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Biohemijski i ekofizioloski odgovori odabranih vrsta mahovina na kontrolisani stres

izazvan solima u akseni¢nim uslovima

SAZETAK

Stres soli je, pored suse, jedan od najznacajnijih abiotiCkih faktora koji ogranicava
produktivnost biljaka, a uti¢e negativno i na Citave ekosisteme. 1z dostupnih literaturnih
podataka 1 istrazivanja uocava se da je reakcija briofita na soli specifi¢na i da ne postoji jedan
ops$ti mehanizam po kome se ponaSaju ¢ak i1 evolutivno vrlo srodne vrste briofita. S obzirom
da su mahovine sesilni organizmi, njihov opstanak u uslovima stresa zavisi od brze percepcije
signala iz okruZenja i efikasnog odgovora na njih. Prilikom percepcije i prenosa signala
dolazi i do generisanja sekundarnih signala, kao Sto su reaktivne kiseoni¢ne vrste i
unutarcelijski sekundarni glasnici (fosfolipidi i Secert).

Prve faze istrazivanja odnosile su se na ispitivanje uticaja apscisinske kiseline na
morfogenezu odabranih vrsta mahovina. Apscisinska kiselina predstavlja jedan od
najznacajnijih hormona u odbrani biljaka od stresa. Predtretman apscicinskom kiselinom
moze u znatnoj meri da pripremi biljke za abioticki stres (dehidratacija, stres solima).

U drugoj fazi istraZivanja odabrane su dve vrste mahovina Entosthodon hungaricus 1
Hennediella heimii 1 uvedene su u kulturu in vitro. Nakon uspostaljanja in vitro kultura
mahovina E. hungaricus 1 H. heimii, pracen je uticaj auksina (IBA) i citokinina (BP) na
razvice pupoljaka i sekundarne protoneme.

Potom je kod vrsta E. hungaricus 1 H. heimii pracen efekat natrijum hlorida (NaCl) na
prezivljavanje i mehanizme odbrane od stresa solima, kao 1 kod vrste Physcomitrella patens
koja sluzi kao model organizam u fiziologiji i molekularnoj biologiji briofita. Biljke su stresu
solima izlagane tri dana 1 tri nedelje, u uslovima dugog dana (16h dan/8h mrak). Nakon tri
dana 1 tri nedelje izmereni su parametri morfogeneze (prezivljavanje, indeks multiplikacije,
precnik protoneme). Takode je analiziran sadrzaj pojedinih grupa jedinjenja (fotosinteticki
pigmenti, tokoferol, Seceri, fenoli, slobodne amino kiseline i prolin).

Stres solima je doveo do smanjenja indeksa multiplikacije 1 procenta prezivljavanja
kod svih ispitivanih vrsta. Najve¢i uticaj egzogeno dodatog NaCl se uocava na indeks
multiplikacije i na pre¢nik sekundarne protoneme, koji znacajno opadaju na koncentracijama
soli ve¢im od 100mM NaCl. Izlaganjem biljaka ve¢im koncentracijama soli dolazi do
smanjenja koncentracije ukupnih hlorofila. Promene u koli¢ini karotenoida variraju u

zavisnosti da li su biljke izloZene kratkotrajnom ili dugotrajnom stresu solima. Smanjenje



koncentracije fotosintetickih pigmenata tokom stresa govori o negativnom uticaju soli na
proces fotosinteze. Koli¢ina B karotena je ve¢a u odnosu na koli¢inu a karotena kod svih
ispitivanih vrsta , bilo da su izlagane kratkotrajnom ili dugotrajnom stresu solima.
Detektovane su najvece koli¢ine luteina od svih ispitivanih ksantofila kod oba tretmana i kod
svih ispitivanih biljaka.

Rezultati dobijeni za koli¢inu 1 sastav fenolnih jedinjenja, daju opsti zaklju¢ak da
vrsta P. patens produkuje veéu koli¢inu fenolnih jedinjenja u odnosu na druge dve ispitivane
vrste, kako u kratkotrajnom tako i tokom dugotrajnog stresa solima. Dominantno fenolno
jedenjenje jeste p-kumarna kiselina. Merenjem sadrzaja i koli¢ine Se¢era HPLC metodom,
pokazano je da su kod sve tri ispitivane vrste dominantni Seceri glukoza, fruktoza i saharoza
na svim tretmanima i da se znatno vecéa koli¢ina Secera javlja kod biljaka koje su izlagane
stresu solima u trajanju tri nedelje u odnosu na biljke koje su gajene na medijumu sa solima
tokom tri dana.

Kao bitna komponenta antioksidativne zaStite od osmotskog stresa, odredivana je
koncetracija prolina i slobodnih amino kiselina. Prolini kod sve tri ispitivane vrste imaju
bitnu ulogu u osmotskom prilagodavanju ¢elije jer se sintetiSu u velikoj koli¢ini 1 na taj nacin
stabilizuju Celiju.

Pracena je aktivnost enzima i elektroforetska detekcija izoformi enzima koji su
ukljuceni u antioksidativnu zastitu (peroksidaze, katalaze i superokid dismutaze). Aktivnost
enzima varira 1 kod biljaka izlaganih kratkotrajnom stresu zavisi od vrste, a kod biljaka
izlaganih stresu solima tokom tri nedelje enzimska aktivnost zavisi od koncentracije soli u

podlozi. Broj 1 aktivnost izoformi svih enzima je specifi¢na za datu vrstu.

Aktivnost enzima SOD je razli¢ita kod vrste P. patens u odnosu na druge dve
ispitivane vrste. Kod P. patens aktivnost SOD opada porastom koncentracije soli pri
dugotrajnom stresu, dok kod vrsta E. hungaricus 1 H. heimii aktivnost SOD raste povecanjem
koncentracija soli. Katalazna aktivnost pri dugotrajnom stresu ima sli¢an trend za sve tri
ispitivane vrste, gde vrednost aktivnosti CAT raste do 100mM NaCl, dok na viSim
koncetracijama soli opada. Peroksidazna aktivnost prilikom kratkotrajnog stresa ima trend

rasta, dok pri dugotrajnom stresu dolazi do pada aktivnosti pove¢anjem koncentracije soli.



Na osnovu svih obradenih rezultata moze se zakljuciti da ispitivane vrste poseduje
veoma specificne mehanizme koji im omogucéavaju uspesno prezivljavanje na zaslanjenim
staniStima. U cilju rasvetljavanja ovih mehanizama potrebna su i dalja istrazivanja, pre svega
analiza endogenih hormona, kao i ekspresija odabranih gena koji su klju¢ni u adaptaciji ovih

vrsta na povecane koncentracije soli u podlozi.
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Biochemical and ecophysiological properties of selected moss species during salt stress

in the axenical conditions

ABSTRACT

Salt stress is, among drought, one of the most important abiotic factors that limits
plant productivity and has negative effect on the ecosystems. Available literature data and
investigations show that bryophyte reaction to salt stress is specific. Even the evolutionary
related species of bryophytes have no general mechanism for behavior under these
conditions. Since mosses are sessile organisms, their survival in stress conditions, depends on
fast signal perception from the environment and efficient response to them. During the
perception and signal transduction, the generation of secondary signals such as reactive
oxygen species and intracellular secondary messengers (phospholipids and sugars) happens.

The first phase of investigation was related to examination of the effect of abscisic
acid (ABA) on morphogenesis of selected moss species. =~ ABA is one of the most
important hormones in protecting plants from stress. Pretreatment with ABA can significantly
prepare plant for abiotic stress conditions (dehydration, salt stress).

In the second phase of research, two species were chosen, namely halophytic mosses
Entosthodon hungaricusand Hennediella heimii for the salt tolerance tests. After
establishment of E. hungaricus and H. heimii in vitro cultures, the effects of auxin (IBA) and
cytokinin (BP) on buds development and secondary protonema were observed.

Species Physcomitrella patens, which is a model organism in physiology and
molecular biology of plants, as well as E. hungaricus and H. heimii, were used for
investigation the effect of NaCl on survival and mechanisms of defense to salt stress. Plants
were exposed to salt stress for three days and three weeks, during long day conditions (16h
day/8h dark). After three days and three weeks, parameters of morphogenesis were
documented (survival, index of multiplication, protonemal diameter). Content of some group
of compounds were also measured (photosynthetic pigments, tocopherol, sugars, phenols,

free amino acids and proline).

Salt stress led to decrease of index of multiplication and survival percent in all tested
species. Exogenously added NaCl has the greatest impact on index of multiplication and

diameter of secondary protonema, which significantly decrease at NaCl concentrations higher



than 100mM. With exposure of the test mosses to higher concentrations of salt, the
concentration decrease of the total chlorophylls was observed. The amount of carotenoids
varied in relation to duration of short- or long-term salt stress. The decrease of photosynthetic
pigments during stress showed that salt had negative impact on photosynthesis. The amount
of B carotene was higher than a carotene in all examined species, whether they were exposed
to short- or long-term salt stress. Among analyzed xanthophylls, the greatest amount of lutein
was detected in both treatments and all examined plants.

The results of amount and composition of phenolic compounds, gave general
conclusion that species P. patens produced greater amount of phenolic compounds than two
other examined species, both in short- or long-term salt stress. Dominant phenolic compound
is p-coumaric acid. Measuring the content and the amount of sugars by HPLC method, it was
shown that dominant sugars were glucose, fructose and sucrose in all three examined species,
in all treatments and that significantly greater amount of sugar was detected in plants that
were exposed to salt stress for three weeks, in comparison to short-term exposure.

As a very important part of antioxydative protection of osmotic stress, the
concentration of proline and free amino acids was determined. Prolines, in all three examined
species, had important role in osmotic adjustment of the cell, because those are synthetized in
great amount and that is how they stabilize cell.

Activity of enzymes included in antioxydative protection (peroxidase, catalase and
superoxide dismutase) was observed as well as electrophoretic detection of enzyme isoforms.
Enzyme activity varied in two ways. In plants exposed to short-termed stress, enzyme activity
was species-specific, while in plants exposed to long-termed stress, enzyme activity was
related tosalt concentration in the media applied. Number and activity of isoforms in

enzymes, seemed to be species specific.

Activity of superoxide dismutase (SOD) was different in species P. patens, comparing
to other two examined species. Activity of SOD decreased in P. patens with the increase of
salt concentration in long-term stress, while it was increasing in E.hungaricus and H.heimii,
under the same conditions. Catalase (CAT) activity in long-term stress had similar trend for
all three species. CAT activity increased until 100mM NaCl and on higher concentration
decreased. Peroxydase (POX) activity was increasing in short-term stress, while it was

decreasing in long-term stress with the increase of salt concentration.

According to results obtained, it can be concluded that examined species have very

specific mechanisms which enable them to successfully survive in saline habitats. Further



investigations are needed to clarify these mechanisms, first of all analysis of endogenous
hormones, as well as expression of selected genes, which could have the key role in

adaptation of these species, in the harsh environment.

Key words: bryophytes, morphogenesis, salt stress, halophytes, NaCl, antioxidant

protection

Scientific field: Biology
Specific scientific field: Plant physiology and molecular biology
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1. UVOD

1.1. Briofite

Briofite ili mahovine u Sirem smislu reci (podcarstvo biljaka lat. Bryobiotina) su
specificna grupa biljaka koja se po svojim karakteristikama izdvaja u odnosu na sve
ostale vise biljke. Briofite su prve kopnene biljke koje su, iako ,,najprimitivnije*, bile
sposobne da zive van vodenih staniSta, ali su za proces razvi¢a i dalje vrlo zavisne od
prisustva vode.

Karakteristike koje ih svrstavaju u ,nize viSe biljke* su nedostatak jasno
diferenciranih tkiva i organa, odsustvo provodnih elemenata i zaStitnih slojeva u vidu
kutikule. Jo$ jedna od njihovih posebnosti jeste Zivotni ciklus gde je dominantna faza
gametofit generacija nasuprot svim drugim vi§im biljkama. Kompletan zivotni ciklus
briofita zavisan je od prisustva vode, pre svega u fazi razmnozavanja, jer se biflagelatni
spermatozoid do jajne Celije krece kroz tanak film vode kada je ova prisutna.

Briofite su evolutivno stara grupa biljaka, parafiletskog porekla, koja objedinjuje
tri razdela: roznjace (cl. Anthocerotophyta), jetrenjace (cl. Hepatiocophyta) i mahovine
(cl. Bryophyta). Sva tri razdela obuhvataju oko 25000 vrsta, a sam razdeo Bryophyta —
oko 13000 vrsta (Crum, 2001). U novijim istrazivanjima filogenetskih odnosa, sve vise
briologa prihvata postojanje viSe od tri navedena tradicionalna razdela. To su razdeli:
bele mahovine ili tresetnice (Shagnophyta), fenjeraste mahovine ili fenjerace
(Andreaeophyta), vlasci (Polytrichophyta) prave mahovine (Bryophyta), talusne
jetrenjace (Marchantiophyta), listaste jetrenjate (Jungermanniophyta), roZnjace

(Anthocerotophyta) 1 jo§ neke manje grupe.

Posle cvetnica (Magnoliopsida), briofite su najbrojnija grupa kopnenih biljaka
(Mishler, 2001), koja ima izmedu 18000 i1 28000 vrsta Sirom sveta, zavisno od
prihvacene nomenklature (Sabovljevi¢, 2000). Fosili spora i talusa nalik danasnjim
jetrenjacama datiraju pre viSe od 400 miliona godina (Hallingbidck & Hodgetts, 2000).

Zbog njihove relativno nezne grade postoji malo fosilnih nalaza.

Savremene kladisticke metode potvrduju polifiletsko poreklo briofita. U
morfoloSkim analizama vecina kladograma prikazuje jetrenjace kao sestrinsku grupu

svih ostalih kopnenih biljaka, dok su mahovine u bliskoj vezi sa vaskularnim biljkama u



odnosu na jetrenjace i roznjace (Kendrick & Crane, 1997). Takode, novije molekularne
analize potvrduju ovo stanoviste i prikazuju jedan od moguéih nacina grananja osnove
evolucionog stabla. Prema Qui-u (2008), distribucija mitohondrijskih introna grupe II
briofita ukazuje da se prvo u embriofitskoj kladi odvajaju jetrenjace, zatim mahovine,

pa roznjace, a kao poslednje, traheofite.

Ipak ima i drugacijih videnja evolutivnog razvoja i odvajanja pojedinih grupa briofita.

Grada briofita
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(Slika 1). Slika 1. Shematski prikaz struktura razli¢itih grupa briofita

(izvor: https://universe-review.ca/R10-34-anatomy202.htm)



Briofite nemaju razvijene vegetativne organe koren, stablo i list, ili provodna
tkiva kao vaskularne biljke, ali imaju strukture nalik ovim organima koji se oznacavaju
kao rizoid, kauloid i filoid. Samo neke vrste mahovina iz grupe vlasaka
(Polytrichophyta), poseduju strukture koje su preteCe sasvim razvijenih vaskularnih
tkiva, a oznacavaju se kao leptom (analogno floemu) i hadrom (analogno ksilemu).
Kod veéine drugih grupa briofita usvajanje i transport vode i u njoj rastvorenih
mineralnih materija vrsi se ¢itavom povrSinom tela (nemaju kutikulu), pa se za njih kaze
da su ektohidri¢ne. Briofite ne mogu da sintetiSu lignin (Weng&Chapple, 2010), te
stoga nemaju ni mehanicka tkiva kakva postoje kod vaskularnih biljaka. To je verovatno
1 razlog zbog kojeg ne nalazimo briofite raskoSnih dimenzija, kao ni fosilne ostatke.
Ipak, Cesti su nalazi da briofite akumuliraju solubilne polipropanoide, kao Sto su
flavonoidi 1 lignani (Basile ef al., 1999; Umezawa, 2003). Kod nekih vrsta se retko u
¢elijskom zidu nalaze strukture nalik ligninu, npr. kod mahovine Rhacocarpus
purpurascens (Umezawa, 2003). Brofite imaju muske polne organe — anteridije (u
veéem broju ¢ine andreceum), male kesaste tvorevine u kojima se produkuje velika
koli¢ina pokretnih polumesecastih spermatozoida sa dva bica, koji kroz vodu stizu do
zenskih polnih organa — arhegonija (nekoliko njih je objedinjeno u gineceum),

flasolikih tvorevina gde svaka sadrzi samo po jednu jajnu ¢eliju (Slika 2).
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Slika 2. Zivotni ciklus briofita.

(izvor: http://bestofpicture.com/bryophyte-structure-sporangium.html)

Sporofit nastaje kao rezultat oplodenja jajne Celije spermatozoidom i krajnji

stupanj sporofita jeste sporogon (kapsula sa sporama). Spermatozoid biva privucen

Mejoza

hemijskim signalom do arhegonije (pozitivan hemotaksis).

Briofite su u procesu razvic¢a visoko zavisne od vode tj. imaju usku ekovalencu
na prisustvo vode (stenovalentni su organizmi u odnosu na prisustvo vode u njihovoj
reproduktivnoj fazi). Jajna ¢elija razrastanjem najpre daje pedicelu ili setu koja je jedini

organ sporofita koji privremeno vrSi fotosintezu. Od vrSnog dela sete formira se

kapsula iz koje se po sazrevanju oslobadaju spore.




Spore se raznose vetrom, vodom ili na druge nacine razli¢itim biogenim
vektorima (puZzevi, insekti, drugi beski¢menjaci, kao 1 neki sisari). Kada se spora nade u
optimalnim uslovima tj. kada je supstrat odgovarajuce vlaznosti ona klija i nastaje nova
tvorevina — protonema. Ova struktura je kod vecine grupa briofita, kako joj 1 ime kaze,
koncasta, ali je kod tresetnica (Sphagnophyta) talusna, pa joj bolje pristaje naziv

protalijum. Na protonemi se javljaju pupoljci iz kojih ¢e se razviti ¢itavi gametofiti.

Na protonemi se mogu razlikovati dva tipa niti: hloronema i kaulonema (Slika
3). Hloronema ima perpendikularno postavljene poprecne zidove 1 bogata je
hloroplastima, dok kaulonema ima koso postavljene poprecne zidove. Hloronema ima
funkciju produkcije i osvajanja prostora, dok se na kaulonemi razvijaju pupoljci i
rizoidi. Rizoidi imaju funkciju pri¢vr§éivanja za podlogu i nisu struktura analogna
korenu, koja sluzi za usvajanje vode i minerala za Citavu biljku. Filoidi su najcesce

jednoslojni, 1 stoga veoma osetljivi na promene u spoljasnjoj sredini.

Cytokinin

Slika 3. Shema razvojnih procesa u Zivotnom ciklusu briofita (prema Sabovljevi¢ et al.,

2014)



1.2 Ekologija briofita

Briofite su zastupljene u gotovo svim ekosistemima na zemlji, a Ceste su 1 na

staniStima sa ekstremnim uslovima. Tako se mogu naéi u pustinjama, u hladnim i
povremeno zamrznutim predelima Arktika i Antarktika, i na visokim planinama, gde
Cesto vladaju uslovi fizioloske suse.
Nisu pronadene samo u izuzetno slanim pustinjama bogatim hloridima i sulfatima, na
staniStima sa jako pokretnom podlogom i u morskim ekosistemima. Ipak, mogu se naci
na obalama mora, i da dobro podnose rasprSenu morsku vodu talasa, kao $to je vrsta
Schistidium maritimum, koja raste na stenama u Atlanskom priobalju i oznacena je kao
halobriofita (Sabovljevi¢ & Sabovljevi¢, 2007).

Uglavnom su terestricne, mada ima i potpuno akvati¢nih oblika, kao $to su vrste
roda Fontinalis koje rastu u brzim i dobro aerisanim vodama, ili vrste roda Sphagnum
koje su prilagodene moc¢varnom staniStu, gde vladaju uslovi hipoksije ili ¢ak anoksije.

Neuobicajena staniSta za biljke, na kojima se mogu naci briofite, ukljucuju
ekskremente zivotinja (familija Splachnaceae), ulaz u peéine sa malom kolicinom
difuznog svetla (rodovi Cyathodium, Mittenia 1 Schistostega), zaslanjene povrSine
(predstavnici familije Pottiaceae ili jetrenjace Carrpos, Riella), pesak (Aschisma) i
supstrate opterecene teSkim metalima (Scopelophila cataractae, Pohlia drummondii,
Ditrichum plumbicola, Mielichhoferia elongata). Epifitne 1 epifilne briofite, kao Sto su
mahovina Ephemeropsis 1 jetrenjata Metzgeria, mogu se na¢i na stablima 1 listovima
drugih biljaka, pretezno u tropskim predelima, mada manji broj vrsta naseljava i Sume
umerenih oblasti (Schofield, 2002).

Briofite su uglavnom kosmopoliti tj. vrste Sirokog rasprostranjenja, dok su
stenoendemiti veoma retki. Areali im se odlikuju kontinentalnim disjunkcijama, Sto
moze da ukaze da se brioflorogeneza odigrala veoma rano u geoloskoj istoriji Zemlje,
1/ili da je izuzetno zastupljena disperzija na velike distance (Schofield, 2002; Munoz et
al., 2004). Stenoendemizam na specijskom nivou je svojstven ostrvskim i tropskim
florama.

Briofite imaju razli¢ite uloge u razli¢itim ekosistemima. U polarnim
ekosistemima ¢ine najvec¢i deo biomase, odnosno osnova su produkcije. Veliku biomasu
imaju 1 u tropskim ki$nim Sumama. U drugim ekosistemima imaju funkciju u regulaciji

hidrickog rezima staniSta, gde igraju ulogu prirodnog biosundera, time S§to brze



akumuliraju vodu i nakon toga je duze vremena zadrzavaju dostupnu svim ¢lanovima
ekositema. Briofite su takode mikrostaniS§ta mnogih organizama, dok su za druge
skloniSta ili materijal za gnezdenje. Neke vrste oprasSivaca provode nepovoljan period
godine u briofitama, pa se zbog toga njihovo prisustvo favorizuje u nekim
agroekosistemima. Takode, briofite mogu da posluze i kao hrana, mada je njihova
hranljiva vrednost diskutabilna.

Briofite su medutim, najpoznatije kao pioniri u osvajanju golih i negostoljubivih
prostora. Ova osobina je od posebnog znacaja, jer formiraju primarni sloj tla,
omogucavaju dalju sukcesiju vegetacije i naseljavanje drugih bioelementa. Briofite nisu
dobri kompetitori pa zbog toga Cesto bivaju istisnute u visim sukcesivnim fazama, i
zbog toga je njihova seoba sporama i propagulama, razli¢itim vektorima od izuzetnog
znacaja u funkcionisanju ekosistema. Znacajne su takode u primarnom vezivanju tla, na
odronima i usecima jer povrSinska protonema u uslovima vlage raste izuzetno brzo.
Briofite su naj¢es¢e nezavidne veli¢ine, i nezavisno od duzine Zivota, sve su niskog
rasta, a vrlo retko se sre¢u krupni oblici. Predstavnici veli¢ine svega nekoliko
milimetara su vrste Ephemeropsis 1 Viridivellus pulchellum (Crum, 2001). Medu
najduze oblike spadaju neke vodene mahovine kojima nisu neophodna potporna tkiva,
jer im potporu daje vodena sredina, npr. Fontinalis antipyretica (Slika 4), ¢iji su

gametofiti oko 1 metar.

Slika 4. Fontinalis antipyretica

Izvor: https://www.flickr.com/photos/tabtannery/8540148536/ Autor: Tab Tannery

Medu kopnenim oblicima impozantnih dimenzija je Dawsonia superba (Slika 5)
(Polytrichophyta), kod koje se javljaju pretece potpornih tkiva, zbog sinteze jedinjenja

sliénih ligninu.


https://www.flickr.com/photos/tabtannery/8540148536/

Slika 5. Dawsonia superba

Izvor: https://farm9.staticflickr.com/8050/8081201420_57d1ebfe5e_b.jpg
Autor: Mollivan Jon

Trenutno se 94 vrste briofita smatraju globalno ugroZenim, mada ih u pojedinim
zemljama ima znatno viSe (Rowntree, 2006). U Srbiji se ugrozenim smatra 86 vrsta
mahovina i 25 vrsta jetrenjaca (Sabovljevi¢ et al., 2004). Potrebno je razvijati metode
koje ¢e omoguditi masovno umnoZavanje mahovina u laboratorijskim uslovima i
njihovu reintrodukciju na stani$ta na kojima su Zivele. To je vrlo bitno za ocuvanje
diverziteta briofita i zaStitu ugrozenih i retkih vrsta. Relativno mali diverzitet ¢elijskih
tipova svih tkiva i organa briofita, kao i velika razliitost kada je re¢ o tipovima razvica
1 fizioloskim odgovorima briofita, ¢ine ovu grupu biljaka vrlo zanimljivio i perspektivno

u eksperimentalnim istraZivanjima.

1.3. Fiziologija briofita

Sva saznanja kojima danas raspolazemo, a odnose se na fiziologiju briofita,
poticu od istrazivanja svega nekoliko vrsta briofita, pre svih mahovina: Funaria
hygrometrica, Syntrichia ruralis 1 Physcomitrella patens. Vec¢ina podataka o fizioloskim
procesima briofita dobijena je istrazivanjem gametofita, dominantne fotosinteticke faze
u zivotnom ciklusu ovih biljaka (Bijelovi¢, 2003). Poslednjih godina su radena

fizioloSka istrazivanja i na jetrenjaCama i roZnjacama.

