintenzivniji vodni stres najbolje se moze objasniti time da je SA povecala otpornost na vodni
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stres tako da dehidrini viSe nisu neophodni biljkama u tolikoj meri, kao u sluc¢aju D grupe biljaka.
Drugo objaSnjenje bi bilo da SA direktno inhibira ekspresiju dehidrinskih gena Sto je malo
verovatno. Isti efekat SA na dehidrinske gene je pokazan 1 kod tibetanskog je¢ma (Sun i sar., 2006).
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. Zakljucci

Na osnovu rezultata prikazanih u ovom radu mozemo izvuci sledeée zakljucke:

e Egzogena primena SA ima znacajniji efekat pri viSim koncentracijama u uslovima vodnog
stresa 1 pokazuje pozitivan uticaj na sve ispitivane morfoloske parametre kod biljaka I.
walleriana gajenih in vitro: visinu i svezu masu biljaka, kao i broj izdanaka i listova.

e Veca koncentracija SA u hranljivoj podlozi dovodi do znacajnog povecanja RWC u
izdancima biljaka I. walleriana gajenih in vitro kada se izloze intenzivnijem vodnom stresu.
Takode, veca koncentracija SA smanjuje LWL kod ove biljne vrste, ¢ak i u uslovima kada
one nisu pod uticajem vodnog stresa.

e SA ima pozitivan uticaj na sadrzaj hlorofila, karotenoida i ukupnih fotosintetskih pigmenata
u listovima biljaka 1. walleriana gajenih in vitro u uslovima vodnog stresa. Na osnovu
ovoga se moze re¢i da SA omogucava neometano funkcionisanje fotosinteze kod biljaka I.
walleriana pri delovanju suse.

e [Egzogena primena SA u uslovima vodnog stresa dovodi do znacajnog smanjenja sadrzaja
H20, i MDA i povecanja sadrzaja prolina u biljkama I. walleriana gajenih in vitro $to je
dalje praceno smanjenjem aktivnosti antioksidativnih enzima: SOD, CAT i POX. Ovim se
moze rec¢i da SA stiti biljke I. walleriana u uslovima oksidativnog stresa koji se javlja kao
posledica vodnog stresa delujuéi pozitivno na neenzimske komponente antioksidativnog
zaStitinog sistema.

e Folijarni primena SA ima pozitivan uticaj na biljke 1. walleriana gajene ex vitro u uslovima
vodnog stresa: smanjuje venjenje, odrzava RWC na optimalanom nivou 1 smanjuje lipidnu
peroksidaciju. Sa druge strane, SA ne doprinosi ocuvanju cvetova kod biljaka I. wallerina
Sto smanjuje njihovu komercijalnu vrednost, ali doprinosi povecanju njihove tolerancije
prema vodnom stresu.

e Tretman SA dovodi do veée akumulacije prolina kod biljaka I. walleriana gajenih ex vitro u
uslovima vodnog stresa i smanjenja aktivnosti Cu/ZnSOD i CAT, $to implicira na vecu
efikasnost neenzimskih komponenti antioksidativnog odbrambenog sistema.

e U uslovima vodnog stresa, SA dovodi do blagog smanjenja zastupljenosti HSP101 kod
biljaka 1. walleriana gajenih ex vitro, sto ukazuje na moguc¢u ulogu SA u zastiti proteina od
denaturacije koja je posledica delovanja suse.

e U transkriptomu listova kod biljaka I. walleriana identifikovana su tri transkripta gena koji
kodiraju dehidrine: IwDhnl, IwDhn2.1 i lwDhn2.2. Dehidrini koje ovi geni kodiraju se
klasifikuju u sledece strukturne tipove: SKy, Y3SKj i Y3SKo.

e ZnaCajan odgovor biljaka |. walleriana prema vodnom stresu je indukcija i povecanje
ekspresije gena lwDhn2.1 i IwDhn2.2, a samim tim najverovatnije i dehidrina tipa Y3SK; i
Y3SKj, koje ovi geni kodiraju.
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H3sjasa o ayTopcTBYy