Izvestan broj briofita transportuje fitohormone od ¢elije do ¢elije (Chopra &
Kumra, 1988). Takode ima podataka da ove biljke vrse ekskreciju fitohormona, a nakon

toga koriste egzogene hormone u cilju regulisanja procesa razvi¢a (Beutelmann &
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Bauer, 1977). Obzirom da briofite i vaskularne biljke (zajednicki oznacene kao vise
biljke) imaju zajedni¢ko poreklo i pretke (Mishler et al., 1992), nije iznenadujuci
podatak da su biljni hormoni koji su opisani, izolovani i funkcionalni kod vaskularnih
biljaka, nadeni 1 kod briofita kod kojih kontroliSu sve fizioloske procese. Medutim, mali
je broj radova koji se odnose na metabolizam i fizioloski efekat hormona kod briofita,
iako postoje podaci da ove biljke sintetiSu auksine, citokinine, gibereline i apscisinsku

(lunularnu) kiselinu (Ergun et al., 2002; Sabovljevi¢ et al., 2014).

1.3.1. Morfogeneza briofita in vitro

Totipotentnost je sposobnost biljne celije da se dediferencira, deli, umnozava,
potom selektivno diferencira i regeneriSe tkiva, organe, embrione ili ceo biljni
organizam. Ova osobina je svojstvena samo biljnim ¢elijama, a uocio ju je Haberlandt
(1902). Morfogeneza in vitro predstavlja regeneraciju organa ili celog biljnog
organizma iz organa majke — biljke. Razlikuje se viSe tipova morfogeneze
(mikropropagacija, organogeneza, somatska embriogeneza i somatska hibridizacija) u

zavisnosti od tipa eksplantata koji se koristi 1 nacina na koji se regeneranti formiraju.

Put organogeneze i razvi¢a biljnih ¢elija zavisi od odnosa auksina i citokinina
koji su egzogeno dodati u podlogu (Skoog & Miller, 1957). Izbalansiran odnos auksina i
citokinina dovodi do pojave kalusa (kalogeneza). Visak auksina u medijumu indukuje
rizogenezu, a viSak citokinina kaulogenezu. Proucavanje morfogeneze kod briofita
zapoceto je jo§ poCetkom XX veka. lako ova istraZivanja datiraju ve¢ Citavih stotinu
godina, rezultati koji se mogu naci u savremenoj literaturi za briofite nisu ni izbliza

opsezni kao §to je slucaj sa vaskularnim biljkama.

In vitro kultura je prvi put uspeSno uspostavljena na mahovinama (Servettaz,
1913). Ako pod in vitro kulturom smatramo sterilne kulture gajene na veStackom
medijumu definisanog sastava, jedan od razloga zaSto su briofite pogodne je to Sto se
spore u kapsuli sporofita nalaze u sterilnom okruzZenju, sa izuzetkom endobionata.
Najve¢i broj podataka o morfogenezi briofita, naro¢ito o rastenju i1 razviéu u
eksperimentalnim uslovima potice iz radova malog broja nau¢nika (Bopp, 1963, 1983,
1990, 2000; Cove & Ashton, 1984; Knoop, 1984; Lal, 1984; Chopra & Kumar, 1988;
Bhatla, 1994; Reski, 1998a, b; Bjelovi¢ & Sabovljevi¢, 2003; Sabovljevi¢ et al., 2003,
2010, 2012a, 2012b; Cvetié et al., 2005; Vujici¢ et al., 2009, 2010, 2011, 2012).



Kao 1 kod vaskularnih biljaka, esencijalni hormoni briofita su auksini i citokinini
(Sabovljevi¢ et al., 2014). Ovi biljni hormoni su najvise proucavani kod mahovina u
odnosu na druge grupe hormona (Cove & Ashton, 1984). Odnos auksina i citokinina
ima veoma vaznu ulogu prilikom dobijanja pupoljaka od protoneme u uslovima in vitro

(Sabovljevi¢ et al., 2010; 2014).

Poznati efekti auksina kod briofita su: inhibicija rasta protoneme, stimulacija
formiranja rizoida i indukcija formiranja kalusa (Bopp, 1953; Sokal et al., 1997,
Sabovljevi¢ et al., 2014). Johri & Desai (1973) su otkrili specifican efekat auksina da
inhibiraju rastenje ¢elija hloroneme, kao 1 indukciju prelaska ¢elija iz faze hloroneme u
fazu kauloneme. Egzogeni auksini, pri optimalnim koncentracijama, mogu da
nadomeste nedostatak svetlosti 1 time se stvaraju optimalni uslovi za diferencijaciju
¢elija kauloneme, kao i za indukciju pupoljaka (Lehnert & Bopp, 1983). Pokazano je da
auksini i kod briofita imaju ulogu u apikalnoj dominaciji (Salisbury & Ross, 1992), kao
1 da visoke koncentracije egzogeno primenjenog auksina inhibitorno uti¢u na razvice
pupoljaka (Bopp, 1953; Hurel-Py, 1953; Kofler, 1959). Kod briofita je najbolje
prouceno dejstvo indol-3- siréetne kiseline (IAA). IAA je prvi put izolovana 1985.
godine iz mahovine P. patens (Ashton et al., 1985). Ona podstice formiranje arhegonija
kod jetrenjate Riccia crystallina 1 produkciju anteridija kod mahovine Bryum
coronatum, B. argenteum 1 Barbula gigantea, dok citokinini stimuliSu indukciju
arhegonija kod jetrenjace R. crystallina, a sprecavaju razvoj anteridija. Kombinacijom
razli¢itog odnosa auksina i citokinina mogu se posti¢i razliciti efekti kod briofita
(Chopra & Bhatla, 1990; Sabovljevi¢ et al., 2012b; Vuji¢i¢ et al., 2012).

Citokinini su biljni hormoni koji su nazvani po osobini da stimuliSu celijsku
deobu, citokinezu. Svi citokinini su derivati purinske baze adenina, na ¢ijem se atomu
azota na Sestom mestu nalaze vezane razliCite grupe. Citokinini u biljci mogu biti
slobodni ili konjugovani sa raznim Secerima. Kod mahovina su prvi put otkriveni 1966.
godine iz kalusa hibrida Funaria hydrometrica x Physcomitrium pyriforme (Bauer,
1966). Bauer je ovaj citokinin nazvao briokinin, koji je kasnije gasnom
hromatografijom identifikovan kao N6-izoprenil-adenin. Citokinini su zaduzeni za
formiranje pupoljaka. Takode odreduju polozaj pupoljaka duz kauloneme, a zasluzni su
1 za deobu Celija u protonemi (Szweykowska et al., 1971). Relativno je malo podataka o

koncentraciji endogenih citokinina kod briofita. Eksperimenti u kojima je Tortella
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caespitosa (sin. T. humilis) tretirana kinetinom su vrlo znacajni za razumevanje procesa
razviéa protoneme pod uticajem kinetina (Gorton & Eakin, 1957). Ovim
eksperimentima je utvrdeno znacajno povecanje broja pupoljaka nakon egzogene
primene kinetina. Pokazano je da je citokininska aktivnost povezana sa specificnim
morfogenetskim promenama protoneme tokom razvi¢a same protoneme i formiranja
mladih biljaka (Bijelovi¢, 2003). Tako je utvrdeno da moze doéi do reverzije u fazu
protoneme onih pupoljaka koji su indukovani citokininima, ukoliko se citokinini od
strane iz hranljivog medijuma (Brandes, 1973). Na osnovu ovih podataka, moze se
zakljuciti da su citokininini dovoljan stimulus za indukciju i razvi¢e pupoljaka ukoliko

nije prosao odredeni vremenski period u kome se diferencijacija odvijala.

Citokinini su naroc¢ito dobro prouceni kod vrste P. patens. Ova mahovina se
Cesto koristi kao model organizam i1 dosta je dobro istrazena. Iz nje su izolovani
citokinini izopentenil-adenin i izopentenil-adenozin, a napravljeni su 1 transgeni mutanti
koji nemaju sposobnost produkcije citokinina i mutanti koji imaju njihovu pojacanu
produkciju (over-mutanti). Ono $to je specificno za dejstvo citokinina kod briofita, jeste
da deluju na pojedinacne ¢elije biljke 1 da su kljuéni za diferencijaciju apikalne ¢elije u
naredni razvojni stadijum (eng. “bud” stadijum). Malo je podataka o endogenim
koncentracijama citokinina kod mahovina. U eksperimentu sa vrstom P. patens,
stvorene su transgene biljke koje su produkovale viSe citokinina i1 auksina nego “wild-
type” biljke. Eksperimenti radeni na ovim biljkama su veoma vazni, jer direktno
pokazuju koja je uloga odredenih biljnih hormona u ¢elijama briofita.

Kod briofita je izolovan i specifian regulator rastenja i razviéa poznat kao
briokinin, koji moze da zameni kinetin kao faktor rastenja u kulturi in vitro kod
vaskularnih biljaka (Sabovljevi¢ ef al., 2014). Briokinin je fizioloski aktivan u nekoliko
razvojnih faza, na kaulonemi stimuliSe razvi¢e pupoljaka.

Postoje mnogobrojni podaci o sinergistickom delovanju auksina i citokinina
(Szweykowska, 1962; Sood, 1975; Cove et al., 1984). Pokazano je da kinetin ili
benziladenin mogu da indukuju razvice pupoljka na protonemi koja je rasla u uslovima
niskog inteziteta svetlosti, samo ako je protonema prethodno bila izlozena delovanju

auksina.
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Giberelini predstavljaju veliku grupu biljnih hormona (do sada je opisano 136).
Izolovani su iz gljive Giberella, a kasnije su pronadeni u baktetijama (MacMillan,
2001), kao 1 u mnogim biljnim vrstama, te u jednocelijskim i viSecelijskim algama
(Radley, 1961; Kato et al., 1962; Mowat, 1965; Tarakhovskaya et al. 2007). Medutim,
jo§ uvek nema puno podataka o efektima giberelina na rastenje i razvice briofita, za
razliku od auksina, citokinina i apscisinske kiseline (Decker et al., 2006; Yasumura et
al., 2007). Chopra & Mehta (1992), kao 1 Chopra & Dhingra-Babbar (1984) su
istrazivali efekat giberelina na rastenje i razvi¢e mahovina. Takode je ispitivan uticaj
egzogeno dodatih giberelina (GA3 i GA7) na morfogenezu mahovine Bryum argenteum.
Oba ispitivana giberelina su pokazala stimulatorni efekat na rastenje i razvi¢e mahovine
u uslovima in vitro (Sabovljevi¢ et al., 2010). U eksperimentima u kojima su kori$éeni
inhibitori biosinteze giberelina, utvrdeno je da imaju inhibitorni efekat na multiplikaciju
izdanaka u uslovima in vitro, ali da nemaju inhibitoran efekat na morfogenezu
protoneme (Sabovljevi¢ et al., 2010). Egzogeno dodati giberelini stimuliSu klijanje
spora, rast protoneme i produkciju gametofora kod mahovina (Mirta & Allsopp, 1959;
Vaarma & Taren, 1963). Pokazano je da pojedini inhibitori sinteze giberelina inhibiraju
rastenje 1 izduzivanje gametofita kod jetrenjaca (Christianson, 2000).

Apscisinska kiselina (ABA) je jedan od najbitnijih hormona kod biljaka u
odgovoru organizma na stres suSe. Hartung i saradnici su 1994. godine dokazali
prisustvo apscisinske kisleine kod briofita, medutim, do danas nije poznat ceo
biosintetski put ovog hormona kod briofita. Izolovali su vecu koli¢inu hormona iz vrsta
roda Anthoceros koje su rasle na suSnim stanis$tima nego kod iste vrste koja je rasla na
vlaznijim staniStima. Dokazali su i da sporofit vrste Anthoceroslaevis produkuje ovaj

hormon (Hartung et al., 1994).

Etilen je jedini hormon koji je na fizioloSkim temperatutama u gasovitom stanju.
Njegova hemijska formula je C2Hs 1 prvi je ¢lan reda nezasi¢enih ugljovodonika. To je
bezbojan gas, slabog mirisa. Prisustvo etilena je dokazano kod jetrenjaca (Frederich et
al., 1977) 1 mahovina (Rohwer & Bopp, 1985). Stange i Ozborn (1988) su utvrdili da
briofite Riella 1 Marchantia imaju drugaciji put sinteze etilena od visih biljaka 1 on do
sada nije u potpunosti poznat. Proizvodnja etilena podudara se sa promenom od

hloroneme do kauloneme i verovatno je vezana za povecanje produkcije auksina
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(Rohwer & Bopp, 1985). Etilen i IAA deluju zajedno kod visih biljaka. Aditivni efekat
kod briofita postoji kod nekih vrsta, npr. Riella helicophilla, gde izaziva "super"
izduzenje celija (Strange & Ozborn, 1988). Ovaj hormon kod vrste Fontinialis
squamosa izaziva inhibiciju rastenja i savijanje filoida, koji postaju talasasti (Glime

&Rohver, 1983). Ipak, efekti etilena na briofite nisu jo§ uvek detaljnije prouceni.

1.4. Znacaj i upotreba briofita

Briofite ¢ine znacajnu komponentu vegetacije mnogih delova sveta. Sve
intenzivnija istrazivanja na polju briologije menjaju odnos prema briofitama i one sve
viSe dobijaju na znacaju. Njihov znacaj se ogleda na razli¢ite nacine, pocev od nauke,
zatim hortikulture, pogodnosti u monitoringu zagadenosti vode, vazduha i zemljista, a

nasle su primenu i u farmaceutskoj industriji.

U prvim decenijama XX veka geneticka istrazivanja briofita bila su pretec¢a u
slicnim istrazivanjima kod vaskularnih biljaka. Otkrica kao S$to su: prvi polni
hromozomi, nasledivanje po ne-Mendelovim principima i upotreba X-zraka u
genetickim istrazivanjima bila su postignuta od strane naucnika koji su radili
istrazivanja na briofitama (Allen, 1917; Knopp, 1936). Bopp i saradnici su proucavali
fiziolosku osnovu razviéa F. hygrometrica (Bopp, 1990, 2000; Bopp & Atzorn, 1992.).
Postoji mnostvo razloga zaSto treba nastaviti istraZivanja u oblasti fiziologije briofita u
buduénosti. Zahvaljuju¢i brzom razvi¢u i dominantnoj haploidnoj generaciji, in vitro
kultura briofita moze pomo¢i u daljem razumevanju celijske, geneticke 1 molekularne

baze morfogeneze mahovina, ali i drugih organizama.

Briofite poseduju nekoliko karakteristika koje ih ¢ine posebno pogodnim za
prouc¢avanja na makroevolucionom nivou: morfoloski i geneticki su jednostavne. Druga
su grupa po brojnosti medu kopnenim biljkama (Mishler, 2001). Stoga se smatra da su
briofite klju¢ za razumevanje medusobnih veza u grupi embriofita i nac¢ina na koji su
one osvojile kopno i tako se odvojile od svojih predaka, preteCa zelenih algi

(Chlorophyta).

Iako su malih dimenzija, mahovine imaju znacajnu ulogu u ekosistemima. One
su, takode, dobri indikatori stanja u zivotnoj sredini. Prisustvo mahovina na odredenom

staniStu moZe ukazivati na sadrzaj nutrijenata, koli¢inu vode, pH vrednosti ili prisustvo
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nekog zagadivada. Cesto su dobro razvijene na $umskom zemljistu, gde doprinose
zadrzavanju vode i mineralnih materija, omogucavajué¢i tako povoljnu temperaturu i
dostupne organske materije nakon svog uginuca, te stoga predstavljaju dobru podlogu
za klijanje semena mnogih drvenastih vrsta (npr. jastuci mahovine Hypnum
cupressiforme). Neke vrste intenzivno akumuliraju teske metale i zadrzavaju ih duzi
period posle smrti, jer je oslobadanje ovakvih supstanci veoma sporo. Stoga se briofite
mogu koristiti za uklanjanje teSkih metala 1 zagadivaca iz zivotne sredine (Mishler,

2001).

Briofite lako akumuliraju K, Ca i Mg iz kisSnice i ucestvuju u depoziciji materija
iz atmosfere. Takode, u hladnijim regionima severne hemisfere ucestvuju u fiksaciji
azota, veoma bitnog elementa za rastenje i razvic¢e drugih biljnih vrsta. Posebno su
znacajne vrste roda Sphagnum, koje dominiraju u moc¢varama, gde sa uginulim biljnim
ostacima ucestvuju u formiranju treseta. U tresetu je vezana velika koli¢ina ugljenika,
koja se na taj nacin iskljuCuje iz ciklusa kruzenja. Osim toga, treset deluje i kao
rezervoar vode, koja se postepeno moze oslobadati i tokom susnih perioda doprineti
hidrickom rezimu stanista (Glime, 2007). Treset ima veliki ekonomski znacaj. Koristi se
u zemljoradnji 1 hortikulturi kao dubrivo, kao izvor energije (gorivo), za ekstrakciju
organskih produkata, u proizvodnji viskija i kao izolator toplote (Schofield, 2002). U

arktickim zonama briofite imaju veliki zna¢aj u odrzavanju permafrosta.

Briofite su vazan zaklon i1 Zivotna sredina za mnoge organizme: protozoe,
rotatorije, nematode, razne gliste, puzeve, insekte i paukove kao i za neke vaskularne
biljke 1 gljive. Zbog jednog ili tek nekoliko slojeva celija, mahovine nisu omiljne u
ishrani Zivotinja. Puno celuloze iz ¢elijskih zidova zahteva puno energije u varenju ovih
biljaka. Prilagodeni organizmi koji su predatori ovih biljaka su ki¢menjaci (leminzi 1
irvasi). Postoje podaci da su flavonoidi mahovina odgovorni za cudno ponaSanje
leminga u vreme kalamiteta njihovih populacija, kada su primorani da konzumiraju
mahovine viSe nego u normalnim okolnostima zbog nedostatka druge hrane (Smith,
1982). Briofite su takode vazan materijal za gnezdenje mnogih ptica. Neki sisari takode

oblazu svoje brloge mahovinama.

Briofite su znacajan izvor velikog broja jedinjenja, pre svega sekundarnih

metabolita, koji se mogu koristiti u farmaceutskoj industriji. Kao lekovite biljke koriste
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se za tretiranje opekotina, raznih infekcija, respiratornih i sr¢anih problema, bolesti jetre
i drugih organa. U uslovima in vitro, pokazana su antimikrobna i antifungalna dejstva
ekstrakata nekih vrsta mahovina (Sabovljevi¢ et al., 2006, 2011; Pejinet al., 2012). Rod
Sphagnum ima antibiotska svojstva, pa se moze koristiti u leCenju bakterijskih infekcija.
Sekundarni metaboliti mahovina pokazuju i antiproliferativnu i antiinflamatornu
aktivnost, pa bi unapredenje tehnika za njihovu izolaciju i produkciju mogao da bude

kljucni korak u proizvodnji lekova za maligna oboljenja. (Glime, 2007)

Mahovina P. patens, se koristi za produkciju rekombinantnih farmaceutskih
proteina (eng. ,,molecular farming*) (Decker & Reski, 2008). Visok stepen homologe
rekombinacije jedarne DNK, pored dominantne haploidne faze u Zivotnom ciklusu,
postavlja briofite u centar molekularno-genetickih istrazivanja. KoriS¢enjem
odgovarajucih genskih konstrukata, mogu se napraviti ,.knockout™ mutanti, na osnovu
kojih se moZe proucavati funkcija gena (Frank et al., 2005). Upotreba briofita u
biotehnologiji je velika, posebno zbog velikog broja jedinjenja koja sintetiSu, ali 1 zbog
standardizovanih uslova gajenja (Sabovljevi¢c & Sabovljevi¢, 2008, 2010). Najceséi
nacin produkcije velike biomase briofita jeste uspostavljanje brioreaktora. Pored
mnogobrojnih primena, briofite se najeS¢e u biotehnologiji koriste za proizvodnju

farmaceutskih proteina.

Pre nekoliko godina, P. patens je predloZena kao alternativa za produkciju
rekombinantnih proteina, upravo zbog efikasne mitoticke homologe rekombinacije
(Decker &Reski, 2008). Pored toga, bitno je to Sto biljke imaju konzerviranu Semu
glikozilacije medu vrstama 1 manji diverzitet N-glikana (Decker ef al., 2014). To je od
posebnog znacaja za proizvodnju rekombinantnih proteina, jer se sazrevanjem proteina
u Goldzi aparatu 1 endoplazmati¢cnom retikulumu mogu izmeniti mesta glikozilacije.
Kao $to je napomenuto, pravilna glikozilacija proteina je vrlo Cesta 1 vazna modifikacija
u produkciji biofarmaceutika. Razlika u samo delu Seera moZe rezultovati u
nefunkcionalnom proteinu ili izazvati alergijske reakcije pacijenata. UspeSnim
,knockout“-om gena koji kodiraju enzime glikotransferaze, reSen je ovaj problem
(Koprivova et al, 2004). Umesto gena za aol,3-fukoziltransferazu 1 p1,2-
ksiloziltrasferazu, koji katalizuju transfer respektivnih Secera na glikanski lanac, uveden

je homologom rekombinacijom ljudski gen za enzim f-1,4-galaktoziltransferazu
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(Decker et al., 2014). Na ovaj nacin je P. patens u potpunosti liSena Secera koji
izazivaju alergijske reakcije, bez efekta na ostatak lanca N-glikana. Povoljno je i to Sto
ovakva izmena proteinske glikozilacije nema uticaj na rastenje i razvice biljaka i
sekreciju rekombinantnih faktora rasta u uslovima in vitro (Reski & Frank, 2005). Pored
toga, u farmaciji se proizvode i monoklonska antitela, vaskularni endotelijelni faktor

rasta i eritropoetin (Decker et al., 2014).

Usled standardizovanih uslova gajenja P. patens, sekrecija proizvedenih
biofarmaceutika je od velikog znacaja. Prvenstveno, omoguéeno je kontinuirano
sakupljanje proizvoda iz prostog mineralnog medijuma, koji ne sadrzi aditive. Na taj
nacin su izolacija i pre¢iS¢avanje rekombinantnih proteina (,,downstream processing®)
olakSani u poredenju sa drugim sistemima. Pritom, sekretorni sistem je pozeljan da bi
usmerio nastale proteine kroz endoplazmaticni retikulum i Goldzijev aparat, koji su

odgovorni za N-glikozilaciju 1 druge posttranslacione modifikacije (Beike et al., 2010).

Sojevi P. patens, koji su podvrgnuti gliko-inzenjeringu, koriste se za
proizvodnju farmaceutskih proteina, od kojih su najznacajniji: vaskularni endotelijalni
faktor rasta (VEGF) (Koprivova et al., 2004), imunoglobulin G antitela (IgG) (Gorr &
Jost, 2005) 1 eritropoetin (Weise et al., 2007). Monoklonalna antitela, dobijena na
ovakav nacin, pokazuju jacu celijsku citotoksi¢nost zavisnu od antitela (ADCC), nego

kada se proizvode u ¢elijama sisara (Decker et al., 2014).
1.5. Fiziologija stresa

Stres je svako stanje bioloskog sistema koje odstupa od optimalne funkcije.
Razli¢iti autori daju razliite definicije stresa. Taiz & Zeiger (2002), definiSu stres kao
spoljaSnji faktor koji ispoljava nepovoljan uticaj na biljku, pri ¢emu se najviSe misli na
abioticki stres. Prema Nilsenu 1 Orcutt-u (1996), stres predstavlja specifi¢an odgovor
biljaka na negativne faktore koji teze da poremete postojecu ravnotezu (homeostazu) u
organizmu. SuStina stresa se ogleda u promenama fizioloSkog stanja organizma, koje
dovode do ugroZavanja normalnog odvijanja zivotnih procesa u biljkama (Gaspar et al.,

2002).
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Stres je dakle stanje organizma cije funkcionisanje odstupa od normalnog, pod
dejstvom suboptimalnih faktora. U prirodnim uslovima dejstvo faktora je obi¢no
grupno, pa se kaze da deluju sinergisticki (negativno ili pozitivno), ili pak
antagonisticki. U laboratorijskim (kontrolisanim) uslovima, uobic¢ajeno je ispitivanje i
definisanje dejstva jednog izabranog fakora.Biljke su kao sesilni organizmi stalno
izlozene abiotiCkim i biotickim faktorima spoljasnje sredine. Oba tipa stresa koji su
izazvani ovim faktorima nepovoljno uti¢u na rastenje i razvic¢e biljaka. U prirodnim
ekosistemima retko da jedan stresogeni faktor deluje samostalno. SusSa, salinizacija 1
ekstremne temperature su blisko povezani i njihovi fizioloski efekti se preklapaju

(Krasensky & Jonak, 2012).

U zavisnosti od faktora koji izazivaju stres, stres moze biti: abioticki, bioticki i

antropogeni (Slika 6).
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1.5.1. Fiziologija stresa kod biljaka

Negativan uticaj nezivih ¢inioca na zivi organizam u specificnom okruzenju
predstavlja abioticki stres. Ovaj stres moze biti izazvan: nedostatkom, ali 1 viSkom vode,
niskom 1 visokom temperaturom, niskim i visokim intezitetom svetlosti, anaerobnim
uslovima 1 visokom koncentracijom kiseonika, niskom i povefanom koncentracijom
mineralnih soli, jonizuju¢im zracenjem kao i1 polutantima. Navedeni faktori se mogu
definisati kao stresori ili induceri stresa. Dejstvo abiotickih faktora obi¢no nije
izolovano, nego su oni povezani medusobno, pa se takav efekat oznacava kao ,,stresni
sindrom* (Neskovi¢ et al., 2010). Dejstvo stresnih faktora moze biti primarno, ali i
sekundarno, nastalo kao rezultat delovanja primarnih faktora. U sekundarne stresore
spadaju oksidativni i osmotski stres, koji mogu biti indukovani suSom, ekstremnim
temperaturama i solima u podlozi (Stiki¢ & Jovanovi¢, 2012). U zavisnosti od inteziteta,
duzine trajanja i1 faze razvica biljke, dejstvo stresogenih faktora moze da bude letalno
(dovodi do uginuca biljke) 1 subletalno (biljke se mogu adaptirati promenom ekspresije

gena, sintezom proteina stresa ili nakupljanjem osmolita u ¢eliji).