Nwme n npezume ayropa Jlparana /I. Auronuh Pesbun

bpoj unnekca 53003/2011

HU3jaBibyjem
J1a je TOKTOpCKa ArcepTallyja 1mnoj HacJoBOM

LYTHIA] cCATMIHIHE KUCEJIUHE HA OHoXeMHjcKke MexaHu3Me Tosepannuje Impatiens
walleriana (Balsaminaceae) npema BoHOM cTpecy*

* pe3yJaTaT COICTBEHOT UCTPAKUBAUKOT Paa;

* 1a TUcepTanyja y IeTUHN HU Y IeJIOBUMa HHUje Onyia MpeioskeHa 3a CTUIAke APYyre TUILIOME
mpeMa CTYIUjCKUM MPOrpaMuMa APYTUX BUCOKOIIKOJICKMX YCTAHOBA;

¢ 1a Cy pE3yJITaTu KOPECKTHO HABCACHHU U

* ]a HUCaM KPIINO/JIa ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa MHTEICKTYalIHy CBOJHHY OPYTUX JIUIIA.

IMornmce ayropa

VY beorpany,
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H3jaBa 0 NCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3Hje TOKTOPCKOT pajaa

Nwme n npezume ayropa Jparana JI. Autonuh Pe/bun

bpoj unnekca 53003/2011

Crynujcku nporpam Du3noJ0ruja u MoJIeKyJapHa 0M0JI0rHja Oubaka

Hacnos pana Yruuaj caanumnjiHe KuceJluHe HA OMOXeMHjCKe MeXaHU3Me
Tosiepannmje Impatiens walleriana (Balsaminaceae) npema Bognom
crpecy

MenTopu ap Usana Momuuinosuh, Hay4YHH CaBeTHHUK

ap AxreauHa Cy6oruh, Hay4YHu caBeTHHK

W3jaBsbyjeM Ja je mraMiaHna Bep3rja MOr JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM IIpenao/Ja paad MoXpamuBamka y JIMTHTAJHOM Ppeno3uTOpHjyMy YHUBep3UTeTa Yy
beorpany.

Jlo3BosbaBaM Jla ce 0oOjaBe MOjU JMYHM IOJALM BE3aHM 3a JI00Hjare aKaJeMCKOT Ha3HBa JIOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UME U MPe3uMe, TOJMHA U MECTO pol)ema u gaTrym oaldpaHe paja.

OBU nMYHM MOJAM MOry ce OOjJaBUTH HAa MpPEXKHUM CTpaHMIIaMa JUTHTalHE OuOIuoTeKe, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJlory U y myOinkanujama Y HuBep3urteta y beorpany.

IHornuc ayropa

VY beorpany,
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M3jaBa o kopumhemy

Omnamhyjem VYHuUBep3uTeTcKy OubOnmorexky ,,CBero3ap MapkoBuh® na y JlururamHu
perno3uToprjyM YHuBep3uTera y beorpaay yHece Mojy TOKTOPCKY AMCEPTAIU]y IOl HACTOBOM:

LYTHIA] CAJHIMJIHE KHCeJUHe Ha OHoXeMHjcKe MexaHusMe ToJjepanuuje Impatiens
walleriana (Balsaminaceae) npema BoHOM cTpecy*

KOja je MOje ayTOPCKO JeJo.

Jlucepranujy ca CBUM IpHIO3UMa Tpeaao/aa caMm y eJIeKTPOHCKOM (GopMaTy MOTOJIHOM 3a TPajHO
apXUBUPAIbE.

Mojy IOKTOpCKY IUCEepTalMjy IMOXpameHy y [IurutaiHoM peno3uTopujymy YHUBEp3WTETa Y
beorpagy u IOCTYIHY y OTBOPEHOM IPHUCTYIy MOTY Ja KOPHUCTE CBH KOJH IIOWITYjy OJIpende
caapkane y onabpanom tumy nuunenie Kpearusue 3ajequuiie (Creative Commons) 3a Kojy caMm ce
OJUTYy4HO/TIa.

() Ayroperso (CC BY)

2. AyropctBo — HekomepiujaiaHo (CC BY-NC)

3. AyropctBo — HekoMepuujaiaHo — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND)

4. AytopcTBO — HEKOMepIHjaaHO — AeauTh o uctuM yceiaopuma (CC BY-NC-SA)

5. AyropctBo — 6e3 npepaia (CC BY-ND)

6. AyropctBo — nenutr noj uctuM yciosuma (CC BY-SA)

(Monumo 1a 3a0Kpy>KUTE caMmo jeHY OJ IIeCT MOHYheHUX TUICHITH.
Kparak onuc nuiieHIu je cacTaBHU JIe0 OBE U3]aBe).

IHornuc ayropa

VY Bbeorpany,
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AyTtopcTBo. /l03BoJbaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYILMjy M jJaBHO CAOIIITaBamE JeNa, U
npepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauWH ojapeleH on cTpaHe ayTopa WIM J1aBaola
JUIEHIIE, YaK ¥ Y KomepuujanHe cepxe. OBo je Hajcmo00aHMja 01 CBUX JIUIICHITH.

AyTOpcTBO — HekoMepuHjaiaHo. Jlo3BoJbaBaTe YMHOXKaBame, TUCTPUOYIU]Y U jaBHO
CaomIlTaBame JIeNa, U Ipepaje, ako ce HaBelle UMe ayTopa Ha HauuH onpeheH ox cTpaHe
ayTopa Wwix JaBaona jguirenne. OBa JMIeHIa He 103B0JbaBa KOMEPIHjaliHy yrnoTpely nena.

AyTOpPCTBO — HeKOMepuHHjaJHO — 0e3 mpepana. Jlo3BojbaBaTe YMHOKaBamE,
TUCTpUOYLMjy M jaBHO CaoMIITaBame Jiena, 0e3 MpoMeHa, MpeodInKoBama HiIH yroTpede
JieNia y CBOM JIelly, aKO C€ HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ojpelheH oJ cTpaHe ayTopa WiIH
nasaoria auneHue. OBa JIMIEHIIa He 103B0JbaBa KOMEPIUjaliHy yrnoTpeOy nemna. Y oHOCY Ha
CBE OcCTaje JIMIICHIIe, OBOM JIMIEHIIOM ce orpaHu4aBa Hajehu obum mpaBa kopuihema
nena.

AYTOPCTBO — HEKOMEPLHjaJIHO — JIeJUTH MOJA HMCTUM YyciaoBuMma. Jlo3BospaBare
YMHOXKaBame, JTUCTPUOYIU]Y U jaBHO CAOIINTaBaWkE JIeNia, U Ipepaje, ako ce HaBeIe MMe
ayTopa Ha Ha4MH ojpeheH o1 CTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JHIICHIIE M aKo ce mpepana
aUCcTpuOynpa TOJl WCTOM WM CIWYHOM JuieHinoMm. OBa JIMIEHIIA HE J103BOJbaBa
KOMepIUjaliHy yroTpeOy J1ena u npepaja.

AyTopcTBO — 0e3 mpepaga. Jlo3BospaBaTe yMHOXaBambe, ITUCTPUOYIH]Y H jaBHO
caomInTaBame Jeia, 0e3 mpoMeHa, mpeoOIMKOBamka WK yIoTpeOe Jiena y CBOM JIely, aKo ce
HaBe/le MME ayTopa Ha HauyuH onpeheH o cTpaHe ayropa WM jaaBaona yuienne. Oa
JIMIICHIIA JI03B0JbaBa KOMEPIIHjaliHy yIoTpeOy nena.

AyYTOpCTBO — /1eJINTH O/l MCTUM ycia0BUMa. J[03BosbaBaTe yMHOKaBame, TUCTPUOYLU]Y U
JaBHO caollITaBame JeNa, U Mpepaje, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauuH oxpeheH on
CTpaHe ayTopa WJM JaBaolla JIMIEHIIE U aKo ce mpepaja AUCTpUOyHpa MO HCTOM WU
cIMyHOM JiniieHoM. OBa JMIEHIIa J03B0JbaBa KOMEpLHUjaIHy yHoTpeOy Jiena u mpepaja.
CaunuHa je copTBEpCKHUM JIMIIEHIIaMa, OJJHOCHO JIMLIEHI[aMa OTBOPEHOT KOJa.
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