Generalno biljke poseduju odredenu toleranciju prema stresnim uslovima,
ukoliko oni ne prevazilaze plasti¢nost biljne vrste. Pod tolerancijom se podrazumeva
mogucénost biljke da se nosi sa iznenadnim nepovoljnim uslovima sredine. Kada nastupe
stresni uslovi, biljka pretrpi odredena oStecenja i njeni funkcionalni proteini nisu vise
dovoljno efikasni. Da bi se biljka prilagodila, sintetiSe nove proteine koji su efikasni u
novonastalim uslovima. Mehanizmi koji omoguéavaju biljci da prezivi u uslovima
stresa jesu mehanizmi rezistencije. Ovi mehanizmi biljci omogucavaju da toleriSe ili

izbegava stres.

Tolerancija predstavlja mehanizam kojim se omogucava visoka metabolicka
aktivnost (slicna kao u odsustvu stresogena) usled blagog stresa i redukovana
metabolicka aktivnost u sluc¢aju pojave jaeg delovanja stresa. Mehanizmi izbegavanja
ukljucuju redukovanu metaboli¢ku aktivnost koja rezultuje pojavom perioda mirovanja
usled intenzivnog delovanja stresora. Tokom procesa evolucije biljaka doslo je do

razvoja tolerancije i izbegavanja stresa.

Odgovor biljke na stresne uslove sredine se javlja na svim nivoima organizacije,

od anatomskih 1 morfoloskih osobina do ¢elijskog, biohemisjkog i molekularnog nivoa,
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koji podrazumeva promenu ekspresije gena. Na molekularnom i ¢éelijskom nivou, biljka
mora da detektuje stres, prenese informaciju o stresnim uslovima od organa koji prima
informaciju o stresu do svih drugih delova biljke, a zatim promeni nacin ekspresije
pojedinih gena vezanih za stres. Produkti tih gena su enzimi za reparaciju DNK, enzimi
glavnih metabolickih procesa, zaStitni proteini i metaboliti (betaini, “heat-shock”

proteini). Neki od hemijskih signala kojima se prenosi informacija o stresu su reaktivne

2+
vrste kiseonika, Seceri, Ca 1 biljni hormoni.

Da bi biljke, koje su sesilni organizmi, reagovale na dejstvo faktora spoljasnje
sredine moraju da prepoznaju te faktore i da daju efikasan odgovor na njih. Biljke
prepoznaju stres najée$¢e na nivou membrane i to zahvaljujuéi specificnim receptornim
proteinima za koje se vezuju signalni molekuli. Fiziolosko-hemijske promene
komponenti ¢elija na stres zapoCinju percepcijom signala, vezivanjem signalnih
molekula (liganada) za receptore na nivou membrane, zatim se informacija o stresu
prenosi kroz celiju (transdukcija ili prenos signala). Tokom transdukcije dolazi do
ekspresije specificnih gena 1 sinteze proteina, a samim tim i1 do specificnog

metabolickog odgovora na osnovu koga ¢e nastati odredena fizioloSka reakcija.

1.5.2. Fiziologija stresa kod briofita

Ranije se smatralo da svak itip stresa ukljuuje posebne mehanizme odgovora
kod biljaka, medutim istrazivanja su pokazala da su mehanizmi odbrane i signalni
putevi za razli¢ite oblike stresa vrlo povezani. Nasuprot vaskularnim biljkama, briofite

na stres ne odgovaraju na nivou organa ili tkiva, ve¢ na ¢elijskom nivou.

AbiotiCki stresori, posebno osmotski stres 1 niske temperature, dovode do
prolaznog poveéanja unutaréelijskog Ca®*, koga vezuje kalmodulin (CAM). Ovakav
kompleks se vezuje za C-terminalni domen membranskih proteina, kao $to su MCamb1
i MCamb2 kod P. patens, koji predstavljaju analoge ulaznih kanala za K" kod drugih
eukariotskih organizama. Na ovaj nac¢in dolazi do ulaska K* u éelije i razvoja odgovora

na stres solima (Takezawa & Minami, 2004).
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Cinjenica da ekspresiju gena za MCamb1 i MCamb2 kod P. patens indukuje
stres solima, ukazuje da Ca*" joni imaju vaznu ulogu u signalnim putevima stvarajuéi
otpornost (rezistenciju), kroz modulaciju stres inducibilnih CAM-vezujuéih

membranskih trasnportera kod briofita (Takezawa & Minami, 2004; Wang et al.,2008a).

Regulacija transkripcije je glavni mehanizam kojim ¢elija ili organizam reguliSe
ekspresiju gena, Sto je od posebnog znacaja u stresnim uslovima. Specifi¢ni
transkripcioni  faktori (TF) mahovina pokazuju visok stepen analogije sa
transkripcionim faktorima vaskularnih biljaka, posebno onima koji ucestvuju u
toleranciji na dehidrataciju, $to ukazuje da mahovine i traheofite poseduju sli¢ne sisteme
regulacije, koji su se javili rano u evoluciji 1 ostali konzervirani medu razli¢itim
grupama biljaka (Martinez, 2002; Wang et al., 2008a). Homolog TF-DREB izolovan
kod P. patens je TF-PpDBF1, i aktivira se kada je P. patens izlozena stresu solima.
Ovo pokazuje da DREB kod vaskularnih biljaka i PpDBF1 kod P. patens imaju slicnu
funkciju, pa samim tim postoji i slichost u regulatornom sistemu briofita i vaskularnih

biljaka (Liu et al., 2007; Wang et al., 2008).

Brojna istrazivanja tolerancije mahovina na stres pokazala su da ABA igra
klju¢nu ulogu u kontroli odgovora koji su esencijani za adaptaciju na abiotic¢ki stres
(Ruibal ef al., 2013). Regulacija se moZe odvijati preko ABA-zavisnog i ABA-
nezavisnog puta. ABA dovodi do indukcije ekspresije gena koji kodiraju proteine
znaCajne za odbranu 1 zaStitu Celija pri stresu solima ili proteinske komponente
regulatorne mreze. Tretman ABA, NaCl ili manitolom kod P. patens doveo je do
povecane ekspresije PpDHNA gena (dehydrin-like-gene), $to je ukazalo da je ovaj gen
kod P. patens bitan za toleranciju na osmotski stres (Saavedra et al, 2006). Daljim
eksperimentima je pokazano da je PpDHNA gen, analogan DHN (dehydrin-like) genu
odgovornom za toleranciju na stres kod vaskularnih biljaka (Saavedra et al., 2006).
Eksperimentalno je dokazano i da tretiranje mahovine P. patens visokom koncetracijom
NaCl i1 manitolom, povecava toleranciju na stres izazvan niskim temperaturama

(Minami et al., 2003).
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1.6. Stres solima

Salinitet predstavlja stanje zemljista koje se karakteriSe visokim koncentracijama
rastvorljivih soli. Uglavnom su to soli hlorida natrijuma, kalcijuma i magnezijuma, a u
redim slucajevima sulfati i karbonati (Le & McQueen-Mason, 2006; Galvani, 2007;
Munns & Tester, 2008). Povecanje saliniteta je postao globalan problem, koji u nekim
regionima u kojima nije bio posebno izrazen u novije vreme postaje sve prisutniji. Oko
800 miliona hektara zemljiSta Sirom sveta spada u grupu zaslanjenih zemljista, a to

predstavlja vise od 6% ukupne kopnene mase na Zemlji.

Specifi¢nost zaslanjenih zemljista, tj. specificne fizicko-hemijske osobine
uslovljavaju pojavu razlicitih ekoloSkih grupa biljaka, koje su adaptirane i1 uspevaju da
opstanu u uslovima povecane koncentracije soli. Vecina biljaka je osetljiva na povecane
koncentracije soli u podlozi, $to u velikoj meri moze da ogranici produktivnost i dovede
do smanjenja prinosa, kao i biomase biljaka (Hasanuzzaman et al., 2013). Biljke koje su
prilagodene zivotu na zaslanjenim zemljiStima oznacene su kao halofite (Stevanovi¢ &
Jankovi¢, 2001). Sadrzaj soli u zemljiStu varira vremenski 1 prostorno i1 uslovljen je
dejstvom razli¢itih spoljaSnjih faktora. ZemljiSte je slano ako mu je elektricna
provodljivost veéa od 4 dS m!, $to je ekvivalentno koncentraciji NaCl od 40 mM

(USSL, 2005).

1.6.1. Stres solima kod biljaka

Visoka koncentracija soli u zemljiStu na dva nacina ugroZava opstanak i
prezivljavanje biljaka. Pri negativnom osmotskom potencijalu podloge, biljke ne mogu
da usvajaju vodu 1 da odrze balans izmedu transpiracije i apsorpcije vode (osmotski
stres). Pored toga biljke ne mogu da sprece pasivno primanje soli i akumulaciju do
toksi¢nih nivoa (jonski stres). Neki od autora opisuju dvofazni model odgovora biljaka
na stres solima (Slika 7) 1 razdvajaju dve vremenski odvojene faze (Munns, 1993, 2002,

2005; Munns & Tester, 2008).
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Slika 7. Sema dvofaznog odgovora biljaka na stres solima (modifikovano prema
Munns, 2005).

U prvoj fazi, usled osmotskog stresa, dolazi do brze redukcije rastenja (pre svega

sposobnosti biljaka da apsorbuju vodu (Carillo et al., 2011).

U drugoj fazi, redukcija rastenja je rezultat akumulacije soli u listovima, §to
dovodi do toksicnog efekta jonskog stresa. Efekat se primarno javlja kod starijih listova,
koji su zavrsili svoje rastenje i koji imaju smanjenu sposobnost kompartmentizacije soli
u vakuoli. Kod vecéine biljaka se toksi¢ne koncentracije Na™ dostizu mnogo pre nego u
slu¢aju CI". Pri visokim koncentracijama joni Na* mogu da istisnu jone Ca?* iz plazma
membrane, §to dovodi do promene u propustljivosti membrane i daljem curenju K iz
¢elija (Cramer et al., 1985). Kao posledica jonskog stresa dolazi 1 do pojave
sekundarnog, oksidativnog stresa koji je pracen pojavom ROS formi (“reactive oxygen
species® — reaktivni oblici kiseonika), koje su potencijalno Stetne za integritet membrane
1 pravilnu funkciju proteina, enzima i nukleinskih kiselina. Fotosinteza je inhibirana ako
se u hloroplastima akumulira velika koli¢ina Na" i/ili CI', jer dolazi do inhibicije
fotosistema II (Kalaji et al., 2011), pa stres solima oStecuje aktivnost ektron

transportnog lanca (Mehta et al., 2010). Inhibicija rastenja mladih listova nastaje usled
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smanjene proizvodnje asimilata, Sto dodatno redukuje rastenje, posebno kod osetljivih

biljaka (Carillo et al., 2011).

Kao posledica stresa solima javlja se dehidratacija i pad turgorovog pritiska, a to
sve dovodi do inhibicije deobe i izduzivanja ¢elija. Takode, povecana koncentracija soli
u podlozi inhibira rastenje biljaka i smanjuje produktivnost (Galvani, 2007; Chen et al.,
2010; Ranganayakulu ef al., 2013; Shahbaz et al. 2013). Ovaj efekat soli je sli¢an efektu
vodnog deficita (suSa) i veéina biljaka na prekomeran salinitet odgovara na isti na¢in
kao i na vodni deficit (Taiz & Zeiger, 2010). Razlika je u tome $to kod vodnog deficita
nema fizi¢ki dostupne vode za usvajanje (fizicka susa), dok je kod osmotskog stresa
voda prisutna, ¢ak ponekad i u velikim koli¢inama, ali biljke ne mogu da je usvoje u

dovoljnoj meri, jer je nizak vodni potencijal podloge (fizioloska susa) (Slika 8).
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Slika 8. Mehanizam odbrane biljaka prilikom vodnog deficita i stresa solima. (Uticaj

povecane koncenteracije natrijuma u podlozi na pojavu vodnog deficita 1 stresa solima)

U odgovoru na stres solima biljke su izgradile razlicite strategije, ukljucujuci 1
modifikacije u razli¢itim fizioloskim 1 biohemijskim procesima kako bi prezZivele u

novonastalim uslovima (Faical et al., 2009; Ranganayakulu et al., 2013). Reakcija



biljaka tokom osmoregulacije se ogleda u pove¢anom primanju soli i sintezi osmotski
aktivnih organskih jedinjenja, ¢ime se snizava osmotski potencijal korena i omogucava
primanje vode. Nizak osmotski potencijal u citoplazmi, kojim se ostvaruje ravnoteza sa

vakuolom 1 spoljasnjom sredinom, postize se sintezom organskih jedinjenja koja su

Osmotski stres dovodi do povecanja nivoa transkripcije gena za nekoliko biljnih
protein kinaza (Liu & wvan Staden, 2000; Zhu, 2002), ukljucuju¢i gene za
dvokomponentnu His kinazu i mitogen-aktiviranu protein kinazu (Mikolajczyk et al.,
2000; Munnik et al., 2000). Membranski fosfolipidi, pored toga Sto imaju bitnu ulogu
kao gradivna komponenta membrana, predstavljaju bitnu komponentu koja generiSe
mnostvo signalnih molekula (npr. Secera) tokom stresa solima (Munnik et al., 2000;
DeWald et al., 2001; Zhu, 2002). U odgovoru na stres solima biljke su izgradile vise
strategija, ukljucujuéi i modifikacije u razli¢itim fizioloSkim i biohemijskim procesima,
poput percepcije 1 transdukcije signala kako bi prezivele u ovakvim uslovima (Slika 9)

(Faical et al., 2009; Ranganayakulu et al., 2013).

4 v

Stres solima

Oksidativni stres

Tolerancija na

stres .
Percepcija stresa

Betaini i srodna

jedinjenja,
Palicli i Seceri,
ROS aminokiseline
detoksifikacija osmoprotektanti

i osmoprotekcija /

Slika 9. Opsta Sema tolerancije biljaka na stres solima.
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Biljke tokom stresa solima akumuliraju razli¢ite osmolite i osmoprotektante, §to
je 1 pokazano u velikom broju istrazivanja (Pilon-Smits et al., 1999; Chen et al., 2000;
Sawahel, 2004; Le & McQueen-Mason, 2006; Galvani, 2007; Parida et al., 2008;
Hossain & Fujita, 2010; Li et al., 2011; Ranganayakulu et al., 2013; Shahbaz et al.,
2013; Talat et al., 2013; Filippou et al., 2014). Sve osmoprotektante mozemo podeliti u
tri grupe: amonijum jedinjenja (poliamini, glicinbeatin,  alanin betain, dimetil-
propionska kiselina), osmoprotektanti koji sadrze aminokiseline — prolin 1 Seceri 1
Secerni alkoholi (traheloza, fruktani, manitol, sorbitol) (Singh et al., 2015). Osmoliti
predstavljaju male osmotski aktivne molekule koji ne ucestvuju u celijskom
metabolizmu i ne ometaju enzimske reakcije, zbog cega su oznaceni terminom
“kompatibilni sastojci” (Ahn et al., 2011). Osmoliti igraju vaznu ulogu i pomazu biljci
da opstane u ekstremnim uslovima (Lang, 2007). Oni stabilizuju proteine membrane, a
istovremeno smanjuju i osmotski potencijal membrane kako bi se sprecilo isusivanje

(gubitak vode) unutar ¢elije (Wani et al., 2013).

Jedan od prvih uoenih odgovora biljaka na povisen nivo Na*, a koji se smatra
na¢inom na koji biljke registruju povecanu koncentraciju soli, je unutarcelijsko
povecéanje koncentracije slobodnog Ca®'koji se nalazi u ¢eliji. Signal-transdukcioni put
koji je vezan za ovaj proces je do sada najbolje ispitan, a poznat je kao SOS (,,Salt
Overly Sensitive*) puttransdukcije signala (Slika 10) (Zhu, 2002). Njegov znacaj u
otpornosti na visoke koncentracije soli nije razjasnjen u potpunosti, ali se pokazalo da

biljke koje su mutanti za ovaj put imaju manju sposobnost tolerancije.

Radena su istraZivanja koja potvrduju da transmembranske protein kinaze
ucestvuju u percepciji osmotskog stresa (Urao et al., 1999) 1 kinaze vezane za celijski
zid (Kohorn, 2001). Percepcija jonskog stresa, koji je u ovom slu€aju izazvan
vancelijskim Na', vrsi se ili na plazma membrani, ili unutar ¢elije, nakon prolaska Na*
kroz plazma membranu. Prema tome, odgovaraju¢i proteini na plazmamembrani
predstavlja senzore. Prilikom percepcije 1 transdukcije signala dolazi i do stvaranja
sekundarnih signala kao $to su hormoni (ABA, etilen, citokinini), ROS, intracelularni
sekundarni mesendzeri (fosfolipidi 1 Seceri). Osmotski stres aktivira sintezu ABA, koja
dalje reguliSe transkripciju NHX! gena koji kodira vakuolarni Na'/H" izmenjiva¢ kod

Arabidopsis thaliana (Shi & Zhu, 2000).
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Slika 10. Signalni putevi koji reguliSu aktivnost jonskih transportera i odrzavaju niske
koncentracije Na" u uslovima stresa solima. Percepcija povecane koncentracije Na* i
hiperosmolariteta se odvijaju posredstvom nepoznatih senzora. Ca®" zavistan SOS3-
SOS2 protein kinazni put posreduje Na“ regulaciji ekspresije i aktivnosti Na®
transportera. Pretpostavlja se da hiperosmolaritet indukuje sintezu ABA, koja pozitivno
reguliSe transkripciju NHXI i gene drugih transportera za jone. Potencijalna negativna
regulacija AtHKT]1 od strane SOS3-SOS2, kao i AKT1 od strane intracelularnog Na* je
oznacena isprekidanim linijjama. Shema je predstavljena prema Zhu (2003).

Prema ovom modelu, kao odgovor na porast Na* dolazi do porasta koli¢ine
slobodnog Ca** u citosolu (Zhu, 2002). Pitanje percepcije signala je jo§ uvek otvoreno,
ali se predpostavlja da se vancelijski natrijum registruje preko membranskog receptora,
a unutarcelijski natrijum preko membranskih proteina ili nekog od natrijum osetljivih

enzima u citoplazmi.

SOS put se sastoji od tri klju¢ne komponente, gena koji kodiraju specificne

proteine i to:

1. SOS3-Ca*" vezani protein koji deluje kao Ca*" protein esencijalan za toleranciju na

stres solima,
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2. SOS2-Ca" zavisna serin/treonin (Ser/Thr) protein kinaza, koji je regulatorni protein
esencijalan za toleranciju na stres solima. SOS2 je Ser/Thr protein kinaza sa
katalitickim N-domenom 1 jedinstvenim C-regulatornim domenom koji sadrzi
autoinhibitorni FISL motiv (Guo et al., 2001). U normalnim uslovima, kataliticki 1
regulatorni domeni SOS2 reaguju medusobno, i na taj nacin blokiraju fosforilaciju

supstrata.

3. SOS1- plazma membranski Na"/H" antiporter koji je ukljuden u efluks natrijuma i

predstavlja takode jedan od mogucih senzora (Taiz & Zeiger, 2010).

Iako nije poznato koji deo ovog signalnog puta ima ulogu u toleranciji biljaka na
stres solima, zna se da je on znacajan u nekim aspektima. Dokaz za to su sos mutanti A.
thaliana, koji pokazuju manji stepen tolerancije na stres izazvan solima od divljeg tipa

biljaka (Zhu et al., 1998).

Pored opisanog SOS signalnog puta, i drugi signalni putevi su ukljuceni u
percepciju i transdukciju signala, generisanih kao odgovor biljaka na stres solima.
Opisani su 1 SOS4 1 SOSS5 signalni putevi. SOS4 kodira pirodoksal-kinazu koja je
ukljucena u biosintezu pirodoksal-5-fosfata (PLP), aktivne forme vitamina B6, koji je
esencijalni kofaktor za mnoge enzimske reakcije. SOS4 zapravo ima i ulogu kao nova
regulatorna komponenta u odrZzavanju homeostaze natrijuma 1 kalijjuma, preko
regulacije jonskih kanala 1 transportera. SOS5 je lokalizovan sa spoljasnje strane
membrane 1 ima funkciju u celijskoj adheziji 1 odrzavanju integriteta i ekspanzije

¢elijskog zida u uslovima stresa (Stiki¢ & Jovanovi¢, 2012).

Nedavno su identifikovane nove komponente signalnih puteva, ukljucujuéi novi
Ca’"-zavisan protein (AnnAtl) koji je povezan sa plazma membranom (Lee et al.,
2004), 1 proteinima apoplasta kod pirinéa (OsRMC 1 DUF26), a koji su ukljuceni u

odgovor na stres izazvan solima (Zhang et al., 2009).

1.6.2. Stres solima kod briofita

Kada su u pitanju briofite, ne postoji puno literaturnih podataka koji se odnose
na mehanizme tolerancije na stres izazvan solima. Zna se da na distribuciju briofita u
priobalnim zonama u velikoj meri uti¢e blizina morske obale i izloZenost talasima.

Generalno mali broj vrsta zivi u priobalnom delu, gde je podloga ¢esto zapljuskivana
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talasima slane vode. Sto se vide ide ka srediitu kopna, uticaj morske vode slabi, pa
diverzitet vrsta raste (Bates & Brown, 1975). Smatra se da slana voda ima nepovoljan
uticaj na rastenje i razvice briofita (Sabovljevi¢ & Sabovljevi¢, 2007). Briofite se
generalno smatraju ne-halofitama, iako neke vrste verovatno podnose uticaj soli, mada
se razlikuju medusobno u kojoj meri to ¢ine. Postoje podaci da neke vrste jetrenjaca
roda Riella rastu u jezerima sa brakticnom vodom, dok postoje vrste poput Schistidium
maritimum Koje uspevaju da opstanu na stenovitim liticama na atlantskoj obali

(Sabovljevi¢ & Sabovljevi¢, 2007).

Sa ekofizioloskog stanovista, sve briofite mozemo podeliti na obligatne,
fakultativne i1 halofite indiferentne na staniSte. Obligatne halofitne briofite rastu
isklju¢ivo na zaslanjenoj podlozi i zahtevaju prisustvo odredene koncentracije soli u
podlozi. U ovu kategoriju briofita mozemo ubrojati samo vrste roda Riella. Fakultativno
halofitne briofite su vrste koje mogu opstati na zaslanjenom zemljiStu, ali bolje rastu na
podlozi bez soli ili gde je prisutna niska koncentracija soli. U ovu grupu spada
Entosthodon hungaricus koji raste u blizini slanih alkalnih mocvara i Hennediella
heimii koja se Cesto javlja u blizini slanih moc¢vara i oko puteva koji se zimi posipaju
solju. Indiferentne vrste mogu da Zzive na slanim podlogama, ali su dovoljno
konkurentne osetljivim vrstama na podlozi bez soli. Ovde se ubrajaju sve briofite

evidentirane duz obala severnog Mediterana (Sabovljevi¢ & Sabovljevi¢ 2007).

Istrazivanja radena na briofitama pokazala su da su znatno tolerantnije na
povecanu koncentraciju soli one koje zive blize obali, nego one koje su daleko od obale
(Bates & Brown, 1975). Obalske vrste ne dozivljavaju veliku promenu u
intracelularnom sadrZaju katjona, kao §to je to slu¢aj kod vrsta koje zive dublje u kopnu.
Kalijum igra veoma vaznu ulogu aktivatora mnogih enzima koji ucestvuju u
najvaznijim metabolickim procesima u ¢elijama biljaka. Zamena kalijuma natrijumom
moze dovesti do ozbiljnog naruSavanja metabolizma, jer natrijum ne moze da zameni
kalijum u njegovoj funkciji. Ako bi se vrste koje Zive u unutras$njosti kopna potopile u
morsku vodu doslo bi do brzog gubitka kalijuma, §to za posledicu ima promenu u
propustljivosti ¢elijske membrane. Celijska membrana postaje znatno propustljivija, jer
se kalijumovi joni zamenjuju jonima natrijuma i magnezijuma (Bates & Brown, 1975).

Ovakvom zamenom dolazi do disbalansa u odnosu K'/Na®, §to direktno ima za
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posledicu poremecenu funkciju pumpe za natrijum 1 kalijum. Kada se ¢elije nadu u
takvoj situaciji one pokuSavaju da izjednaCe jonski sadrzaj unutraS$njosti Celije sa
jonskim sadrzajem morske vode. Na ovaj na¢in dolazi do naruSavanja funkcije same
¢elije (jonski disbalans i promena propustljivosti membrane), Sto za posledicu ima
smanjenje procesa fotosinteze, destrukciju fotosintetickih pigmenata, smanjenu sintezu

proteina, a samim tim i znatno usporen rast.

Bates & Brown (1975) su ispitivali uticaj morske vode i rastvora NaCl na
mahovine. Pokazano je da rastvor natrijum-hlorida (NaCl) ima ve¢i Stetni uticaj od
morske vode, da viSe naruSava celijsku membranu i da znatno viSe uti¢e negativno na
proces fotosinteze. Bates & Brown (1975) primecuju progresivan pad fotosinteze i
sinteze proteina, kao i sadrzaja hlorofila kod vrsta dublje iz kopna, kao §to su: Grimmia
pulvinata, Tortella tortuosa, Ptychomitrium polyphyllum, epifitna Ulota phyllantha, dok
kod vrsta sa obale (Schistidium maritimum 1 Tortella flavovirens) nije primeéen
znacajan pad fotosinteze, sinteze proteina i sadrzaja hlorofila. Vrste koje Zive bliZe obali

zadrzavaju znatno duze moguénost fotosinteze ¢ak i nakon 12 sati.

Mehanizmi tolerancije na povec¢anu koncentraciju soli kod mahovina uglavnom
nisu istrazeni. Pretpostavlja se da se soli i voda koncentriSu u vakuoli da bi citoplazma
odrZavala nizak jonski balans. Neke briofite (npr. Aloina sp.) imaju sukulentnu gradu,
kao vid adaptacije na uslove sredine u kojoj Zive. Nacin izluc¢ivanja soli prisutan kod
vaskularnih biljaka nije do sada zabeleZen kod briofita. Briofite koje su tolerantne na
stres solima nemaju posebne regulatorne mehanizme, njihova tolerancija se zasniva na
skra¢ivanju Zivotnog ciklusa, tako da se prakticno poklapa period mirovanja sa
periodom najvece suSe tokom godine. Susni periodi direktno povecavaju i koncentraciju
soli u podlozi. Obzirom da briofite nemaju korenov sistem, kod njih se ne javlja
mehanizam spreCavanja ulaska soli u koren, ali je moguce da postoje jonske pumpe u

drugim delovima biljke koje vrSe filtraciju soli (Sabovljevi¢ & Sabovljevi¢, 2007).

Za razliku od vaskularnih biljaka koje su tokom evolucije izgradile razlicite
mehanizme odbrane od abiotickog stresa, mahovine na stres reaguju brzim odgovorima
na Celijskom nivou, zbog specificnog nacina zivota i grade. Usvajanje jona i njihova
kompartmentizacija u vakuolama su veoma vazni procesi za rastenje i razvice biljaka,

kako u optimalnim, tako i u stresnim uslovima. Medutim, visoke koncentracije jona Na*
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1 CI" uti¢u na termodinamicku ravnotezu i uzrokuju hiperosmotski stres, jonski disbalans
i jonsku toksi¢nost. Stoga je za biljke veoma bitno da ponovno uspostave jonsku
homeostazu u uslovima povecane koncentracije soli. Odgovor i tolerancija briofita na
osmotski 1 jonski stres se zasniva na procesima transdukcije signala, regulacije
transkripcije, jonske i osmotske homeostaze i biosinteze odbrambenih proteina koji su

ukljuceni u odredenu vrstu stresa (Wang et al., 2008a).

Frank i saradnici (2005) su ispitivaliuticaj NaCl na toleranciju model briofite P.
patens. Ako bi se uporedila tolerantnost ove vrste mahovina sa drugim model biljkama
(npr. A. thaliana), P. patens pokazuje visok stepen tolerancije na soli, a samim tim i na
abioticki stres. Kod A. thaliana koncentracije NaCl iznad 100 mM ozbiljno naruSavaju
procese rastenja i razviéa biljke, dok je za P. patens ustanovljeno da toleriSe
koncentracije do 350 mM soli (NaCl). U eksperimentima gde je praen uticaj soli na
rastenje P. patens do koncentracije 350 mM NacCl nije primeceno izbeljivanje filoida,
dok na visim koncentracijama dolazi do potpunog izbeljivanja i biljke nisu sposobne da
vrse proces fotosinteze. Ovakvi rezultati se odnose na trenutno izlaganje biljke visokim
koncentracijama soli. Medutim, ako se biljke postepeno izlazu razli¢itim
koncentracijama soli, one mogu da rastu i toleriSu 1 vrlo visok nivo soli (¢ak do 600 mM
NaCl)(Benito & Rodriguez-Navarro, 2003). Tolerancija ovako visoke koncentracije soli
se povezuje sa aktivnos¢u i prisustvom Na® ATP-azne pumpe, koja se inate ne nalazi
kod cvetnica 1 za koju se smatra da se izgubila kod kopnenih biljaka tokom procesa

evolucije (Frank et al., 2005).

Briofite kao i vaskularne biljke proizvode razli€ite neenzimske i enzimske
komponente kako bi se prilagodile ili odbranile od stresnih uslova. U zavisnosti od vrste
1 duzine trajanja stresa, sadrzaj akumuliranih jedinjenja je razliCit, kao Sto je razliCita 1
aktivnost enzima. Zapazeno je da se usled stresa solima, kod P. patens u vecoj meri
akumuliraju solubilni Seceri, $to ukazuje da oni imaju glavnu ulogu u odrZavanju

osmolarnosti ¢elija kod mahovina (Watanabe ef al., 2000; Wang et al., 2008b).

Analize na molekularnom nivou su pokazale da briofite poseduju mnogobrojne
signalne 1 regulatorne komponente, medu kojima su i proteini fototropin, Mcamb-1

(kalmodulin vezuju¢i protein), MCamb2, mijelin (,,myelin basic protein kinase-MBP*)
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14-3-3 protein (regulatorni protein), PpDBF1 (P. patens DBF1) i PpDBF2 (P. patens
DBF2) (Liu et al., Wang et al., 2008a).

Fototropin je receptor plave svetlosti koji kod visih biljaka posreduje u
fototropizmu, relokaciji hloroplasta i otvaranju stoma. Kod mahovine, P. patens
fototropin i 14-3-3 protein kooperativno ucestvuju u regulaciji H-ATP-aze plazma
membrane i odrzavanju jonske homeostaze, Sto je u uslovima stresa solima neophodno
(Wang et al., 2005; 2008a). Protein 14-3-3 je vazan regulatorni protein eukariota (Wu et
al.,1997; 2008a), koji je ukljucen u regulaciji 1 kinaza i fosfataza (Wang et al., 2008b).
Kinaze igraju centralnu ulogu u transdukciji signala pri izlozenosti biljaka uslovima
stresa. Kod vrste F. hygrometrica, slani stres aktivira kinazu-MBP (Souza & Johri,

2002; Wang et al., 2008a).

Kao §to je pomenuto, jedan od efekata osmotskog stresa je denaturacija proteina
1 smanjenje njihove aktivnosti. Abioticki stres dovodi do oste¢enja krucijalnih proteina
za funkcionisanje ¢elija. Kod P. patens HSP70 je odgovoran za zatitu proteina od
degradacije 1 denaturacije tokom stresa solima (Wang et al.,2008a). Pored toga,
stvaranje ROS dodatno oste¢uje makromolekule u ¢elijama i poveéava negativan uticaj
stresnih faktora. Usled stresnih faktora dolazi do poremecaja u homeostazi Celije i
povecane produkcije ROS koji reaguju sa membranama, proteinima i nukleinskim
kiselinama, izazivaju¢i njihova oStecenja. Zastitini proteini koji se sintetiSu prilikom
stresa solima su: akvaporini, Saperoni, enzimi za sintezu osmolita i1 detoksikaciju ROS-a

i LEA (Late Embryogenesis Abundant) proteini (Bray, 1997).

Analogno SOS (,,Salt Overly Sensitive) signalnom putu kod A. thaliana, koji
udestvuje u isklju¢ivanju viska Na® iz éelija, i kod mahovina se vrsi efluks jona Na*
kroz Na"™-ATP-azu i H'-ATP-azu, a povecava se influks K", kako bi se povratila
ravnoteZa izmedu ova dva jona. Kanali za Cl” spreavaju ulazak jona u celije, kao i
ABC transporteri, 1 doprinose regulaciji homeostaze kod mahovina (Wang et al.,
2008a). Jonska ravnoteZza mahovina je zavisna od aktivnosti membranskih proteina koji
su odgovorni za transport jona. To su: Na'-ATP-aza (PpENA1 i PpENA2 kod P.
patens), vakuolarna H'-ATP-aza (PpSHP1 i PpSHP2), jonski kanali za Cl" i ABC
transporteri (Liu ef al. , 2007, Wang et al., 2008a).
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1.7. Oksidativni stres

Molekularni kiseonik je esencijalni element za aerobni nacin Zivota, ali moze
biti i veoma toksican ako se javlja u obliku reaktivnih kiseoni¢nih vrsta. Pored direktnog
uticaja povecane koncentracije soli na biljku, stres solima dovodi i do oksidativnog

stresa pri cemu se nagomilavaju toksi¢ne forme kiseonika kao §to su singlet kiseonik
('02), superoksid anjon radikal (02_), hidroksilni radikal (¢OH), kao i vodonik peroksid

(Parida & Das, 2005; Ahmad & Sharma, 2008; Ahmad ef al., 2010). Reaktivne
kiseoni¢ne vrste mogu da izazovu nekontrolisanu oksidaciju i destrukciju razli¢itih
komponenata u ¢eliji 1 na taj nac¢in ometaju odvijanje normalnih fizioloskih procesa u
samoj ¢eliji. Mesta najvece sinteze ROS u uslovima svetla su hloroplasti i peroksizomi
(Foyer et al., 2003), a uuslovima mraka su mitohondrije (Moller, 2001).Oksidativni
stres predstavlja sekundarni stres, izazvan nekim primarnim stresogenim faktorom

(Slater et al., 2008).

Ostecenja uzrokovana slobodnim radikalima, jedna su od najvaznijih Stetnih ¢inilaca u
bioloskim sistemima izlozenim razli¢itim oblicima stresa kao Sto su suSa, ekstremne
temperature, visok intenzitet svetlosti, zaslanjenost tla, izloZenost ozonu, primena
herbicida, kao 1 napad patogena (Slika 11). Vodni deficit 1 stres solima su uvek praceni
oksidativnim stresom koji se javlja usled remecenja elektron-transportnog lanca, Sto

direktno dovodi do stvaranja ROS formi.

T N

Polutanti Stres solima

Teski metali

Vodni deficit Al, Cd, Pb, Cu, Hg, As

VisoK intezitet svetlosti .
i Bioticki stres
Visoke temperature

\S ~/

Slika 11. Stresogeni faktori koji dovode do nastanka ROS formi.
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1.7.1. Oksidativni stres kod biljaka

Atmosferski kiseonik u svom osnovnom stanju ima dva nesparena elektrona, sa
paralelnim spinovima, tako da kiseonik nije reaktivan u odnosu na vecinu organskih
jedinjenja. Najce$¢i mehanizam redukcije kiseonika u biohemijskim reakcijama
povezan je sa prenoSenjem jednog elektrona, Sto znaci da molekul kiseonika mora da se

aktivira pre nego Sro se ukljuci u reakcije sa organskim molekulima.
Aktivacija kiseonika se odvija na dva nacina:

I mehanizam - apsorpcijom odredene koli¢ine energije, koja je potrebna da promeni
spin jednog od nesparenih elektrona, na taj nac¢in molekul kiseonika se prevodi u singlet
stanje ('02) u kome elektroni imaju suprotne spinove. Kod biljaka dolazi do &estog
formiranja singlet kiseonika u fotosistemima, a osnovna metabolicka uloga ovog
reaktivnog molekula povezana je sa oksidacijom ksenobiotika, kao i sa polimerizacijom
lignina (Zivkovi¢, 2011). Takode mozZe nastati i kao posledica stresa kod biljaka (Slater

et al., 2008).

II mehanizam - predstavlja postepen proces, monovalentne redukcije kiseonika. Na
ovaj nacin nastaje superoksid anjon radikal (O2"), vodonik peroksid (H20z), kao i

hidroksil radikal (¢<OH).
O2+e — 02
Oy + e +2H" - H20; + O3
H,0:+ ¢+ H" — *OH + H,0
*OH + ¢ + H" — H,0

Superoksid anjon radikal je mocan oksido-reduktant koji moze da oksiduje
sumpor, askorbinsku kiselinu ili NADPH, ali 1 da redukuje citohrom c i jone metala.
Reakcija u kojoj nastaje H2O2 1 O, obi¢no je katalizovana enzimom superoksid
dismutazom (SOD). Dobijeni vodonik peroksid je supstrat za veliki broj reakcija, kao
Sto je sinteza sloZenih organskih jedinjenja, koju katalizuje enzim peroksidaza (POD).
Reaktivnost vodonik peroksida moze da dezaktivira brojne enzime iz Kalvinovog

ciklusa (Charles & Halliwell, 1980), a samo formiranje vodonik peroksida u bioloskim
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sistemima pocinje dismutacijom superoksida. Da bi se uklonili molekuli vodonik
peroksida i superoksid anjon radikala aktivne su i enzimske i neenzimske komponente
(Slika 12). Za uklanjanje hidroksilnog radikala i singlet kiseonika koriste se samo
niskomolekulski antioksidansi, jer ne postoje enzimi za njihovo uklanjanje (Papadakis
& Roubelakis—Angelakis, 2002). U tilakoidima hloroplasta superoksidni anjon radikali
(02" ) i H20; se uklanjaju u ciklusu voda - voda (Asada, 1999). Alternativne oksidaze
(AOX) takode redukuju produkciju O>" u tilakoidima. ROSkoji napustaju tilakoide i/ili
se produkuju u stromi hloroplasta, uklanja se pomoc¢u enzima SOD 1 u askorbat —

glutationskom ciklusu.

/

\

+2H,0

2

e

+
I\):I:
O

askorbat peroksidazaHzo

R —————» RH
o - tokoferol

Slika 12. Formiranje ROS i antioksidativni sistemi koji ucestvuju u njihovom

uklanjanju (enzimi i antioksidanti). Modifikovano prema Slater et al., 2008.

Postoje tri predlozena mehanizma nastanka oStecenja ¢elija koja su indukovana

reaktivnim vrstama kiseonika:

1. Interakcija slobodnih radikala sa bioloSkim strukturama, pri ¢emu nastaju kovalentne

modifiacije makromolekula, a prvenstveno proteina i nukleinskih kiselina;
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2. Promene nastale kao posledica razaranja membranskih lipida u procesu lipidne

peroksidacije;
3. Formiranje neradikalskih produkata koji specifi¢no napadaju razlicite ciljeve u Celiji.

ROS forme su neizbezni produkti aerobnog metabolizma (Asada & Takahashi,
1987) 1 nastaju tokom procesa fotosinteze i respiracije. Hloroplasti, mitohondrije i
plazma membrane su povezani sa elektron-transportnim sistemom 1 to su klju¢na mesta
za generisanje ROS, kao nusproizvoda metabolizma kiseonika (Gill & Tuteja, 2010).
Fotosistemi I i II u hloroplastima su glavna mesta produkcije singlet kiseonika i
superoksid anjon radikala (Foyer & Noctor, 2005), a u mitohondrijama dolazi do
stvaranja superoksid anjon radikala. Kiseoni¢ne vrste mogu nastati i u citosolu, kao i u
endoplazmati¢nom retikulumu tokom detoksifikacije (Dybing et al., 1976). U uslovima
stresa dolazi do disbalansa izmedu produkcije i uklanjanja reaktivnih formi kiseonika,
zapravo produkcija ROS nadmaSuje odbrambene antioksidativne kapacitete i kada
njihova koncentracija prevazide fizioloski prihvatljivnivo, smatra se da je ¢elija u stanju

oksidativnog stresa (Slika 13) (Gill & Tuteja, 2010).

4 N

RavnoteZa Oksidativni stres

\
‘Antioksidansi,

Slika 13. Odnos izmedu oksidativnih i1 antioksidativnih procesa u uslovima odsustva i
prisustva stresa (Modifikovano prema Gill & Tuteja, 2010).
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Sa druge strane ROS forme mogu delovati i kao sekundarni glasnici ili signalni
molekuli koji indukuju sintezu odbrambenih proteina (Cruzde Carvalho et al., 2012).
Mnoga istrazivanja pokazuju da ROS forme imaju znacaj u procesu klijanja semena, tj.
prelaska semena iz faze mirovanja u metabolicki aktivnu fazu (Hite et al., 1999; Bailly
et al., 2002; Woijtyla et al., 2006). Neke kiseoni¢ne forme kao $to je vodonik peroksid
nastaju u biljkama, kao rezultat normalnog metabolizma (Papadakis & Roubelakis-
Angelakis, 2002). Molekul vodonik peroksida moze direktno ili indirektno da ucestvuje
u odbrambenim mehanizmima kod biljaka, kao i u prenosu signala (Yoshioka et al.,
2001; Vranova et al., 2002). Uloga vodonik peroksida u ¢elijskoj signalizaciji ogleda se
u aktivaciji signalnog puta u kome ucestvuje enzim NAD(P)H oksidaza. Signalni put
vodonik peroksida i NAD(P)H oksidaze detaljno je proucen u genomu A. thaliana
(Keller et al., 1998).

Aktivne forme kiseonika su sposobne da reaguju sa svim tipovima biomolekula I
da dovode do destrukcije Celije (Asada & Takahashi, 1987; Halliwell & Gutteridge,
1989; Hammond-Kosack & Jones, 1996; Asada, 1999;Dat et al., 2000; Grassmann et
al., 2002). ROS forme mogu da uzrokuju razli¢ita oSteCenja kao §to su lipidna
peroksidacija, mutacije na molekulu DNK, destrukcija hlorofila, inaktivacija enzima,
oksidacije pojedinih aminokiselina $to oStecene proteine ¢ini podloZne proteolitickoj
degradaciji (Devies, 1987; Bindoli, 1988; Simonovi¢, 2011). Regulacija ROS nivoa u
¢eliji je jako vazna kako bi se izbegla oksidativna oStecenja ¢elije 1 kako bi se sprecio
toksican efekat slobodnih radikala (Halliwell & Gutteridge, 1989). U normalnim
uslovima produkcija ROS u ¢eliji je 240 uM s 0271 0.5 uM H>0» u hloroplastima, dok
u stresnim uslovima koncentracija O™ raste do 720 uM s!, a H,O; do 5-15 uM (Polle,
2001).

U stresnim uslovima 1 kod briofita dolazi do pojave oksidativnog stresa. Kao 1
kod drugih biljaka oksidativni stres ima negativan uticaj na fizioloske procese u celiji.
Briofite, kao i vaskularne biljke poseduju neenzimske i enzimske komponente koje Stite

¢eliju od negativnog uticaja oksidativnog stresa.
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1.8. Antioksidativni sistem kod biljaka

Najsire prihvacena definicija bioloskih antioksidanata jeste ona koju je dao
Halliwell (1989), a prema kojoj su antioksidanti “supstance koje prisutne u malim
koncentracijama u odnosu na supstrat (biomolekul) koji se oksiduje, znacajno
usporavaju ili sprecavaju oksidaciju tog supstrata”. Antioksidanti mogu ispoljavati
svoju aktivnost razli¢itim mehanizmima zahvaljuju¢i njihovoj sposobnosti da deluju
kao:

-“hvataci” (skevindZzer) slodobnih radikala,
- donori elektrona ili

- donori H-atoma.

Hloroplasti, mitohondrije i peroksizomi su glavne organele u kojima se nalaze
antioksidativni sistemi biljne ¢elije. U spreCavanju nagomilavanja Stetnih ROS formi
ucestvuju neenzimske komponente antioksidativnog sistema (askorbinska kiselina -
vitamin C, glutation, a- tokoferol - vitamin E, B karoten - provitamin A, zeaksantin,
flavonoidi, fenolna jedinjenja, Seceri) (Nanjo et al., 1999., Gill et al., 2010; Sharma et
al., 2012), kao i enzimske komponente antioksidativnog sistema koga c¢ine SOD,
glutation reduktaze - GR, katalaze - CAT, askorbat peroksidaze - APX,
monodehidroaskorbat reduktaze - MDHAR, gvajakol peroksidaze - GPOD (Kramer,
1995; Noctor & Foyer 1998; Jimenez et al., 2002; Wang et al., 2008a). Ravnoteza
izmedu SOD 1 APX ili CAT je od kljuénog znacaja za odrzavanje nivoa superoksid
anjon radikala i vodonik peroksida u ¢eliji (Bowler et al., 1991). Biljke koje imaju
smanjenu proizvodnju (APX), povecavaju produkciju SOD, CAT i1 GR, dok kod biljaka
koje proizvode manje CAT, povecava se produkcija APX 1 GPX (Willekens et al.,
1997; Rizhsky et al., 2002).

1.8.1. Neenzimske komponente odbrane od stresa

Fenolna jedinjenja - predstavljaju veliku grupu sekundarnih metabolita koji se

u biljkama sintetiSu na razliitim mestima i u razli¢itim fazama rastenja i razvia
biljaka. Kod razli¢itih biljnih vrsta sastav i koli¢ina fenolnih jedinjenja variraju.

Koli¢ina fenolnih jedinjenja nije ista u svim delovima biljke, Sto zavisi od prirode



biljnog tkiva, a i potreba biljke za sintezom ovih jedinjenja. U svom sastavu fenoli
imaju bar jedan aromati¢ni prsten sa jednom ili viSe hidroksilnih grupa (Sakihama, et
al., 2002). Najces¢e pominjane i ispitivane osobine fenolnih jedinjenja su njihova
antioksidativna aktivnost 1 alelopatki efekat ovih jedinjenja u interakciji razlicitih
biljnih vrsta. Smatra se da je izrazena antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja
rezultat njihove sposobnosti da budu donori vodonikovih atoma i da pri tome uklanjaju
slobodne radikale koji su Stetni za biljnu celiju 1 njeno pravilno funkcionisanje, uz
formiranje manje reaktivnih fenoksil radikala. Nastali fenoksil radikali su stabilniji zbog
delokalizacije elektrona i postojanja viSe rezonantnih formi.Fenoli imaju yna;ajnu ulogu
i kao alelohemikalije i znacajno je njihovo istrazivanje medusobim interakcijama

izmedu biljaka.

Na Slici 14 je predstavljena podela fenolnih jedinjenja na osnovu broja
konstitutivnih ugljenikovih atoma osnovnog skeleta fenola. Sve fenole mozemo
grupisati u: prosti fenoli, fenolne kiseline, cimetne Kkiseline, ksantoni, stilbeni,

naftohinoni, lignini i flavonoidi.

Prosti fenoli Cé6 C6-C1-C6| Ksantoni

/ C6-C3-Co| Stilbeni
\

Polifenoli

Cimetne Kiseline Co6-C3 C6-C3-C6| Flavonoidi, flavoni,
flavonoli, flavanoni,

antocijanini

Fenolne kiseline Ce6-C1 \
V\
7

Naftphinoni | C6-C4 (C6-C3)2 | Lignini

Slika 14. Klasifikacija fenolnih jedinjenja na osnovu broja konstitutivnih ugljenikovih

atoma osnovnog skeleta fenola (prema Boros et al., 2010).

Najvazniji put biosinteze fenolnih jedinjenja kod visih biljaka je geranil
fenilpropanoidni  biosintetski put tj. ciklus Sikimske kiseline. U geranil
fenilpropanoidnom biosintetskom putu nastaju aromaticne aminokiseline: fenilalanin,

tirozin 1 triptofan. Sve tri aminokiseline su prekursori mnogih sekundarnih metabolita.
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Njihova sinteza se aktivira endogeno u toku razvica, ali moze biti pokrenuta i razli¢itim
egzogenim faktorima (Lim et al., 2012). Fenolna jedinjenja deluju kao signalni molekuli
1 ucestvujuu zastiti biljaka od patogena, UV zraCenja i i/ili ukljanjanju slobodnih
radikala iz Celija, koji nastaju u toku oksidativnog stresa. Stoga se moze pratiti njihov
sadrzaj u biljkama koje su izlagane stresu solima i dobijeni rezultati mogu ukazati na
mehanizam tolerancije koji odredena vrsta koristi u toku stresa.

Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja se zasniva na direktnoj reakciji
fenola 1 slobodnih radikala. Ovaj proces se na molekularnom nivou moZze odvijati preko
tri mehanizma:

I mehanizam uklanjanja slobodnih radikala (R-) zasniva se na homolitiCkom cepanju
O-H grupe 1 prenosu vodonikovog atoma sa fenolnog jedinjenja (Ar-OH) na slobodni
radikal.

IT mehanizam se zasniva na prenosu elektrona sa fenolnog jedinjenja i tada nastaje
katjonski radikal (ArOH") i anjon (R").

III mehanizam se bazira na sposobnosti fenolnih jedinjenja da vezuju za sebe metale,
formirajudi stabilne komplekse, ¢ime se spre€ava uceS¢e metala u reakcijama u kojima

se proizvode slobodni radikali i na taj nacin se ¢elija Stiti.

Prolin se akumulira u znacajnoj meri prilikom odgovora velikog broja
organizama na (eubakterije, protozoe, morski beski¢menjaci, biljke) na razlicite
abioticke 1 biotiCke stresne uslove sredine u kojoj se nalaze (Ashraf, 1994; Saradhi, et
al., 1995; Hare & Cress 1997; Ali et al., 1999; Ozturk & Demir, 2002; Siripornadulsil ef
al.,2002; Hsu et al., 2003; Kavi Kishore et al., 2005; Ashraf & Foolad, 2007).

Metabolizam 1 akumulacija prolina su najces¢e proucavani kod osmotskog stresa
biljaka (Verbruggen & Hermans, 2008). Kao odgovor na suSu ili stres izazvan solima
dolazi do akumulacije prolina u citosolu, gde ova amino kiselina znacajno doprinosi
citoplazmatskom osmotskom podeSavanju (Leigh et al., 1981; Binzel et al., 1987;
Ketchum et al., 1991). Akumulacija prolina je posledica de novo sinteze (Rhodes et al.,
2002). Prekursor sinteze prolina je L-glutaminska kiselina i to je glavni put sinteze
prolina. Enzimi pirolin-5-karboksilat sintetaza (PSCS) 1 pirolin-5-karboksilat reduktaza

(P5CR) imaju glavne uloge u biosintetskom putu prolina (Delauney & Verma, 1993).
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Stimulacija biosinteze prolina u uslovima stresa solima i vodnog stresa se povezuje sa
povecanjem koli¢ine (PSCS) i odgovaraju¢e mRNA (Savoure et al., 1995). Drugi put
biosinteze moze da se deSava preko alternativnog prekursora ornitina (Orn), koji
transaminacijom moze pre¢i u pirolin-5-karboksilat (P5C) dejstvom ornitin o-

transferaze.

Pojedine studije su pokazale da prolin predstavlja akceptor za ROS (Smirnoff &
Cumbes, 1989). On je znacajna komponenta u =zastiti celijske membrane od
oksidativnog stresa indukovanog stresom solima, jer pojacava sintezu razli¢itih
antioksidanata (Okuma et al., 2000). Prolini stabilizuju strukturu proteina i njihova
povecana akumulacija utice na redoks balans u ¢eliji (Maggio et al., 2002). Jako su bitni
i za odrzavanje odnosa NADP*/NADPH (Hare &Cress, 1997). Pored toga, pokazano je
da prolin indukuje ekspresiju gena uklju¢enih u odgovor na stres solima, i to onih koji
poseduju prolin odgovorne elemente u svojim promotorima (Satoh et al., 2002; Oono et

al., 2003; Chinnusamy et al., 2005).

Nivo akumuliranog prolina varira od vrste do vrste, a prilikom stresnih uslova
koncentracija mu se moze povecati i 100 puta u odnosu na kontrolnu grupu biljaka
(Verbruggen & Hermans, 2008). Koncentracija prolina koja se akumulira veéa je kod
genotipova tolerantnih na stres nego kod osetljivih genotipova. Medutim, bez obzira na
¢injenicu da postoji jaka korelacija izmedu stepena tolerantnosti biljaka na stres i

akumulacije prolina, ovaj odnos nije univerzalan.

Usled osmotskog stresa kod biljaka 4. thaliana se akumuliraju znatne koli¢ine
prolina (Verbruggen, ef al., 1993; Yoshiba, ef al., 1997). Tokom stresa ekspresija P5CS,
ali ne 1 P5CR, je u korelaciji sa sadrZzajem prolina(Savoure ef al., 1995; Yoshiba et al.,
1995). Transgene biljke A. thaliana sa antisens prolin dehidrogenaznom cDNA
pokazuje pojacanu akumulaciju prolina, kao i porast stepena tolerantnosti na niske
temperature 1 salinitet (Nanjo ef al., 2003). S druge strane, prolin-deficijentni mutanti 4.
thaliana nisu bili u stanju da nastave rast na medijumu sa povecanim salinitetom, usled
toga Sto nisu akumulirali prolin u meri u kojoj je to primeéeno kod divljeg tipa (Werner

& Finkelstein, 1995).
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Nakon prestanka dejstva stresora dolazi do brze razgradnje prolina, $to moze
obezbediti dovoljno redukujucih agenasa za oksidativnu fosforilaciju u mitohondrijama
1 za obezbedivanje ATP-a za oporavak od stresa (Hare & Cress, 1998; Hare et al.,
1998). Mnogi eksperimenti pokazuju da egzogeno dodat prolin povecava otpornost
biljaka na stresne faktore (Ashraf & Foolad, 2007). Egzogeno primenjen prolin

doprinosi osmoregulaciji, ali i boljem rastenju biljaka (Csonka & Hanson, 1991).

Vitamin E - Koli¢ina tokoferola, kao i odnos pojedinih tipova tokoferola varira
od biljke do biljke, kao i od organa do organa. Najnizi nivo tokoferola je u krtoli
krompira (<1 pg/g suve mase), a nivo u listovima nekih biljaka moze dosti¢i i >1
mg/g suve mase (Munne-Bosch & Alegre, 2002). Sva jedinjenja vitamina E su

grupisana u tokoferole i tokotrienole (Slika 15).

A B

a-tocopherol

[-tocopherol PB-tocotrienol

HO. H
F Z
I;(M)\ o /
y-tocopherol ‘r-tocotrienol
H HO.
e 4
(@) @) o
d-tocopherol S-tocotrienal

Slika 15. Struktura razli¢itih tipova tokoferola i tokotrienola.

Tokoferoli se od tokotrienola razlkuju samo u nivou zasicenja repa, a razlika
izmedu a, B, v 1 0 tokoferola je samo u broju i1 poloZaju metil supstituenata na prstenu
(Grusak & DellaPenna, 1999). Jedna od bitnijih uloga tokoferola jeste da u interakciji sa
drugim antioksidansima smanjuje nivo ROS u ¢eliji 1 odrZzava optimalan redoks nivo u
hloroplastima. Nivo tokoferola se znac¢ajno smanjuje kada se biljka nade u uslovima

stresa(Munne'-Bosch & Alegre, 2002). Novija istraZivanja su pokazala da nije
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neophodan visok nivo tokoferola da bi biljke rasle u optimalnim uslovima. SniZena
koncentracija tokoferola dovodi samo do blagog porasta podloznosti biljke za

fotooksidaciju (Porfirova et al., 2002; Kanwischer et al., 2005).

Pokazana je uzajamna interakcija o tokoferola i karotenoida u zastiti fotosistema
IT kod Chlamydomonas reinhardtii koji je bio izlozen herbicidima (Trebst et al., 2002;
Trebst, 2003).

Seéeri su glavni izvor ugljenika i energije za zive organizme. U glavnom
anabolickom procesu na zemlji, fotosintezi, uz pomoc¢ sunceve svetlosti i ugljenika,

proizvode se Seceri koji su neophodni za rastenje i razvice biljaka.

Mnoga istrazivanja pokazuju da Seceri imaju bitnu ulogu kao signalni molekuli u
procesu percepcije 1 transdukcije signala u uslovima stresa (Xiao et al., 2000; Rolland et
al., 2006). Koncentracija Secera se drasticno menja tokom razvic¢a i kao odgovor na
sredinske faktore, kao $to su fotoperiod, abioticki i bioticki stres (Roitch, 1999; Smith et
al., 2005; Weber et al., 2005). Biljke tokom procesa rastenja i razvi¢a poseduju
senzorne sisteme koji mogu detektovati promenu nivoa dostupnih Secera (Koch, 1996).
U interakciji molekula Secera i senzornih proteina dolazi do generisanja signala nakon
Cega se deSava transdukcija signala, a kao krajnji rezultat toga jeste celijski odgovor
(Smeekens, 2000). Celijski odgovor (smanjena ili povecana ekspresija gena, kao i
smanjena ili povecana aktivnost enzima) je razli¢it u razli¢itim situacijama, Sto zavisi od
velikog broja faktora. Svaki prirodni Secer ili bilo koji intermedijer glikolize mozZe biti
signalni molekul, a to je do sada potvrdeno za saharozu, heksoze i trahelozu (Smeekens,

2000; Arroyo et al., 2003).

Glavni, tj. primarni oblik Secera koji se stvara tokom procesa fotosinteze jeste
saharoza, koja predstavlja 1 glavni transportni oblik Secera (Turgeon,
1989).Saharozamoze da ima funkciju signalnog molekula, jer daje informaciju o
energetskom statusu biljke. Osim toga, saharoza reguliSe ekspresiju fotosinteti¢kih gena

1 dovodi do njihove represije (Smeekens, 2000; Rolland ef al., 2002).

Kada su u pitanju heksozni Seceri, dominantan medu njima je glukoza, koja
ucestvuje u regulaciji genske ekspresije kod biljaka. Pokazano je da glukoza vrsi

represiju fotosinteze 1 klijanja semena kod velikog broja vrsta (Rolland et al., 2002).
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Fosforilacija glukoze se moze odvijati na dva nacina: nespecifi¢an put — posredstvom
heksokinaza (HXK) ili specifiCan put - posredstvom glukokinaza. Osim glukoze,
fosforilaciji podlezu i fruktoza i galaktoza. Ovi Seceri posreduju u transdukciji signala
koji su generisani glukozom. Ove heksoze su takode ukljuene u represiju gena za

fotosintezu ili glioksalatni ciklus (Jang et al., 1994).

Mehanizmi koji stoje iza senzorne 1 signalne uloge Secera su dosta
komplikovani, pre svega zbog ukrStanja signalnih puteva Secera sa signalnim putevima
biljnih hormona. Posebno su uocljivi ukrStanje signala puteva Seera sa signalnim
putevima ABA 1 etilenom (Leon & Sheen, 2003). Glukoza aktivira sintezu ABA, pri
¢emu su signalne uloge ABA i glukoze u antagonizmu sa signalnim putem etilena.
Seéeri mogu aktivirati i neke gene koji su ukljuéeni u odbrani biljaka od stresa. Mnogi
abioticki 1 bioticki faktori mogu poremetiti metabolizam Secera koji postoji u

optimalnim uslovima (Tomashow, 2001).

Tokom osmotskog stresa i suse dolazi do pojacane aktivnosti saharazo-fosfat-
sintetaze (SPS), kao 1 saharozo sintaze (SS). Heksoze, kao signalni molekuli mogu imati
znacajnu ulogu u odbrani biljaka od vodnog deficita i osmotskog stresa. Heksoze
povecavaju osmotski pritisak u samoj Celiji i na taj nacin predstavljaju vid odbrane u
uslovima stresa solima i vodnog deficita. Kod mnogih biljnih vrsta pokazana je
pojacana aktivnost 1 produkcija saharoze prilikom stresa solima (Balibrea et al., 2000;

Khelil et al., 2007).

44



1.8.2. Enzimske komponente odbrane biljaka od stresa

U tabeli (Tabela 1) su prikazani glavni antioksidativni enzimi koji uklanjaju ROS u

biljnim ¢éelijama, kao i glavni mehanizmi nastanka ROS i lokalizacija nastanka.

Tabela 1. Proizvodnja i uklanjanje ROS u biljkama (prema Mittler, 2002) A — apoplast;
C — citoplazma; CZ— ¢elijski zid; H — hloroplast; M — mitohondrija; Me — membrane; P
— peroksizom; PM — plazmalema; PS — fotosistem; ROS; TE — transport elektrona; V -

vakuola.

Mehanizam Lokacija

ROS

Referenca

Proizvodnja ROS
Fotosintetski TE (PSI — Asada et al., 1987; Asada, 1999
e H 0,
ili PSII)
Respiracioni TE M 0, Dat et al., 2000; Maxwell ez al., 1999
Glikolat oksidaza P H>0; Corpas et al., 2001
Ekscitirani hlorofil H 10, Asada et al., 1987
NADPH oksidaza PM 0, Hammond-Kosack & Jones, 1996;
: Grant & Loake, 2000
B-oksidacija masnih Corpas et al., 2001
- H,0;
kiselina
Oksalat oksidaza A H,0; Dat et al., 2000
Ksantin oksidaza P 0, Corpas et al., 2001
Peroksidaze, Mn2+ i 2 — Hammond-Kosack & Jones, 1996;
CZ H
NADH 202, 0z Grant & Loake, 2000
Amin oksidaza A H:0:; Allan & Fluhr, 1997
Uklanjanje ROS
SOD H, C, M, — Bowler et al., 1992
0,
P, A
APX H, C, M, Asada et al., 1987; Asada, 1999
H202
P, A
CAT P H;0; Willekens et al., 1997
Glutation C H:0,, Dixon et al., 1998
peroksidaza ROOH
POX Cz,C,V H,0; Asada et al., 1987
Tioredf)ksin H,C,M H,0, Baier & Dietz, 1996
peroksidaza
Askorbinska kiselina | H, C, M, — Asada, 1999; Noctor & Foyer, 1998
H»0;, O
P, A
Glutation H, C, M, Asada, 1999; Noctor & Foyer, 1998
H202
P, A
a-Tokoferol Me ROOH, Asada et al., 1987
10,
Karotenoidi H 10, Asada et al., 1987
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PEROKSIDAZE (POX) - se dele u tri grupe. Podela je izvrSena na osnovu razlika u
primarnoj strukturi proteina (Akiyoshi et al., 2003):

1. unutarcelijski enzimi biljaka, bakterija 1 kvasca (Saccharomyces cerevisiae), kao $to
su bakterijske citohrom—c peroksidaze, katalaza—peroksidaze i askorbat peroksidaze

2. vanéelijske peroksidaze gljiva, kao $to su lignin peroksidaze i Mn?’ nezavisne
peroksidaze

3. enzimi (EC 1.11.1.7) koji su prvobitno opisani kao peroksidaze: oni se izluCuju iz
¢elije ili se transportuju u vakuolu (Rahnama & Ebrahimzadeh, 2006). Ovi enzimi kao

elektron donore najcesce koristi fenole (Welinder & Gajhede, 1993).

U reakciji oksidacije fenolnih jedinjenja vaznu ulogu ima askorbat kao
sekundarni elektron donor (Otter & Polle, 1994; Takahama et al., 1999) koji redukuje

novonastali fenoksil radikal i ukljucuje se u askorbat glutationski ciklus.

Peroksidaze imaju Siroku supstratnu specificnost i vrSe uklanjanje H»O: iz
citoplazme 1 hloroplasta, odgovor na fizicke povrede, oksidaciju toksi¢nih jedinjenja,

sintezu Celijskog zida, odbranu od patogena, sintezu etilena (MiloSevi¢, 2010).
Reakcija: ROOR' (H202) + elektron donor (2 €) + 2H" — ROH (2H»0) + R'OH

Askorbatne peroksidaze (APX, EC 1.11.1.11) zahtevaju prisustvo askorbata kao
elektron donora i odgovorne su za eliminisanje H2O; iz tilakoida 1 citoplazme visih
biljaka. Osim u citoplazmi 1 tilakoidima, APX izoenzimi su prisutni u stromi i
membranama hloroplasta, glioksizoma 1 peroksizoma (Shigeru et al., 2002). Mogu se

naci kod visih biljaka, algi i cijanobakterija (Mittler & Zilinskas, 1993).
Katalizuju reakciju:

2 askorbat + H,O> — 2 monodehidroaskorbat + H,O»
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KATALAZA (CAT, EC 1.11.1.6) - je tetramerni enzim koji sadrzi hem kao kofaktor i

vr$i uklanjanje H20: iz Celije.
2H,02 — 2H20 + O2

Ovog enzima najviSe ima u peroksizomima (Scandalios et al., 1997; Foyer &
Noctor 2000), a moze se naci i u glioksizomima i nekim drugim organelama (Tolbert,
1980; Dat et al., 2000). CAT ucestvuje u razgradnji vodonik peroksida koji nastaje
tokom glioksalatnog ciklusa fotorespiracije, katabolizma purina i1 kao posledica
aktivnosti oksidaza ukljucenih u B-oksidaciju masnih kiselina (Willekens et al., 1997,

Feierabend, 2005; Engel ef al., 2006).

Postoje tri izoforme katalaza, koje kodiraju razli¢iti geni 1 koje se razlikuju po
profilima ekspresije: CAT 1, CAT 2 1 CAT 3 (Willekens ef al., 1995). Izolovani su geni
za CAT 1 (Frugoli ef al., 1996), CAT 2 (Chevalier ef al., 1992) i CAT 3 (Newman et
al., 1994). Broj katalaznih izoformi je razli¢it kod razli¢itih biljaka. Broj izoformi se
kre¢e od 2-12 katalaza koje pripadaju pomenutim tipovima; tako su kod Ricinus
communis nadene dve izoforme (Ota et al., 1992), tri kod duvana (Havir & McHale,
1987), pet kod spanaca (Galston et al., 1951), pet kod kukuruza (Williamson &
Scandalios, 1993), pet kod pamuka (Ni et al., 1990), Sest kod 4. thaliana (Frugoli et al.,
1996) 1 ¢ak 12 kod slacice (Drumm & Schopfer, 1974).

Do danas su opisane tri osnovne grupe katalaza koje su filogenetski udaljene :

1. monofunkcionalne katalaze su najrasprostranjenija i najbolje proucena grupa

katalaza. To su tipi¢ne katalaze i naj¢eSce su to tetramerni enzimi.

2. Bifunkcionalne katalaze - peroksidaze su filogenetski povezane sa askorbat

peroksidazama 1 citohrom c oksidazama iz eukariota. Pretezno su dimerni molekuli.

3. Mn-katalaze koje ne sadrze hem. Njihov aktivni centar je bogat manganom.
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SUPEROKSID DISMUTAZE (SOD, EC 1.15.1.1.) - su metaloproteini koji katalizuju
dismutaciju superoksid anjon radikala (O»" ) do molekularnog kiseonika i vodonik

peroksida.
20, +2H" - H20,+ 02

Proces dismutacije se zasniva na istovremenoj oksidaciji jednog radikala i
redukciji drugog (Michalski, 1996). SOD uklanja superoksid, $to direktno smanjuje
rizik od formiranja hidroksil radikala tokom reakcije Haber-Weiss tipa (Aropa et al.,
2002). SOD je prisutna kod svih aerobnih organizama i smatra se da ima centralnu
ulogu u zastiti organizma od oksidativnog stresa (Scandalios, 1993., Bowleretal., 1994.,

Alcheretal., 2007).

Klasifikacija SOD je izvrSena na osnovu metalnog kofaktora koji enzim koristi

da bi bio aktivan. Postoje Fe-SOD, Mn-SOD, Ni-SOD i Cu/Zn-SOD.

Kod visih biljaka Cu/Zn-SOD 1 Fe-SOD su dimeri, dok je Mn-SOD tetramer
(Bowler et al., 1994., Alscher et al., 2002). Mn-SOD se nalazi u mitohondrijama i
peroksizomima (Corpas et al., 1998; Hernandez et al., 1999), ali se moze javiti i u
solubilnoj citosolnoj frakciji (Becana et al., 1986; Hernandez et al., 1994). Cu/Zn-SOD
je karakteristi¢na za citoplazmu 1 hloroplaste. Fe-SOD se nalazi u hloroplastima (Gomez
et al., 1999), ali je otkriven i1 u mitohondrijama (Salin, 1988; Droillard & Paulin, 1990).
Ovaj enzim nije univerzalno prisutan kod svih vis§ih biljaka. Fe-SOD predstavlja
najstariju formu ovog enzima. Ni-SOD je homoheksamerni protein otkriven kod nekih
prokariota. Svi tipovi SOD kod biljaka su proteini kodirani jedarnim genima i mogu se
identifikovati na osnovu osetljivosti prema inhibitorima KCN 1 H202. Mn-SOD je
otporan na oba inhibitora, Cu/Zn-SOD je osetljiv na navedene, dok je Fe-SOD osetljiv
na H»0O;, a otporan na KCN. Prisustvo SOD u skoro svim c¢elijskim organelama je
neophodno zbog nepropustljivosti fosfolipidnih membrana za superoksid (Takahachi &

Asada, 1983).

Na osnovu poredenja sekvenci aminokiselina, smatra se da Mn-SOD 1 Fe-SOD
imaju slicno poreklo i1 da su u procesu evolucije nastale mnogo pre izoforme Cu/Zn-
SOD, koja je evoluirala nezavisno kod eukariota (Kanematsu & Asada, 1990). Fe-SOD

nije otkriven kod Zivotinja, pa ovo navodi na predpostavku da je gen koji kodira Fe-
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SOD tokom evolucije nastao u plastidima, a zatim se tokom procesa evolucije premestio
u genom nukleusa. U prilog ovoj teoriji ide Cinjenica da se u Fe-SOD sekvenci kod
biljaka i cijanobakterija nalazi nekoliko konzervativnih regiona koji ne postoje kod

nefotosintetickih bakterija (Bowler et al., 1994).

U mnonogim istrazivanjima koja su ispitivala aktivnost SOD pokazano je da

ovaj enzim ima pojacanu aktivnost u razli¢itim tipovima stresa.

1.8.3. Antioksidativni sistemi i mehanizmi zaStite od stresa kod briofita

Kod briofita koje rastu na zaslanjenim podlogama, uoCava se sinteza i
akumulacija razli¢itih supstanci poput osmolita i osmoprotektanata u citoplazmi. Ova
pojava se naziva osmotsko prilagodavanje. Ta jedinjenja su naj¢eSée aminokiseline
(prolin, alanin, glicin), Seceri (saharoza, trehaloza, maltoza) i Se¢erni alkoholi (manitol,

sorbitol) (Erxleben et al., 2012).

U zavisnosti od vrste, javljaju se specifi¢niji osmoliti, posebno Seceri. Njihova
uloga je da snizavaju osmotski potencijal na nivo nizi od potencijala okolne sredine,
kako bi usvajanje vode bilo Sto efikasnije. Ispitivanjem sadrzaja Secera u biljkama
tokom stresnih uslova, pokazano je da se u znaCajnim koncentracijama akumuliraju
glukoza, saharoza 1 fruktoza. Oni predstavljaju uobicajene SecCere koji se sintetiSu i
akumuliraju, kako u vaskularnim biljkama, tako i u briofitama (Sivakumar et al., 2002;
Cougée, 2006; Yin et al., 2010; Klavina, 2014). Ipak, u zavisnosti od genotipa, vrste i
uslova stresa,briofite mogu da akumuliraju i neke specifiéne Secere (Robinson et al.,

2000; Marschall & Laufer, 2002; Pejin et al., 2012a; Klavina, 2014).

Takode, neki osmoprotektanti, zbog svoje hidrofilne prirode, imaju funkciju
zadrZavanja minimalnog sadrZaja vode u ¢eliji koja je u stanju desikacije. Posebno se
indukuje sinteza LEA proteina grupe II, kao Sto su dehidrini, koji su zasluZeni za
toleranciju na osmotski stres 1 vodni deficit (Ruibal et al., 2012). LEA proteini
generalno odrzavaju enzimsku aktivnost i deluju kao skevendZzeri (hvataci) slobodnih
radikala i stabilizuju membrane (Wang et al., 2008a). Takode, ovi proteini nisu zasluzni
samo za prezivljavanje biljke u nepovoljnim uslovima, ve¢ 1 u njenom oporakvu i

obnavljanju metabolickih procesa nakon prestanka delovanja stresogenih faktora. COR
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(,,Cold-regulated*) proteini proteini su vazni u toleranciji pri smrzavanju. Zanimljivo je
da se COR proteini aktiviraju pri izlozenosti biljaka stresu solima, osmotskom stresu i

tretmanu sa ABA (Frank et al., 2005; Wang et al., 2008a).

U odbrani ¢elija i1 zastiti njenih makromolekula ucestvuju najcesce proteini iz
familije ,,heat shock® (HSPs). Kod mahovina se sprecificno javljaju mali Hsps (sHSP),
proteini iz ubikvitinske familije, koji deluju kao molekularni Saperoni, sprecavajuéi
agregaciju denaturisanih proteina ili potpomazuci drugim Saperonima da uspostave

pravilnu konformaciju proteina u stanju stresa (Wang et al., 2008a).

Fenolna jedinjenja poseduju znacajna fizioloSko-hemijska svojstva i1 bioloSke
karakteristike. Posebno je izraZena sinteza fenola kod biljaka koje rastu na podlozi sa
slabim do umerenim salinitetom, dok se na visokim koncentracijama soli moze primetiti
znatni pad sadrZaja ukupnih fenolnih jedinjenja u biljkama (Navarro ef al., 2006; Lim et
al., 2012; Rezazadeh et al., 2012). Takode, poznato je da briofite sintetiSu veliki broj
sekundarnih metabolita, izmedu ostalog i fenolna jedinjenja, u odgovoru na razli¢ite

sredinske stresore (Asakawa, 2007).

1.8.4. Uloga apscisinske Kiseline u odgovoru briofita na abioticki stres

Apscisinska kiselina (ABA) je nazvana hormon stresa, jer ima veoma vaznu
ulogu kao signalni molekul u stresnim uslovima, kada je biljka izloZena dejstvu
ekstremnih spoljasnjih faktora. Dominantno mesto sinteze ABA su celije koje sadrze

plastide, etioplaste, hloroplaste ili amiloplaste.

Biosinteza apscisinske kiseline obavlja se u hloroplastima i drugim plastidima.
Pocetno jedinjenje u sintezi je izopentenil pirofosfat, koji nastaje od piruvata i
gliceraldehid-3-fosfata. Dalje su mogu¢a dva alternativna puta biosinteze ovog
hormona: direktan od farnezil pirofosfata i indirektan od karotenoida. Apscisinska
kiselina je podlozna promenama koje je inaktiviraju. Jedan nacin njene inaktivacije jeste
oksidacija, kojom se preko hidroksi-metil-ABA dobija fazeinska, a potom 1
dihidrofazeinska kiselina. Ova jedinjenja imaju mnogo slabija fizioloSka dejstva nego

ABA. Drugi nacin njene inaktivacije jeste njena konjugacija sa Secerima.Apscisinska
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kiselina i jedinjenja koja su proizvodi njenog metabolizma imaju regulatornu ulogu u
onim fazama razvi¢a u kojima biljka prelazi iz aktivnog rastenja u stanje mirovanja.

ABA ima niz znacajnih uloga i1 kod traheofita i kod briofita. Kod traheofita
vazna je u regulaciji transpiracije, stresnim odgovorima, klijanju semena 1
embriogenezi. Njena najvaznija funkcija je u signalizaciji vodnog stresa i regulaciji
gubitka vode. Utvrdeno je njeno prisustvo u protonemi kod Funaria hygrometrica
(Bhatla & Dhingra-Babbar, 1990; Werner et al., 1991). lako putevi bisinteze ABA nisu
u potpunosti poznati kod ove grupe biljaka, utvrdeno je da briofite sintetiSu apscisinsku
kiselinu.

Najveca koncentracija ovog hormona nalazi se kod briofita koje su adaptirane
na su$ne uslove sredine, a najniza koncentracija je kod akvati¢nih vrsta, Sto ukazuje da
ABA mozZe imati ulogu u toleranciji na suSu i stressolima (Hartung et al., 1994). U
slucaju vrste F. hygrometrica ABA ¢ini protonemu otpornom na susu a kod biljaka iz
reda Marchantiales ona indukuje toleranciju talusa na suSu. Pokazano je da postepeno
isuSivanje mahovine F. hygrometrica dovodi do porasta sadrzaja ABA ¢ak do 10
nmol/g suve tezine (Werner et al, 1991). lako su starija istraZivanja pokazivala da
jetrenjace ne sintetiSu ABA (Chopra & Kumar, 1988), rezultati novijih istrazivanja na
pojedinim jetrenjacama ukazuju na Cinjenicu da ove biljke npr. Riccia sp. sadrze
znacajne koli¢ine ABA (Bopp & Werner, 1993). Takode je pokazano da i1 roZnjace u
svom suvom stanju sadrZe znacajne koli¢ine ovog hormona.

U slucaju krioprezervacije, upotreba ABA skracuje duZinu postupka kao 1
gubitak biljnog materijala u slucaju vrsta Ceratodon purpureus, P. patens, F.
hygrometrica (Christianson, 1998). Takode, Dence (1998) je otkrio da je ABA
neophodna za krioprezervaciju nekih jetrenjaca kao Sto su R. fluitans 1 M. polymorpha,
jer sprecava oStec¢enja koja bi nastala desikacijom.

Kod Atrichum androgynum primena ABA pre desikacije smanjuje curenje
elektrolita kroz membranu (Becet, 1999). Takode je poznato da ABA povecava
toleranciju na isuSivanje mahovine A. undulatum. Becet (1999) je predpostavio da
predtretman ABA-om, moZe smanjiti prenos energije izmedu hlorofila koji apsorbuje
svetlost 1 fotosistema II. Predtretman ABA-om bi mogao povecati toleranciju

mahovinana stres isuSivanja, smanjuju¢i produkciju ROS formi u fotosistemu II.
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Eksperimentalno je pokazano da se fotosistem II znatno brze oporavlja nakon
desikacije, ako su biljke imale predtretman ABA-om.
isuSivanja jeste naruSavanje integriteta celijske membrane, §to dovodi do njene
izmenjene propustljivosti. Becet (1999) je otkrio da bi primena ABA mogla da smanji
gubitak kalijuma kod A. androgynum, na slican nacin kao §to bi bila i delimi¢na
dehidratacija, koja prethodi isuSivanju. Dobijeni rezultati su pokazali smanjenje
relativnog sadrzaja vode u €eliji, koji je smanjio gubitak kalijuma za 15-20%.

Najnovija istrazivanja pokazala su da ABA poboljsava toleranciju na stres suse i

osmotski stres kod briofita (Cuming, 2011; Khandelwal et al., 2010).

1.9. Biologija ispitivanih vrsta
1.9.1. Physcomitrella patens(Hedw.) Bruch & Schimp.

Vrsta P. patens (Hedw.) Bruch & Schimp. (Slika 16) pripada klasi Bryopsida,
redu Funariales, familiji Funariaceaec i rodu Physcomitrella. P. patens je Sirokog
rasprostranjenja u umerenom klimatu, 1 efemernog je pojavljivanja na vlaznim
podlogama. Cesto se moZe naéi u delovima gde voda plavi, kao i uz samu obalu
vodenih ekosistema (Hodgetts, 2010; Cuming, 2011), zbog ¢ega 1 ima kratak Zivotni

ciklus.

Zivotni ciklus P.patens se odvija kroz naizmeniénu smenu dve faze, slobodno
ziveceg haploidnog gametofita 1 diploidnog sporofita, koji je delimi¢no zavisan od
gametofita u pogledu ishrane i potpore (Cove et al, 1997). Gametofitna generacija
otpocCinje klijanjem haploidne spore iz koje se apikalnim rastom formira germinaciona
cev. Ona izrasta i1 formira razgranatu filamentoznu protonemu. Protonema se sastoji od
dva razli¢ita tipa Celija: celije hloroneme i1 kauloneme. Za razliku od biljaka sa

semenom, haploidni gametofit predstavlja dominantnu fazu kod mahovina.

U kulturi in vitro, u procesu regeneracije protoplasta, zapazeno je da se direktno
razvijaju hloronemalni filamenti, a tek kasnije kaulonema (Cove et al, 1997). Na
protonemi se formiraju pupoljci, od Cije ¢e apikalne ¢elije nastati inicijalni meristem za

razvice listastog adultnog gametofita. Na ovaj nacin se postize prelaz iz juvenilnog
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protonemalnog tkiva ka adultnom gametofitu, koji se odlikuje stabljikom sa listi¢ima i

rizoidima na bazi.

Sledeca faza u razvicu briofita je formiranje seksualnih organa. Obzirom da se
oni razvijaju na adultnom gametofitu, on se moZze nazvati i gametoforom (Frank ef al.,
2005). Hermafroditne vrste mahovina, kojima pripada i P.patens, nose 1 muske

(anteridije) 1 zenske (arhegonije) polne organe na istoj biljci.

Genom P. patens je kompletno sekvenciran 1 objavljen pocetkom 2008. godine
(Rensing et al., 2008). Primenom proto¢ne citometrije i mikroskopije, procenjeno je da
se haploidni genom sastoji od 27 hromozoma, ukupne veli¢ine od oko 510 Mbp (Lang
et al., 2008), §to je tri puta vise u poredenju sa genomom biljke A. thaliana (Cove et al.,
1997). Postoji oko 27000 gena, koji kodiraju proteine. Ipak, detaljnije analize su
potrebne da bi se znao konaCan broj gena, jer u genomu P. patens postoji dosta
transpozona, transportnih i mikro RNK molekula (Lang et al., 2008). Ovi podaci su od
velikog znacaja za komparativne analize sa genomima drugih biljaka, kao §to su A.

thaliana ili pirinag, Sto bi doprinelo razumevanju diverziteta biljaka.

P. patens predstavlja model sistem medu briofitama. Bitna karakteristika ove
vrste je da ima visok stepen homologne rekombinacije (Schaefer & Zryd, 1997,
Schaefer, 2002). Ono §to ¢ini P. patens pogodnom u istraZivanjima jeste i kratak Zivotni
ciklus (Reski, 1998b; 1999; Cove, 2000). Takode, jednostavna grada pogoduje praéenju

intracelularnih procesa tokom morfogeneze.

Slika 16.Physcomitrella patens

http://www .korseby.net/outer/flora/bryophvta/funariaceae/physcomitrella patens.jpeg
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1.9.2. Entosthodon hungaricus (Boros) Loeske

E. hungaricus (Slika 17) je endemska evropska vrsta.Vrsta pripada klasi Bryopsida,
redu Funariales, familiji Funariaceae. Ova mahovina je karakteristicna za suva i slana
staniSta. Smatra se retkom i ugroZzenom vrstom. U ekoloSkom smislu, indikator je
povecane zaslanjenosti staniSta. EkofizioloSke i biohemijske karakteristike ove vrste su
ono $to joj na ovakvim staniStima daje prednost i €ini atraktivnom za istrazivanja u

oblasti fiziologije stresa, posebno mehanizama otpornosti i tolerancije na stres solima.

Slika 17. Entosthodon hungaricus (autor fotografije Nada Nikoli¢)

1.9.3. Henediella heimii (Hedw.) Hampe

Vrsta H.heimii (Slika 18) pripada klasi Bryopsida, redu Pottiales, familiji
Pottiaceae 1 rodu Henediella. Sinonimi za ovu vrstu su Desmatodon heimii (Hedw.)
Mitten 1 Pottia heimii (Hedw.) Firnrohr. H. heimii naseljava pretezno obale slanih ili
braki¢nih vodenih povrSina, kao S§to su slane mocvare i blatnjave depresije, zaslanjena
zemljiSta u unutra$njosti kopna i ivice prometnih puteva sa kojih se spiraju soli. H.
heimii je retka 1 ugroZena vrsta mahovina koja je karakteristicna za slana staniSta, a o
¢ijoj biologiji se malo zna. U ekoloskom smislu, indikator je povecane zaslanjenosti
staniSta. Misli se da je obligatan halofit. Ipak, njeno prisustvo na ovakvim staniStima
moze biti odraz slabe kompetitivnosti, a prejake konkurencije drugih biljaka van slanih

staniSta. Ekofizioloske 1 biohemijske karakteristike ove vrste su ono §to joj na ovakvim
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staniStima daje prednost i ¢ini atraktivnom za istraZivanja u oblasti fiziologije stresa,

posebno mehanizama otpornosti i tolerancije na stres solima.

H. heimii raste u busenovima duzine oko 2.5 cm, koji su Zuckasto-zelene ili
braon boje 1 koji podse¢aju na mnoge druge mahovine (Slika 18). Sporofit ove vrste je
veoma specifiCan 1 ne moze se pomesati ni sa jednom drugom vrstom mahovina.
Sporofit poseduje dugu, debelu i izuvijanu setu, koja moze biti duza od 1 cm. Kapsula
ima dug i koso postavljen poklopac. Kada je zrela izdize se iznad otvora uz pomo¢
krutog stubica izgradenog od unutrasnjeg tkiva kapsule (kolumele) i na taj na¢in dobija

karakteristiCan izgled koji podseca na ¢arobnjakov Sesir (Slika 18).

Spore se oslobadaju tako $to poklopac, koji je inace veoma istrajan, otpadne sa
Gaure. Sto se ti¢e gametofita, on podseéa na veliki broj uobicajenih, efemernih
mahovina, kao Sto je Tortula truncata, ali za razliku od nje, H. heimii ima nazubljeni
vrh filoida i formira svetlo zelene grupacije sa ¢vrstim rozetama Sirih filoida. Oblik
filoida se krece od ovalnog do nazubljenog i imaju izrazeno srednje rebro. Dugi su oko

1.5-2 cm 1 postaju duZi i viSe paralelno postavljeni u odnosu na vrh kratkog kauloida.

Slika 18. H. heimii u prirodnom staniStu

Izvor: http://moonmoths.blogspot.rs/2011/04/wernffrwd-salt-marsh-mound.html
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2. CILJEVI RADA

Osnovni ciljevi istrazivanja izvedenih u okviru ovog rada bili su:

1. Ispitivanje uticaja egzogeno dodate apscisinske kiseline na morfogenezu

odabranih vrsta briofita

2. Uspostavljanje in vitro sistema za propagaciju retkih i/ili ugroZenih vrsta

mahovina E. hungaricus 1 H. heimii.

3. Odredivanje optimalnih koncentracija auksina 1 citokinina u procesu

morfogeneze E. hungaricus i H. heimii.

4. Ispitivanje i1 poredenje mehanizama koji su odgovorni za prezivljavanje i/ili
toleranciju E. hungaricus, H. heimii 1 P. patens na stres solima tokom tri dana tri nedelje

gajenja na hranljivim podlogama sa razli¢itim koncentracijama NaCl u uslovima in vitro

5. Uporedno ispitivanje biohemijskih i1 ekofizioloSkih parametara kod navedene

tri vrste mahovina u uslovima stresa solima.
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3. MATERIJAL I METODE
3.1. Biljni material

Kao polazni biljni materijal koriS¢ene su tri vrste mahovina (E. hungaricus, H.
heimii 1 P. patens). Biljni materijal za uspostavljanje in vitro kultura E. hungaricus 1 H.
heimii sakupljen je na zaslanjenim zemljiStima na teritoriji Madarske, a vrsta P. patens
predstavlja umnozeni genotip ,,Gransden” ove sekvencirane model mahovine. Biljni
materijal vrste P. patens dobijen je iz laboratorije u Frajburgu. U eksperimentima su
koris¢eni samo umnozeni genetski nepromenjeni divlji tipovi sve tri vrste.

Prva faza uspostavljanja in vitro kultura mahovina E. hungaricus 1 H. heimii jeste
sterilizacija biljnog materijala donetog iz prirode. Sterilizacija je vrSena odvajanjem
delova sporofita 1 gametofita i njthovim potapanjem u razliite rastvore koji sluze kao
dezinfekciono sredstvo. Rastvori koriS¢eni za sterilizaciju su: sterilna voda, hipohlorasta
kiselina (NaOCl), etanol i natrijum dodecihlorid (NaDCC). Sterilisani su i gametofit i
sporofit, razli¢itim sterilizacionim sredstvima i u razli¢itom vremenskom periodu
izlaganja biljnog materijala navedenim rastvorima za sterilizaciju. Nakon sterilizacije,
biljni materijal je ispiran sterilnom dejonizovanom vodom i prebacivan na hranljivi

medijum.

Nakon uspostavljanja kulture in vitro, u hranljivi medijum (BCD) su
egzogeno dodate razliite koncentracije regulatora rastenja i razvica biljaka, tj. auksini
(indol-3-buterna kiselina — IBA) i citokinini (6-benzilaminopurin — BAP). Pracen je
pojedinacni efekat auksina, odnosno citokinina, kao i njihov sinergisticki efekat na
morfogenezu ispitivanih vrsta mahovina. Koncentracije regulatora rastenja i razvica
koriS¢ene u postavci eksperimenta su: 0, 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10 uM. Nakon isteka Sest
nedelja mereni su najvaZzniji parametri morfogeneze: precnik protoneme 1 indeks

multiplikacije.
Dizajn eksperimenta:

U eksperimentima u kojima je pracen efekat stresa solima na morfogenezu i

preZivljavanje tri ispitivane vrste mahovina, kori§¢ene su razlicite koncentracije NaCl (0,
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5, 10, 50, 100, 200, 300 i 500 mM). U svim eksperimentima, za sve tretmane, postavljano

je po 15 eksplantata duzine 1 cm u po Cetiri Petri kutije po navedenoj koncentraciji soli.

I eksperiment: Dugotrajni stres solima je trajao tri nedelje. Biljke su u uslovima
in vitro postavljane na razlicite koncentracije NaCl. Ovaj tip eksperimenta predstavlja

dugotrajno izlaganje biljaka stresu solima.

IT eksperiment:Ovaj tip eksperimenta je trajao tri dana. Biljke su postavljane na
razli¢ite koncentracije NaCl 1 gajene su u uslovima in vitro. Ovaj tip eksperimenta

predstavlja kratkotrajno izlaganje biljaka stresu solima.
Po zavrSetku eksperimenta mereni su sledec¢i parametri morfogeneze:

1. Prisustvo i prec¢nik protoneme;
2. Indeks multiplikacije;
3. Prezivljavanje.
Indeksom multiplikacije se smatra broj adventivnih izdanaka mahovina H. heimii,
E. hungaricus 1 P. patens koji su se razvili multiplikacijom pocetnog eksplantata. Nakon
morfometrijskih merenja biljni materijal je stavljen u ependorfe koje su potapane u te¢ni

azot, potom ¢uvane u zamrzivacu na -70 °C i materijal je koriS¢en za dalje analize.

Osim  merenja  navedenih  morfogenetskih  parametara, radeno je
spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije fotosintetickih pigmenata, ukupnih
proteina, prolina, slobodnih aminokiselina, fenolnih jedinjenja i kvantifikacija aktivnosti
anioksidativnih enzima (peroksidaza, katalaza i superoksid dismutaze). Za razdvajanje
izoformi rastvorljivih Celijskih enzima koriS¢ena je nedenaturiSuca elektroforeza u

poliakrilamidnom gelu, a Seceri i fenoli su analizirani HPLC metodom.
3.2. Sterilizacija posuda, instrumenata i hranljivih podloga

Sve hranljive podloge 1 stakleno posude za gajenje kultura sterilisani su u
autoklavu 25 — 30 min na temperaturi od 114 °C i pri pritisku od 0.67 bara (0.067 MPa ili
0.8 atm), dok su staklene Petri kutije i voda sterilisani u autoklavu 60 min, na temperaturi
od 135 °C. Instrumenti koji su koriS¢eni za manipulaciju biljkama, sterilisni su

neposredno pre rada u laminaru, prokuvavanjem 30 min u destilovanoj vodi. Zatim su
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prenoseni u posudu sa 96% etanolom, a potom sterilisani nad plamenikom Spiritusne

lampe u laminarnoj komori.

Sve asepticne manipulacije sa biljnim kulturama obavljene su u laminarnoj komori.
Radna ploc¢a laminara pre pocetka rada oc¢iS¢ena je 96% etanolom. Manipulacija kulturama

je obavljana na sterilnim kartonskim tacnama ili Petri kutijama.
3.3. Uslovi gajenja in vitro kultura

Sve kulture su gajene u specijalizovanim prostorijama sterilnog bloka BioloSkog
fakulteta, na Institutu za botaniku i Botanickoj basti ,,Jevremovac®, pri kontrolisanim
uslovima sredine: temperatura je odrzavana na 18+2 °C, a vlaznost vazduha na 60-70%,
pri uslovima dugog dana (16h svetlo, 8h mrak). Kao izvor svetlosti koriS¢ene su

fluorescentne cevi “Tesla” Panéevo, 65 W, fluksa 50 umol m2s™.

3.4. Sastav hranljivih podloga

Za sve tri vrste mahovina kori$¢ena je trokomponentna BCD podloga (Ashton &
Cove 1977; Tabele 2 — 5) sledeCeg sastava: komponente B, C i D, koje sadrze razlicite

mineralne soli u razli¢itim koli¢inama, kao 1 soli u tragovima.

Tabela 2. Sastav B komponente u osnovnoj BCD podlozi

B komponenta kolic¢ina (g/)
MgSO4x7H>O 25¢g
Anhidrovani MgSO4x7H>0 12¢g

Tabela 3. Sastav C komponente u osnovnoj BCD podlozi

C komponenta koli¢ina (g/1)
KH2PO4 25¢g
Voda 500 ml
pH podesiti na 6.5 do 11 vode
pomocu 4M KOH
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Tabela 4. Sastav D komponente u osnovnoj BCD podlozi

D komponenta kolic¢ina (g/)

KNO3
FeSO4x7H,0

Tabela 5. Sastav elemenata u tragovima u osnovnoj BCD podlozi

Elementi u tragovima kolic¢ina (g/)

H;BO3
AIK(S04)2x12H,0
CuSO4x5H,0
KBr
LiCl
Na;MoOsx2H>0
MnCl; x4H>O
CoCl> x6H20
ZnSO4x7H20
KI
SnCl; x2H>O
NiCl» x6H>0

U podloge je dodavano 8 g/l agara, a pH vrednost medijuma je podesavana na 5.8-6.0 jedinica.
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3.5. Spektrofotometrijska analiza fotosintetickih pigmenata

Za izolaciju hlorofila i karotenoida koris¢eno je po 20 mg zamrznutog biljnog
materijala za svaki tretmani 2 ml 96% etanola. Ependorfe su stavljene u termo Sejker 1
inkubacija je trajala 10 min na 70 °C. Etanol sa ekstrahovanim pigmentima prebacen je u
kvarcnu kivetu 1 kvantifikacija sadrzaja hlorofila 1 karotenoida vrSena je na
spektrofotometru (UV — visible Spektrofotometar, Agilent 8453), na tri talasne duzine:
470, 648 1 664 nm.

Koncentracije fotosintetiCkih pigmenata racunate su prema slede¢im formulama

(Lichtenthaler, 1987), u odnosu na suvu masu uzoraka:
Clatb)= 5.24 Asss + 22.24 Aess ukupna kolicina hlorofila
Ca=13.36 Asea — 5.19 Agas
Cp=27.43 Agsas — 8.12 Ases
Cxtc) =1000 Asg70 — 2,13 Co— 97.64 C/209 ukupna kolic¢ina karotenoida

Odnos hlorofila a 1 b je rac¢unat po formuli Ca/C.

3.6. Izolacija i kvantifikacija fotosintetiCkih pigmenata i tokoferola

Za odredivanje izabranih metabolita su koriS¢eni standardi o -, B -, vy -, O -
tokoferol, hlorogena kiselina i rutin (proizvodac¢ Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemacka);
a -, B - karoten, neoksantin, violaksantin, anteraksantin, zeaksatin, lutein i1 hlorofil
koriS¢eni su iz DHI LAB proizvoda (Hoersholm, Danska). Svi standardi su bili visoko
precis¢eni (najmanje 95% cCistoce). Rastvaraci aceton, etilacetat, metanol 1 acetonitril
(proizvoda¢ Merck) su bili analiticke (HPLC) cisto¢e. Voda koja se koristila za
pripremu rastvora bila je bidestilovana i preciS¢ena sa Milli-Q vodenim sistemom tipa

Millipore (Braedford, SAD).

Hloroplastni pigmenti (neoksantin, violaksantin, anteraksantin, zeaksatin, lutein,
a-karoten, PB-karoten, hlorofil a, hlorofil b) su odredeni metodom opisanom u radu
Morales 1 Himenez (2003). Pigmenti su ekstrahovani iz 100mg liofilizovanog

homogenizovanog biljnog materijala sa 5 ml ledeno hladnog acetona u ledenom
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kupatilu, koriste¢i T-25 Ultra-Turrak-sov (IKA-LABORTECHNIK, Staufen, Nemacka)

homogenizator na 25 s. Sve procedure ekstrakcije uradene su pri slabom svetlu.

Dobijeni ekstrakti su filtrirani kroz 0.2 um Minisart SRP 15 filtere (Sartorius
Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Nemacka) i zatim podvrgnuti HPLC analizi
(Spherisorb S5 ODS-2 250 x 4.6 mm kolona sa S5 ODS-2 50 x 4.6 mm predkolonom
(Alltech Associaties, Inc., Deerfield, USA)), koris¢enjem sledecih rastvaraca: rastvarac
A: acetonitril/metanol/voda (100/10/5, v/v/v); rastvara¢ B: aceton/etilacetat (2/1, v/v),
pri brzini protoka od 1 ml min™!, kori§éenjem linearnog gradijenta od 10% rastvaraca B
do 70% rastvaraca B 18 min, sa vremenom od 30 min i fotometrijskom detekcijom na
440 nm. HPLC analiza je izvedena na Spectra-Phisics HPLC sistemu sa Spectra Focus
UV-vis detektorom (Fremont, USA). Identifikacija jedinjenja je dobijena poredenjem
retencionih vremena i spektara kao i dodavanjem standarda. Koncentracije pigmenata su

izracunate uz pomo¢ odgovarajuéih spoljasnjih standarda.

3.7. Izolacija ukupnih solubilnih proteina

Za izolaciju ukupnih solubilnih proteina kori$é¢en je po 1 g zamrznutog biljnog
materiala, iz kulture in vitro. Uzorci su homogenizovani u avanu pomocu te€nog azota,
uz dodavanje 1 ml ekstrakcionog pufera (Tabela 6). Pufer sadrZi: polivinilpolipirolidon —
PVPP, koji vezuje fenole (oni oksiduju proteine i dezaktiviraju ih), ditiotreitol — DTT
koji sprecava oksidaciju sulfthidrilnih grupa i stvaranje disulfidnih mostova, a samim tim,
promenu konformacije proteina, zatim, glicerol, koji stabilizuje enzime, heliraju¢i agens
etilendiamintetrasiréetnu kiselinu — EDTA, koji ima ulogu da vezuje dvovalentne jone
metala, neophodne za aktivnost enzima i1 fenilmetilsulfonil fluorad — PMSF koji je

inhibitor proteaza.
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Tabela 6. Pufer za ekstrakciju proteina (Simonovic et al., 2004)

Supstanca Koli¢ina za 100 ml

10 x PEB (500mM Tris pHS, 10mM E
87% glicerol

PVPP

IM DTT (100x)

100 mM PMSF u etanolu (100x)
H>O

Homogenizovani uzorci sa ekstakcionim puferom premesteni su u ependorfe,
nakon cega su centrifugirani 5 min na 4 °C, pri brzini 12000 obrtaja (Eppendorf Mini
Spin F-45-12-11 19528). Gornja faza tj. izdvojeni supernatant (u kome su se nalazili
rastvorljivi proteini — “crude extract”) prebacen je u nove ependorfice na ledu, a potom
je ¢uvan na -80 °C do upotrebe. U talogu su bili ¢elijski ostaci — organele i ¢elijski zid.
Koncentracija ukupnih proteina odredena je Bradfordovom metodom (Bradford, 1976).
Metoda se zasniva na vezivanju boje komazi plavo G-250 za molekul proteina, odnosno,
za aminokiselinske ostatke hidrofobnih aminokiselina i arginina. Koris¢en je 1 ml
Bradfordovog reagensa (Tabela 7) i 20 ul uzorka. Bradford reagens je tamno-crven,
nakon dodavanja ekstrakta proteina, u zavisnosti od koncentracije istih, dobijene su
razli¢ite nijanse plave boje, Sto je uslovilo razli¢ite vrednosti apsorbance izmerene
pomocu spektrofotometra. Spektrofotometrijsko merenje je vrSeno na talasnoj duzini od
595 nm, a kontrola je bila voda. Na osnovu standardne krive napravljene uz koriséenje
Sest standarada BSA rastvora (bovin serum albumina, Tabela 7) izradunata je

koncentracija ukupnih proteina.
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Tabela 7. Reagensi (Bradford, 1976)

Supstanca Koli¢ina Finalna koncentracija

Bradford-ov reagens (5x),

(Rastvor bi trebalo da bude
tamnocrven, pH 0.01)

Esej reagens

Standardni rastvor BSA

Uzorci

3.8. Biohemijska analiza aktivnosti antioksidativnih enzima kod tretiranih biljaka

3.8.1. Spektrofotometrijska kvantifikacija aktivnosti solubilnih peroksidaza

Aktivnost ukupnih peroksidaza iz frakcije solubilnih ¢elijskih proteina je pra¢ena
spektrofotometrijski, merenjem promene apsorbance na 430 nm. Aktivnost je merena 3
min, na svakih 20 sekundi. Kori$¢en je 0.05 M kalijum-fosfatni pufer (pH=6.5)1 1 M
pirogalol kao supstrat za enzim, uz dodatak 1 M H>O» posle prvih 20 sekundi od pocetka

reakcije.

H>O, + Py » H,O + purpurogalin

Peroksidaza je bisupstratni enzim koji katalizuje transfer elektrona sa donora
pirogalola na vodonik peroksid (redukuje se), a pirogalol koji se oksiduje (e*° = 2.47
mM-'em™) i daje Zuékasto smede jedinjenje purpurogalin koji ima maksimum apsorpcije
na 430 nm. Aktivnost peroksidaze od 1U ima ona koli¢ina enzima koja nagradi 1 umol
produkta za jedan min. Aktivnost se odreduje u toku linearnog dela krive, a izracunava

se prema formuli:
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Akt = (AA * VK) / (Ve * 2.47) [U/ml]

AA - promena apsorbance u min,
Vk - zapremina reakcione smese u kiveti (ml),
Ve - zapremina uzorka u kiveti (ml),

2.47 - molarni ekstinkcioni koeficijent pirogalola.

Aktivnost se izrazava u odnosu na pocetnu suvu masu uzorka (U/g DW) ili u
odnosu na koncentraciju ukupnih proteina (U/mg). Uslovi reakcije su T=28°C i debljina

kiveteod 1 cm.
Sastav reakcione smese za kivetu od 1ml je:

890 pl 100mM natrijum-fosfatnog pufera (pH= 6.5)
30 ul uzorka

60 ul 1M pirogalol (koncentracija u kiveti je 60 mM)
20 pl 1M H20:; (koncentracija u kiveti je 20 mM)

Reakcija zapocinje dodavanjem vodonik peroksida nakon 20 sekundi.

3.8.2. Spektrofotometrijska kvantifikacija aktivnosti solubilnih katalaza

Za odredivanje aktivnosti katalaza koriS¢ena je spektrofotometrijska metoda u
kojoj smo pratili kinetiku nestajanja vodonik peroksida, na talasnoj duzini od 240 nm,
merenjem promene apsorbance, AA (smanjenjem) u vremenu At u toku linearnog dela

krive.
Potrebni reagensi:

Reagens 1: 50 mM K-Na-fosfatni pufer (pH= 7.0)
Reagens 2: rastvor 30% H>O, (priprema se sveze pre merenja i ostavlja se na

temperaturi od 4 °C)
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Izmeri se apsorbanca smeSe (2 ml reagensa 1 i 1 ml reagensa 2) na 240 nm u
odnosu na fosfatni pufer (reagens 1). Apsorbanca treba da iznosi 0.85 (+0.02). Ako nije
zadovoljavaju¢a dodajemo vise 30% H2O: ili fosfatnog pufera u reagens 2 i ponovimo
istu proveru. Dobijeni rastvor H>O> oznac¢imo kao reagens 3. Blank rastvor (kontrola) se

pripremi dodavanjem 2 ml reagensa 1 i 1 ml reagensa 3 (bez uzorka) i meri se AAo.
Enzimska aktivnost se raCuna na osnovu slede¢e formule:
Akt = (AA - AA0)*Vk / (0.0436*Ve) [U/ml]

AA - promena apsorbance u minutu,

AAo - promena apsorbance blank rastvora u minutu,

Vk - zapremina reakcione smese u kiveti (ml),

Ve - zapremina uzorka u kiveti,

0.0436 predstavlja vrednost koja se odnosi na molarni ekstinkcioni koeficijent H>O; na

240 nm [mMem] (Aebi, 1984).

Postupak: u kivetu je sipano 1ml reagensa 3, a zatim dodata ona zapremina
reagensa | tako da ukupna zapremina reakcione smese u kiveti pre merenja bude 3ml
(ukljucujuéi 1 zapreminu koriS¢enog uzorka, koja je uslovljena koncentracijom
proteina). Dodaje se 20 pl uzorka i lagano se izmucka sadrzaj kivete. Katalazna reakcija

pracena je u toku 3 min na 240 nm, na temperaturi od 25 °C.

3.8.3. Spektrofotometrijska kvantifikacija aktivnosti superoksid dismutaza

Aktivnost ukupnih superoksid dismutaza je merena po metodi Beyer—a i1
Fridovich—a (1987). Reakciona smesa (1 ml) se sastojala od: 775 — 800 ul 100 mM K-P
pufera (pH 7.8); 50 pul 0.1 mM EDTA; 50 pl 3.0 mM L-metionina; 50 ul 5.0 mM NBT
(nitro-blue tetrasolium); 50 pl 2.0 mM riboflavina 1 5 — 25 pl uzorka. Reakcija je
otpoCinjala izlaganjem reakcione smeSe osvetljenju od 30W pod fluorescentnom

lampom, 15 min na temperaturi od 20 °C.

SOD aktivnost je odredivana na osnovu kapaciteta ekstrakta da inhibira

fotohemijsku redukciju NBT—a do formazana. Plava boja se pojavljivala tokom reakcije.
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Apsorbanca na 540 nm je izmerena pomocu aparata ELISA Micro Plate Reader (LKB
5060—-006). Kontrolna reakciona smesa je bila bez uzorka proteina. Jedna SOD jedinica
(U) je definisana kao koli¢ina enzima neophodna da inhibira 50% NBT fotoredukcije u

poredenju sa smeSom bez uzorka proteina.

Aktivnost SOD se izrazava u odnosu na koncentraciju ukupnih rastvorenih
protein (U/mg). Sva merenja za spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti katalaza,

peroksidaza i superoksid dismutaza su radena u tri ponavljanja.

3.9. Nativna elektroforeza (Native PAGE)

Razdvajanje izoformi enzima je vrSeno nativnom elektroforezom (Native PAGE)
na poliakrilamidnom gelu. Za razdvajanje izoformi rastvorljivih Celijskih proteina
nedenaturiSu¢om elektroforezom koriséen je poliakrilamidni gel koji sadrzi Separating
gel 7% (za 10 ml gela: 2.35 ml mix-a akrilamida 30% i bisakrilamida 0.8%, 4.8 ml
vode, 2.8 ml 1.5M Tris-a pH= 8.8; 2.5 ul TEMED-a i 50 pul APS-a 10%) 1 Stracking gel
5% (za 4.5 ml gela: 0.75 ml meSavine akrilamida 30% i bisakrilamida 0.8%; 2.83 ml
vode, 0.875 ml 1 M Tris-a pH= 8.2 ul TEMED-a i 45 pl APS-a 10%). Debljina gela bila
je 1.5 mm. Elektroforeza je vrSena u aparaturi za vertikalnu elektroforezu (SE 600
Ruby, Amersham Biosciences, USA), uz priklju¢ivanje aprata za hladenje. Prilikom
ekektroforeze koriS¢en je Running buffer (25 mM Tris, 192 mM glicin) pH=8.3.

Detekcija aktivnosti svakog enzima radena je sa tri ponavljanja.

Radeno je razdvajanje izoenzima kataze (CAT, EC 1.11.1.6), superoksid
dizmutaze (SOD, E.C. 1.15.1.1), pirogalol peroksidaze (POX, E.C. 1.11.7) u
poliakrilamidnom gelu nedenaturiSu¢om elektroforezom. Gelovi su fotografisani na
transiluminatoru (UltraLum Inc, Gel Exlorer-u, Exton, PA). Analiza gelova radena je
primenom grafickog paketa Image.

Na gelove su nanoSeni uzorci proteina (ug/uzorku) u slede¢im koncentracijama: za

analizu CAT (30 pg), POX (50 pug) i SOD (15 pg).
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3.9.1. Detekcija aktivnosti pirogalol peroksidaze u gelu

Razdvajanje izoenzima pirogalol peroksidaza izvrSeno je prema metodi Rothe
(2002), elektroforezom na 200 V u trajanju od 7 h. Ispiranje gelova vrSeno je u 100 mM
citratnom puferu pH=4.0, a potom su inkubirani oko 30 min u reakcionom puferu (100
mM citratni pufer, pH=4.0, 114 ul H>O», 126.1 mg pirogalola rastvorenog u 2 ml vode
(finalna koncentracija pirogalola 10 mM)) do pojave traka. Reakcija nastaje izmedu
H>0: i pirogalola, gradi se purpurogalin, zuto-braon boje. Nakon inkubacije, gelovi su

isprani vodom i ¢uvani u vodi.

3.9.2. Detekcija aktivnosti katalaze u gelu

Razdvajanje izoenzima katalaze izvrSeno je prema metodi Woodbury i saradnika
(1971) elektroforezom, na 200 V, u trajanju od 18 h. Nakon elektroforeze gelovi su
ispirani dejonizovanom vodom 30 sekundi. Potom su bili u 2% rastvoru K3;Fe(CN)s u
periodu od 30 s, a zatim je u ovaj rastvor dodata ista zapremina 2% rastvora FeCls.
K3Fe(CN)s reaguje sa vodonik peroksidom (redukcija Fe** u Fe*"). Dodavanjem FeCls
dolazi do njegove reakcije sa Fe?" i formiranja obojenog Fes[Fe'(CN)¢]2, pa gel postaje
plavo-zelen. Na mestima na kojima je prisutna katalaza, koja vr$i degradaciju H20-,
pojavljuju se bezbojne trake. Pojave bezbojnih traka deSava se u periodu od oko 2 min
nakon dodavanja FeCls;. Kada je kontrast boje traka i gela bio najbolji, reakcija je

zaustavljana ispiranjem gelova vodom.

3.9.3. Detekcija aktivnosti superoksid dismutaza u gelu

Metoda Beauchamp-a 1 Fridovich-a (1971) primenjivana je za razdvajanje izoenzima
superoksid dizmutaze elektroforezom na 200 V, u trajanju od 6.5 h. Gelovi su ispirani
vodom, a zatim inkubirani 30 min: prvi u ImM KCN u K-P puferu (inhibitor Cu/Zn—
SOD izoformi), drugi u 5 mM H;0; u K-P puferu (inhibitor Cu/Zn—SOD 1 Fe-SOD
izoformi), tre¢i u K-P puferu (u kome su Cu/Zn-SOD, Fe-SOD 1 Mn—-SOD izoforme
aktivne). Nakon ovog inkubiranja, svi gelovi inkubirani su u esej reagensu (za 20 ml

reagensa koris¢eno je 4.4 mg NBT, 0.6 mg riboflavina, 80 pl 250 mM EDTA, 4 pl
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TEMED-a i dopunjeno do 20 ml 100 mM K-P puferom pH 7.8 jedinica) 30 min, u
mraku. Nakon ove inkubacije, gelovi su isprani vodom i osvetljavani su svetlos¢u
neonske lampe do purpurno-ljubicaste boje, koja potic¢e od formiranog formazana. Na
mestima aktivnosti SOD uocavale su se bezbojne trake. Pojava razli¢itih SOD izoformi
(Mn-SOD, Fe-SOD i Cu/Zn—SOD) konstatovana je poredenjem belih traka na ova tri

gela. Gelovi su ¢uvani u rastvoru 50% glicerola.

3.10 Spektrofotometrijska kvantifikacija ukupnih prolina

3.10.1. Ekstrakcija slobodnih aminokiselina

Za ekstrakciju slobodnih amino kiselina i prolina primenjivana je metoda
Friedman (2004). Kori$¢eno je 250 mg biljnog materijala, dodato je po 0.5 ml metanola
(HPLC Cdistoce), a nakon toga izvrSena je homogenizacija. Uzorci su prebaceni u
ependorfe od 2 ml i centrifugirani 2 min na 14000 g'. Supernatant je odliven u nove
ependorfe zapremine 2 ml, a nakon toga je dodato jo§ 0.5 ml metanola u ependorfe sa
talogom. Talog je resuspendovan, promesan na vorteksu i centrifugiran. U supernatant je
dodato 2 ml hloroforma, kako bi se uklonili lipidi. U uzorke je zatim dodato 0.75 ml
HPLC-vode 1 uzorci su ponovo centrifugirani da bi se odvojile faze. Gornja vodena faza
je prebacena u nove ependorfe i uparena na vakuum koncentratoru. Nakon pripreme

uzorci su ¢uvani u zamrzivacu na -20 °C.

3.10.2. Odredivanje prolina pomoc¢u Ninhidrinske reakcije

Pripremljni uzorci su rastvoreni u 125 pl vode. Za ninhidrinsku reakciju je
potrebno 20 pl uzorka 1 jo§ 20 pl za reakciju bez ninhidrina. Za pripremanje
ninhidrinskog reagensa potrebno je odmeriti 35 mg ninhidrina i 10 ml etanola. Nakon
toga su pripremljeni standardni rastvori prolina koncentracije: 0, 10, 25, 50, 100, 250,
500, 1000, 5000, 10000, 15000 i 20000 uM. Prolin sa ninhidrinom ima maksimum
apsorpcije na 350 nm. Pored standardnih rastvora za proline, napravljeni su i standardni
rastvori za glicin. Ova standardna kriva sluZi za odredivanje ukupnih aminokiselina,

koje sa ninhidrinom daju plavu boju. Merena je apsorbanca na 570 nm.
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Reakcija: 20 pl uzorka (ili standarda) je pomesano sa 50 pl ninhidrin reagensa,
ependorfice su dobro zatvorene i inkubirane 4 min u kljucaloj vodi, dok ne postanu
tamno plave. Zatim je dodato 930 ul etanola, uzorci su promeSani i merena je

apsorbanca na 350 i 570 nm.

Kako 1 druge supstance apsorbuju na 350 nm kao i smesSa prolina i ninhidrina,
neophodno je bilo odrediti i apsorbancu uzoraka bez ninhidrina. Za reakciju bez
ninhidrina potrebno je 20 pl uzorka i 50 pl etanolal, a nakon dobijanja smeSe uzorci su
inkubirani 4 min na 100 °C. Kada su uradene sve reakcije sa ninhidrinom i paralelno
bez ninhidrina, za sve uzorke merena je apsorbanca na 350 1 570 nm, a koncentracija,
koja se izrazava u uM, se odreduje iz standardnih krivih. Merenje apsorbance radeno je

na mikrotitar ploci, tako $to je u svaki bunari¢ dodato po 20 pl reakcione smese.

Koncentracija prolina = koncentracija SA ninhidrinom — koncentracija BEZ ninhidrina

(M)

Za prolin i1 za ukupne aminokiseline se racuna koliko ima pumol-ova u 500 ul ekstrakta,

odnosno u 1 g sveze mase.

3.11. Analiza fenolnih jedinjenja i odredivanje antioksidacionog kapaciteta biljaka
3.11.1. Odredivanje koli¢ine ukupnih fenolnih jedinjenja (Folin — Ciocalteu test)

Folin—Ciocalteu test (FC test) sluzi za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u
biljnom materijalu. Metoda se zasniva na ¢injenici da polifenoli u biljnom ekstraktu
reaguju sa Folin— Ciocalteu reagensom (redoks reagens, smesa fosfolframove kiseline i
fosfomolibdenske kiseline), pri ¢emu formiraju plavo obojeni kompleks koji se
spektrofotometrijski moze kvantifikovati (Schofield et al., 2001; Blainski et al., 2013).

Za dobijanje etanolnog ekstrakta koji ¢e biti koriS€en za ovaj test koriS¢eno je
200 mg biljnog materijala.Materijal je sprasen u tecnom azotu, a nakon sprasivanja u
avan je dodato 2 ml etanola. Nakon dobijanja ekstrakta, sadrzaj iz avana je prebacen u
ependorfe zapremine 2 ml. Tako pripremljene ependorfe sa ekstraktima su se tokom 60
min inkubirale na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije uzoraka izvrSeno je
centrifugiranje 15 min na 12000 g’!. Nakon centrifugiranja odliven je supernatant, koji

je kori$¢en u daljim analizama.
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Protokol za Folin —Ciocalteu test:

Pre pocetka testa potrebno je napraviti rastvor Folin—Ciocalteu reagensa koji je
napravljen tako Sto se u jednu zapreminu reagensa dodaju dve zapremine destilovane
vode. Zatim se u prethodno obelezene ependorfe doda 300 pl FC reagensa i 1340 pul
dejonizovane vode. Nakon toga dodato je 60 ul uzorka i ependorfe su uz blago
vorteksovanje ostavljene da stoje na sobnoj temperaturi 5 min. Po isteku tog vremena u
ependorfe je dodat 20% Na>COs. Ependorfe su zasticene od svetlosti 1 ostavljene 90 min
na sobnoj temperaturi. Nakon isteka inkubacije, merena je apsorbanca na 765 nm. Kao
slepa proba koris¢ena je smesa, gde je umesto uzorka koris¢en etanol, a kao blank za

ovu reakciju koriséen je 96% etanol.

3.11.2. Odredivanje antioksidacionog kapaciteta biljaka (DPPH test)

DPPH radikal (1.1-difenil-2-pikrilhidrazil) je stabilan radikal sa maksimumom
apsorpcije na 520nm. Reakcijom antioksidanasa, stabilni DPPH- radikali se
transformisu u 1.1-difenil-2-(2,4,6-trinitrofenil)-hidrazin.

Pre pocetka rada napravljen je DPPH rastvor koga su ¢inili 4.5 mg DPPH 1 45
ml metanola, pa je nakon toga izmerena je apsorbanca rastvora na 520 nm. Reakciona
smesa za DPPH metodu sadrzala je 400 pl 1.1-difenil-2-pikrilhidrazila koji je rastvoren
u metanolu 1 ¢ija je apsorbanca iznosila 2.5. Pored 1.1-difenil-2-pikrilhidrazila,
reakcionu smesu su Cinili 100 pl uzorka (biljnog ekstrakta koji je pripremljen na isti
nacin kao 1 uzorci za Folin — Ciocalteu test), kao 1 500 pl metanola. Reakciona smesa je
inkubirana 60 min na sobnoj temperaturi, u uslovima mraka, da bi se odigrala reakcija
redukcije DPPH- radikala. Stepen redukcije DPPH- radikala je odraden merenjem
apsorbance na 520 nm, uz tri ponavljanja za svaki uzorak. Kao standard kori§c¢en je
derivat vitamina E rastvorljiv u vodi — troloks, tj. 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhromat-2-

karboksilna kiselina.

3.11.3. UHPLC/-HESI-MS/MS (Te¢na hromatografija pod ultra visokim
pritiskom sa MS/MS masenom spektrofotometrijom) analiza fenolnih jedinjenja u
metanolnim ekstraktima

Hromatografsko razdvajanje standarda fenola i ekstrakata mahovina, uradeno je

na Dionex Ultimate 3000 UHPLC sistemu (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
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Nemacka) koji poseduje binarnu pumpu, vakuum degaser, termostat za kolone i auto-
sempler. Hypersilgold C18 kolona dimenzija 50 x 2.1 mm, sa Cesticama veli¢ine 1.9 pm
(Thermo Fisher Scientific, USA), koriS¢ena je u analizama za hromatografsko
razdvajanje. Mobilna faza se sastojala od 0.01% rastvora siréetne kiseline (A) i
acetonitrila (B), a uzorci su eluirani prema slede¢em gradijentu: 5-20% B u prva 3 min;
20-40% B od 3 do 5 min, 40-50% B od 5 do 7.5 min, 50-60% B u periodu od 7.5 do 8.5
min, 60-95% B od 8.5 do 10.5 min, 95% B do 11.5 min, 95-5% B od 11.5 do 12 min, i
na kraju 5% B do 15 min. Protok je podesen na 0.400 ml min’, dok je kolona
termostatirana na 30°C.Injekciona zapremina iznosila je 15 ul. Sve analize su uradene
sa rastvorima MS c¢isto¢e (Fisher Scientific UK, Leics, UK). Za kontrolu UHPLC
instrumenta je koriS¢éen Chromeleon Xpress softver (Thermo Fisher Scientific, Bremen,

Nemacka).

UHPLC sistem je konfigurisan sa triple-quadru pole masenim
spektrofotometrom (TSQQ u antum AccessMAX, Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Nemacka) sa elektronsprej jonizacijom (HESI, eng. Heated electrospray ionization).
Temperatura jonske probe (eng. vaporizertemperature) masenog spektrofotometra
(TSQQ uvantum Access Maxtriple-quadrupole mass spectrophotometer) je podesena na
350°C. HESI proba je podesSena na sledece parametre: voltaza 3500 V, pritisak noseceg
gasa (N2) 28 AU (arbitrarne jedinice; eng. arbitraryunits), pritisak gasa u jonskom
izvoru 0 AU, pritisak auksilarnog gasa 4 AU, temperatura kapilare 270 °C, podeSavanje
jonskih sociva 55 V. Podaci dobijeni na masenom spektrofotometru su praceni u
negativnom modalitetu, u opsegu m/z od 100 do 1000. U eksperimentima fragmentacije,
disocijacija molekula je indukovana kolizijom (CID, eng. collision-induced

dissociation), pri cemu je energija kolizione ¢elije podeSena na 30 eV.

Standardi kafeinske kiseline, p-kumarne kiseline, rutina, izokvercitrina,
astragalina, apigetrina, naringenina, apigenina i kampferola su nabavljeni od Sigma-
Aldrich (Steinheim, Nemacka). RazblaZenja standarda su pripremljena rastvaranjem u

metanolu, u opsegu koncentracija 1 ng ml! do 50 pg ml™.
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3.12. Analiza sadrZaja SeCera HPLC - PAD metodom
Po 20 mg svakog uzorka je ekstrahovano sa po 1 ml metanola tokom 1 h.
Supernatant koji je dobijen nakon centrifugiranja tokom 15 min brzinom 13000 g,

koris¢en je za dalje analize.

Rastvorljivi  Se€eri su identifikovani 1 kvantifikovani metodom tecne
hromatografije pod visokim pritiskom sa pulsnom amperometrijskom detekcijom
(HPLC-PAD). Koncentracije glukoze, fruktoze i saharoze su preracunate na osnovu
povrsine njihovih pikova, a kao standardi su koriS¢ene Ciste supstance (Sigma Co. St.
Luis, MO). Analize su uradene Waters Breeze hromatografskim sistemom (Waters,
Milford, MA), koji je snadbeven elektrohemijskim detektorom (Waters 2465) sa
zlatnom random elektrodom pre¢nika 3 mm i vodoni¢nom referentnom elektrodom. Za
mobilnu fazu koris¢en je 0.2M NaOH. Za pripremanje 0.2 M rastvora NaOH koriséen je
rastvor NaOH (50% w/w, sa niskim sadrzajem karbonata, J.T. Baker, Deventer,
Holandija) i dejonizovana voda. Razdvajanje Secera je izvrSeno koriS¢enjem CarboPac
PA1 (Dionex, Sunnyvale, CA) kolone (250 x 4mm) koja je povezana sa odgovaraju¢om

CarboPac PA1 predkolonom.

Seéeri su eluirani tokom 20 min, pri protoku od Iml min™', na konstantnoj
temperaturi od 30°C. Signali su detektovani u pulsnom modu sa slede¢im oblikom
signala: E;=+ 0.05 V tokom 400 ms; E>=+ 0.75 V tokom 200 ms; E3=- 0.15 V tokom
300 ms 1 u okviru 180 ms integrativnog vremena. Vremenska skala filtera je 0.2 s 1
opseg od 200 — 500 nA za celu mV skalu. Analize za svaki uzorak su uradene u tri

ponavljanja. Vrednosti su izrazene u jedinicama mmol Secera na 100 g suve mase.
3.13. Statisticka obrada podataka

Za statisticku obradu podataka korisS¢en je softver STATISTICA. Podaci su
podrvgnuti analizi varijanse (ANOVA), a poredenja izmedu srednjih vrednosti su
uradena pomocu Fisherovog LSD post-hoc testa, sa nivoom statisticke znacajnosti od
p<0.05. Finalna graficka obrada podataka uradena je pomo¢u ORIGIN 6.0 (OriginLab
Corporation 1991-2002, USA). Prikazani rezultati predstavljaju srednje vrednosti

izraCunate na osnovu tri tehni¢ka ponavljanja.
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4. REZULTATI
4.1. Uspostavljanje in vitro kulture vrsta E. hungaricus i H. heimii

Za uspostavljanje in vitro kulture vrsta E. hungaricus 1 H. heimii koris¢eni su

gametofiti 1 sporofiti.

Na osnovu dobijenih rezultata pokazano je da sterilizacija biljnog materijala u
etanolu dovodi do brzog propadanja hlorofila i stoga je etanol poguban za sterilizaciju
gametofita. Slicni rezultati su dobijeni 1 u slucaju uspesne sterilizacije sporofita kada je
kao sredstvo za sterilizaciju koris¢en etanol. Koris¢enjem kombinacije etanola i NaOCl
prilikom sterilizacije, stopa prezivljavanja je takode bila veoma niska (Tabela 9). Kada
je kao sredstvo za sterilizaciju koriS¢en etanol ili smesa etanola i NaOCI nije doslo do

klijanja spora nakon sterilizacije.

Sterilizacija biljnog materijala, u kome su koriSéene razli¢ite koncentracije
NaOCl, daje bolji rezultat kada je u pitanju sterilizacija sporofita. Stopa prezivljavanja
se kretala od 33-90% u zavisnosti od primenjene koncentracije NaOCl. PreZivljavanje
gametofita, nakon sterilizacije razli¢itim koncentracijama NaOCl kretalo se u intervalu

od 2-11%.

Najbolji rezultati u pogledu prezivljavanja spora i odsustva kontaminacije dala je
sterilizacija pomoc¢u 3% NaOCIl , gde su spore sterilisane tokom 90 sekundi. Nakon
sterilizacije od 90 sekundi spore su ispirane u destilovanoj vodi i stavljene na hranljivu

podlogu. Na osnovu tabele uocava se da je stopa preZivljavanja iznosila 90%.

Upotreba NaDCC kao sredstva za sterilizaciju gametofita ili sporofita, je
efikasnija u sterilizaciji sporofita. Procenat proklijalih spora kretao se u intervalu od 66-
80%. Najveci procenat prezivljavanja sporofita od 80% je bio pri tretmanu od 3%
NaDCC 1 vremenu izlaganja od 90 sekundi. Prezivljavanje gametofita kretalo se u
intervalu od 30-66%, a najvece preZivljavanje zabeleZeno je kao i1 za sporofit, pri
tretmanu od 3% NaDCC 1 vremenu izlaganja od 90 sekundi. Na osnovu dobijenih
rezultata (tabela 8) moZemo zakljuciti da je za sterilizaciju gametofita najbolje koristiti

3%NaDCC, jer se pri tom tretmanu dobija najvec¢i procenat prezivelih biljaka.
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Tabela 8. Uticaj razli¢itih hemikalija (etanol, NaOCl i NaDCC) i vremena izlaganja
biljnog materijala sterilizaciji na procenat prezivljavanja gametofita i sporofita kod vrste

E. hungaricus

Hemikalija Vreme izlaganja Prezivljavanje gametofita Prezivljavanje
za sterilizaciju pocetnog nakon sterilizacije sporofita nakon
materijala (s) (%) sterilizacije
(%)

1% NaOCl 90 0 0
3% NaOCl 90 11 90
5% NaOCl 90 7 70
7% NaOCl 90 2 63
10% NaOCl 60 8 75
10% NaOCl 90 0 48
10% NaOCl 120 2 45
13% NaOCl 90 0 33
30% EtOH 90 0 (100% letalno) 0
50% EtOH 90 0 (100% letalno) 0
70% EtOH 90 0 (100% letalno) 0
1% NaOCl 90 0 (100% letalno) 0
10%EtOH

3% NaOCl 90 0 (100% letalno) 0
10%EtOH

5% NaOCl 90 0 (100% letalno) 0
10%EtOH

7% NaOCl 90 0 (100% letalno) 0
10%EtOH

10% NaOCl 90 0 (100% letalno) 0
10%EtOH

13% NaOCl 90 0 (100% letalno) 0
10%EtOH

1% NaDCC 90 48 69
3% NaDCC 60 55 72
3% NaDCC 90 66 80
3% NaDCC 120 30 66
5% NaDCC 90 37 66

Kada je u pitanju sterilizacija poCetnog materijala vrste H. heimii koriS¢eni su

samo sporofiti. Sterilizacija je obavljana na isti nacin kao 1 za vrstu E. hungaricus. Na

osnovu dobijenih rezultata (tabela 9) uocava se kada je kao sredstvo za sterilizaciju

koriS¢en etanol ili smesa etanola i NaOCl. Kod sporofita koji su tretirani samo NaOCl,

prezivljavanje sporofita je nisko i zavisi od vremena izlaganja hemikaliji za sterilizaciju.

Najveci procenat prezivelih je pri tretmanu od 5% NaOCI 1 vremenu izlaganja od 90

sekundi.
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Na osnovu dobijenih rezultata kao najbolje sredstvo za sterilizaciju sporofita

vrste H. heimii pokazao se NaDCC. Pri tretmanu od 3% NaDCC i vremenu izlaganja od

120 sekundi, najveci je procenat prezivelih sporofita (45%)

Tabela 9. Uticaj razli¢itih hemikalija (etano, NaOCIl i NaDCC) i vremena izlaganja
biljnog materijala sterilizaciji na procenat prezivljavanja gametofita i sporofita kod vrste

H. heimii
Hemikalija Vreme izlaganja Prezivljavanje gametofita Prezivljavanje
za sterilizaciju pocetnog nakon sterilizacije sporofita nakon
materijala (s) (%) sterilizacije
(%)

1% NaOCl 90 - 0
3% NaOCl 90 - 16
5% NaOCl 90 - 19
7% NaOCl 90 - 18
10% NaOCl 60 - 9
10% NaOCl 90 - 8
10% NaOCl 120 - 8
13% NaOCl 90 - 3
30% EtOH 90 - 0
50% EtOH 90 - 0
70% EtOH 90 - 0
1% NaOCl 90 - 0
10%EtOH
3% NaOCl 90 - 0
10%EtOH
5% NaOCl 90 - 0
10%EtOH
7% NaOCl 90 - 0
10%EtOH
10% NaOCl 90 - 0
10%EtOH
13% NaOCl 90 - 0
10%EtOH
1% NaDCC 90 - 18
3% NaDCC 60 - 22
3% NaDCC 90 - 27
3% NaDCC 120 - 45
5% NaDCC 90 - 41
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4.2. Uticaj egzogeno dodatih hormona (IBA i BAP) na morfogenezu vrsta E.
hungaricus i H. heimii

Pracden je uticaj biljnih hormona IBA i BAP, kao esencijalnih u procesu rastenja i
razviéa, tokom morfogeneze mahovine E. hungaricus u in vitro uslovima. Ispitan je
uticaj razli¢itih koncentracija pojedinacnih hormona, kao i zbirno delovanje dva hormona
(odabranih auksina i citokinina) na morfogenezu mahovine E. hungaricus, pracenjem

slede¢ih parametara: precnik protoneme i indeks mutiplikacije tokom Sest nedelja.

1 1BAO M
= IBA 0.03 uM
B 1BA 0.1 M
=1 IBA 0.3 uM
B (BA 1M
[ (BA 3 M
I (BA 10 uM

Pre¢nik protoneme (mm)

10

I]M’l

0.03 0.1
BAP (uM)

Grafik 1. Uticaj egzogeno dodatih IBA 1 BAP na razvi¢e sekundarne protoneme vrste
E. hungaricus (Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta +
standardna greska (n=3).

Na osnovu dobijenih rezultata mozemo uociti da je najbolje razvic¢e protoneme
na medijumu u koji je dodata samo IBA, bez prisustva BAP. Pre¢nik protoneme je
najveci kada su biljke rasle na niskim koncentracijama IBA (1 uM) (slika 19), dok u
slu¢aju kada su rasle na viS§im koncentracijama (3 1 10 uM IBA) dolazi do pada

vrednosti pre¢nika protoneme.
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Slika 19. Izgled sekundarne protoneme kod vrste E. hungaricus na hranljivoj podlozi sa
dodatkom 1 uM IBA

Na medijumu gde su egzogeno dodate razli¢ite koncentracije BAP uocava se da
porastom koncentracije BAP trend opadanja prec¢nika protoneme sa porastom
koncentracije BAP. Najmanja vrednost precnika protoneme dobijena je na hranljivom
medijumu gde je dodat BAP koncentracije 1 pM. Egzogenim dodatkom oba hormona u
hranljivi medijum, najve¢i pre¢nik protoneme dobijen je pri kombinaciji hormona od
0.03 uM IBA 1 0.3 uM BAP. Na osnovu ANOVA analize dobijenih podataka, pokazano

je da na precnik protoneme najveci uticaj ima primenjena koncentracija BAP.
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Grafik 2. Uticaj egzogeno dodatih IBA i BAP na indeks multiplikacije vrste E.
hungaricus (Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta +

standardna greska (n=3).
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Na osnovu dobijenih rezultata najveci indeks multiplikacije uocava se kod
biljaka raslih na hranljivom medijumu u koji je egzogeno dodata IBA koncentracije 0.1
uM 1 BAP koncentracije 0.03 pM (slika 20). Visoke vrednosti indeksa multiplikacije su
prisutne i kod eksplantata gajenih na hranljivoj podlozi sa dodatkom IBA koncentracije
0.110.3 uM, bez prisustva BAP. Vrednost indeksa multiplikacije je preko 60 pupoljaka

po pocetnom eksplantatu.

Slika 20. /n vitro kultura vrste E. hungaricus gajene na hranljivoj podlozi sa dodatkom
0.1 uM IBA 1 0.03 uM BAP

Najnize vrednosti indeksa multiplikacije su zabelezene na podlozi gde su dodate
visoke koncentracije i IBA 1 BAP. Na medijumu gde je egzogeno dodat samo BAP
uocava se da povecanjem koncentracije BAP dolazi do smanjenja broja pupoljaka. Broj
novoformiranih pupoljaka na visokim koncentracijama BAP (31 10 uM) krece se od 5-

7 po pocetnom eksplantatu (slika 21).

Slika 21. In vitro kultura vrste E. hungaricus gajene na hranljivoj podlozi sa dodatkom
0.03 uM BAP
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Kod biljaka raslih na medijumu gde je egzogeno dodata samo IBA mozZe se
uociti da je najveci indeks multiplikacije (58 pupoljaka po eksplantatu) pri koncentraciji
IBA od 0.1 - 3 uM, dok na viSim koncentracijama IBA vrednost indeksa
multiplikacije znacajno opada. Na osnovu rezultata prikazanih na grafiku 2, uocava se
da u slucaju kada je egzogeno primenjena IBA koncentracije 0.3 uM 1 razliCite
koncentracije BAP (0-10 uM), vrednost indeksa multiplikacije linearno opada sa
povecanjem koncentracije BAP. Slican efekat ima i kombinacija IBA koncentracije 1
uM sa razli¢itim koncentracijama BAP (0-10 uM). Na osnovu statistickih analiza
pokazano je da razli¢ite koncentracije BAP imaju najveci uticaj na indeks multiplikacije

mahovine E. hungaricus, dok najmanji uticaj ima zajednicko delovanje IBA i BAP.

Na osnovu dobijenih rezultata pre¢nik protoneme kod vrste H. heimii kretao se u
intervalu od 3-27 mm u zavisnosti od primenjene koncentracije hormona. Najveéi
pre¢nik protoneme uocava se kod biljaka H. heimii raslih na medijumu gde su

egzogeno dodata oba hormona (1 uM IBA i 1 uM BAP) (Slika 22).

Slika 22. Izgled sekundarne protoneme vrste H. heimii rasle na hranljivoj podlozi sa

dodatkom 1 uM IBA i1 uM BAP

Najmanji pre¢nik protoneme zabeleZen je kod biljaka raslih na medijumu gde je
egzogeno dodat BAP koncentracije od 3 - 10uM (grafik 3). Povecanje koncentracije
BAP dovodi do smanjenja pre¢nika protoneme. Pri koncentraciji IBA od 0.3 - 1 uM i
razli¢itim koncentracijama BAP u intervalu od 0.03 - 1uM BAP dolazi do linearnog
povecanja precnika protoneme, a daljim povecanjem koncentracije BAP vrednost
precnika protoneme opada. U medijumu gde je egzogeno dodata samo IBA uocava se

da porastom koncentracije IBA od 0.03 - 10uM prec¢nik protoneme ima linearan rast.

83



30

1 IBAO M
[ IBA0.03 uM
I 1BA 0.1 M
25 4 3 IBA0.3 uM
I BA 1 uM
[ BA3 M
- I 1BA 10 uM
€
£ 20 -
Py
£
o
5
o 154
s 11
= T
)5 I
[ 10 4 : I
o
5 ]
0 ’x
0 0.03 0.1 0.3 1 3 10

BAP (uM)

Grafik 3. Uticaj egzogeno dodatih IBA i BAP na razvi¢e sekundarne protoneme vrste
H. heimii (Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta +
standardna greska (n=3).

Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 4) uocava se da visoka koncentracija IBA

od 10 uM ima presudan znacaj za indeks multiplikacije, jer bez obzira na koncentraciju

BAP, primena 10 uM IBA znacajnostimuliSe pojavu pupoljaka na eksplantatima.

Slika 23. In vitro kultura vrste H. heimii rasle na hranljivoj podlozi sa dodatkom 10uM
IBA




Hranljivi medijum u koga je egzogeno dodat samo BAP , nije optimalan medijum za
umnozavanje pupoljaka vrste H. heimii. U kombinaciji BAP i IBA uocava se isti trend za
sve primenjene koncentracije, gde povecanjem IBA od 0,03 do 10 uM linearno raste broj
pupoljaka. Optimalna kombinacija ovih hormona za umnoZzavanje pupoljaka vrste H.

heimii jeste 0,3 uM i 10 uM IBA (slika 24).

Slika 24. In vitro kultura vrste H. heimii rasle na hranljivoj podlozi sa dodatkom
0.3 uM BAPi 10 uM IBA
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Grafik 4. Uticaj egzogeno dodatih IBA i BAP na indeks multiplikacije vrste H. heimii
(Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna
greska (n=3).
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Ako se uporedi morfogeneza vrsta E. hungaricus 1 H. heimii moze se uociti da
postoji razli¢it trend formiranja pupoljaka i porasta precnika protoneme pri istom
dodatku pojedinacnih hormona ili kombinovanjem IBA i BAP. Kod vrste E. hungaricus
povecanjem koncentracije IBA u kombinaciji sa BAp dovodi do smanjenja broja

novoformiranih pupoljaka, dok je kod vrste H. heimii situacija obrnuta.

4.3. Uloga egzogeno dodate apscisinske Kiseline (ABA) na morfogenezu i sadrzaj
pigmenata kod odabravih predstavnika briofita

Efekti apscisinke kiseline nisu dovoljno proucavani kod briofita. U ovom
istrazivanju ispitivan je uticaj predtretmana apscisinskom kiselinom razlicitih
koncentracija na rastenje i razvice tri vrste briofita P. patens, A. undulatum 1 M.
polymorpha. Pracena je morfogeneza biljaka u kulturi in vitro pod uticajem ABA, kao 1
koli¢ina fotosinteti¢kih pigmenata koji su jedan od bitnih pokazatelja fizioloSkog stanja
biljaka.

U ovu studiju ukljucene su tri filogenetski udaljene vrste, koje su prilagodene
razli¢itim uslovima Zzivotne sredine u kojoj zive. Vrsta M. polymorpha je vezana za
vodu i nije tolerantna na nedostatak vode, dok je vrsta 4. undulatum karakteristi¢na za
zasenjena staniSta u Sumama 1 moZe izdrzati duZe periode bez vode. Nasuprot ovim
vrstama, vrsta P. patens je Satl vrsta koja brzo kolonizuje neko staniSte, najesce u
blizini vodenih bazena i plavnim podruc¢ijima. Ono §to karakteriSe ovu vrstu jeste brzo
zavrSavanje zivotnog ciklusa, Sto predstavlja adaptaciju na uslove Zivotne sredine u
kojoj se nalazi 1 izbegavanje konkurencije od drugih biljaka pomocu spora.

Indeks multiplikacije pracen je kod dve vrste P. patens 1 A. undulatum, dok kod
vrste M. polymorpha nije bilo moguce izmeriti indeks multiplikacije zbog grade biljke.

Na osnovu prikazanih rezultata (tabela 10) uoCava se da niska koncentracija
ABA od 0.03 pM ima stimulatoran efekat na stvaranje novih pupoljaka. Daljim
povecavanjem koncetracije ABA dolazi do pada vrednosti indeksa multiplikacije za obe
ispitivane vrste. ABA kao hormon stresa 1 inhibitor rasta na specifi¢an nacin inhibira

razvic¢e novih izdanaka kod ispitivanih vrsta.
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Dobijeni rezultati za vrstu A. undulatum su u skladu sa opstim obrascima kod briofita (
Verner et al., 1991). Poznato je da egzogena ABA dovodi do inhibicija rasta protoneme,
ali se povecava produkcija aseksualnih organa gema (Hartung & Gimmler 1994 ;

Christianson, 2000b).

Tabela 10. Uticaj egzogeno dodate ABA na indeks multiplikacije vrsta

A. undulatum i P. patens

Vrsta Koncentracija Indeks
ABA (uM) multiplikacije
0 4.167+041°
0.03 4367 £0.64°
0.1 3.658 +£0.50 °
A. undulatum 1 1.908 £0.14?
3 1.967 +£0.14°
10 1.10+0.122
15 1.080+0.11°2
0 3.110+0.38 2
0.03 5.300+0.28 ¢
0.1 4.268 £0.26°
P. patens 1 3.118+0.37°%
3 2.991+0.11°
10 2.417+0362
15 2.401 £0.342

Ovim istrazivanjem je potvrdena inhibicija rasta protoneme, jer ni kod jedne
ispitivane vrste nije doslo do stvaranja sekundarne protoneme. Medutim, rast gametofita
kod dve mahovine i talusa kod jedne jetrenjace nije inhibiran, on je na odredenim

koncentracijama samo usporen (tabela 11).

Kao bitan pokazatelj rasta i razvica biljaka jeste i produkcija biomase. U ovom
istraZivanju merena je biomasa biljaka koje su bile na hranljivoj podlozi sa dodatkom

odredene koncentracije ABA. Biomasa je merena kod sve tri ispitivane vrste.
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Tabela 11. Uticaj egzogeno dodate ABA na biomasu vrsta
A. undulatum, P. patens i M. polymorpha

Vrsta Koncentracija Biomasa
ABA (uM) (€9)
0 0.078 £ 0.11¢
0.03 0.085+ 0.002°
0.1 0.087+0.01°
A. undulatum 1 0.148 +0.09 f
3 0.107 £ 0.07 ©
10 0.082 +0.02°
15 0.080 = 00.02 ®
0 0.377+0.114
0.03 0.390 = 0.22 9
0.1 0.455+0.09°¢
M. polymorpha 1 0.304 +0.08 ©
3 0.256 +0.08 °
10 0.166 +0.02 2
15 0.162+0.02°
0 0.030 + 0.001 @
0.03 0.106 + 0.05 ©
0.1 0.114+0.04°
P. patens 1 0.081 +£0.01 ¢
3 0.098 + 0.002 9
10 0.073 = 0.008 °
15 0.070 = 0.007 ®

Na osnovu dobijenih rezultata (tabela 12), mozZe se uociti da niske koncentracije
egzogeno dodate ABA povecavaju produktivnost biomase u odnosu na kontrolnu grupu
biljaka. Na visokim koncentracijama ABA dolazi do pada vrednosti biomase za sve tri

ispitivane vrste.

Fotosinteticki pigmenti su jo§ jedan od bitnih parametara, koji pokazuju
fizioloSko stanje biljaka. Merena je koncentracija hlorofila a, hlorofila b, ukupnih
hlorofila, odnosa hlorofila a/b, kao 1 koncentracija ukupnih karotenoida.

Na osnovu dobijenih rezultata (tabela 12) uocava se da kod sve tri ispitivane
vrste povecanjem koncetracije egzogeno dodate ABA dolazi do pada vrednosti kako
pojedinacnih hlorofila, tako i odnosa hlorofila a/b. Kod vrsta A. undulatum i P. patens

uoceno je da na niskim koncetracijama ABA dolazi do povecanja odnosa hlorofila a/b.
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Kod vrste A. undulatum pri tretmanu ABA od 3 pM, uofen je znacajan porast

koncentracije hlorofila b, kao i najniza vrednost odnosa hlorofila a/b za ovu vrstu.

Tabela 12. Efekat predtretmana apscisinskom kiselinom na koncentraciju hlorofila a,

hlorofila b 1 odnos hlorofila a/b

Vrsta Koncentracija Koli¢ina Kolicina Odnos
ABA (pM) hlorofila a hlorofila b hlorofila a/b
(mg/g dw) (mg/g dw)

0 7.077£0.603°¢ |2.987+0.3012° |2.407+0.275°
0.03 6.873+0.614°¢ [2.823+£0.199% |2.433+ 0.116°

0.1 5.243+0.058° |1.963+0.1732% |2.700+ 0.202°

A. 1 4.807 +0.484° [2.150+0.297* | 2.400 + 0.606 °
undulatum 3 4547 +0.866° [3260+0.644° [ 1423+ 0.184%
10 4157 +0.296%° [ 2.120+0.243* |[2.023 +0.329 *®
15 3.507+0.341% | 2.003+0.318% | 1.787+0.118 *
0 6.143+1.169°% |5.100+1.066° | 1.210+ 0.044 2

0.03 6.180 +0.615° [2.880+0.105% |2.133+0.250°
0.1 4.683+0.673° 12793 +£0.792* | 1.920+0.918
M. 1 5340+0.748°% |2.757+0.230* | 2.003 + 0.696 *
polymorpha 3 5.153+£0.650° |2.827+0.5612% | 1.873+0.2272
10 2700 £0.8502% | 1.840+0.7212 | 1.553 +0.229%
15 2.613+0.804% |1.587+0.599?% | 1.820+0.427 %
0 10.040 £ 1.215° | 5.793 +0.971 ¢ | 1.753 £ 0.076 2
0.03 6.957+1.069° |4.0967 +0.578 " | 1.690 + 0.044 2

0.1 5.080+0.839% |3.457+0.719% | 1.510+0.115%

P. patens 1 4.467+0280° |2367+0.356% | 1.943+0.204°
3 3.520+£0.446% |2270+0223% |1.547+0.127%2

10 3.283+0.3782 [2.303+0287% | 1.433+0.081°

15 3.080 £0.355% [2.140+ 02062 | 1.430=+0.055®

Na graficima 5 1 6 prikazana je ukupna koncentracija hlorofila i ukupna
koncentracija karotenoida. Kod kontrolne grupe biljaka najvisa koncentracija ukupnih
hlorofila je kod vrste P. patens. Kod sve tri vrste se moZe uociti linearan pad vrednosti

ukupnih hlorofila povecanjem koncentracije egzogeno dodate ABA (grafik 5).
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Grafik 5. Efekat predtretmana apscisinskom kiselinom na koncetraciju ukupnih
hlorofila kod ispitivanih vrsta

Na osnovu rezultata (grafik 6) uoceno je da kod vrste A. undulatum poragstom
koncentracije ABA opada koncentracija ukupnih karotenoida, a da kod vste P. patens
dolazi do porasta koncentracije na najnizoj primenjenoj koncentraciji ABA u odnosu na
kontrolnu grupu biljaka. Vrsta M. polymorpha belezi isti trend kao i vrsta A. undulatum.

Smanjivanje koncentracije fotosintetickih pigmenata (hlorofila i karotenoida) pod
uticajem ABA ukazuje, da su primenjene koncentracije ABA visoke za date vrste.
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Grafik 6. Efekat predtretmana apscisinskom kiselinom na koncetraciju ukupnih
karotenoida kod ispitivanih vrsta
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4.4. Uticaj stresa solima na morfogenezu mahovina P. patens, E. hungaricus i H.
heimii u uslovima in vitro

U proucavanju morfogeneze ispitivanih vrsta (P. patens, E. hungaricus 1 H.
heimii), praceni su slede¢i parametri: prezivljavanje, indeks multiplikacije i precnik
protoneme kod mahovina izlaganih stresu solima u uslovima in vitro, nakon tri dana i tri
nedelje eksperimenta. Kontrolna grupa biljaka, predstavlja biljke koje su rasle na

hranljivom medijumu bez dodatka soli (0 mM NaCl).

Na slici 25 prikazan je izgled biljaka sve tri ispitivane vrste gajene tokom tri

nedelje na hranljivoj podlozi sa dodatkom razli¢ite koncentracije NaCl.

0 mM 10 mM 200 mM 500 mM

P. patens

E. hungaricus
tE

.:;‘_. ‘ci :"i’ .
k=

Slika 25. Izgled ispitivanih vrsta gajenih tri nedelje u kulturi in vitro na hranljivoj
podlozi sa dodatkom razli€itih koncetracija soli

H. heini

Kod biljaka koje su izlagane tri dana stresu solima nisu zabelezene kvalitativne 1
kvantitativne prome. Promene nisu uocene, jer period od tri dana predstavlja kratak

vremenski interval u kome se mogu desiti vidljive i uocljive morfoloske promene.
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Na osnovu dobijenih rezultata prikazanih na grafiku 7, moze se uociti da
prezivljavanje sve tri vrste opada linearno na najvis$im primenjenim koncentracijama
NaCl, pocevsi od 100 mM. Najveéi pad prezivljavanja zapaZzen je na najvecoj
primenjenoj koncentraciji od 500 mM NaCl, gde kod vrsta E. hungaricus 1 H. heimii
iznosi svega 10% . Ovakav trend je u izvesnoj meri ocekivan, s obzirom da su vrste E.
hungaricus 1 H. heimii fakultativni halofiti 1 poseduju odredene mehanizme tolerancije i
adaptacije na ispitivani stres, pa se mogu izboriti sa pove¢anom koncentracijom soli u

podlozi.

Kod vrste P. patens prezivljavanje na najviSim koncentracijama NaCl vece je u
odnosu na druge dve ispitivane vrste (Grafik 7). Na hranljivom medijumu sa dodatkom
500 mM NaCl se uocava statisti¢ki znacajno vecée prezivljavanje P. patens u odnosu na

druge dve ispitivane vrste (vrednost prezivljavanja 59%).

¥ P. patens
bdeb fca gecb he i
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Grafik 7. Uticaj egzogeno dodatog NaCl na prezivljavanje vrsta P. patens, E.
hungaricus 1 H. heimii tokom tri nedelje stresa solima. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska (n=3). Vrednosti
oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema
Fisher’s LSD testu).

U uslovima stresa (pri visokim koncentracija soli) dolazi do smanjenja
prose¢nog broja novoformiranih pupoljaka (slika 25), odnosno smanjenog razvoja
kauloida, filoida i bocnih grana. Ovakve promene se mogu primetiti na osnovu

vrednosti indeksa multiplikacije, koje su prikazane na grafiku 8.

92



25 ¥ P. patens

° 2 2 2 BE. hungaricus
= ab o
& - UH. heimii
f be c
= 15 — Sed
=] cde — de
3 ef — of f
E10 M ¢ =
w
i _
[¥]
ERE I "
|_I okl o kkd Kk k&
. B Nl «52 xis
50 100

0 5 10 200 300 500

Koncentracija NaCl (mM)

Grafik 8. Uticaj egzogeno dodatog NaCl na indeks multiplikacije vrsta P. patens, E.
hungaricus 1 H. heimii tokom tri nedelje stresa solima. (Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska (n=3). Vrednosti oznacene istim

slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).

Uoceno je da pri tretmanima od 5 1 10 mM NacCl dolazi do statisticki znacajnog
povecanja indeksa multiplikacije kod sve tri ispitivane vrste u odnosu na kontrolnu
grupu biljaka (grafik 8). Niske koncentracije NaCl stimuliSu formiranje novih izdanaka,
Sto je jedan od pokazatelja prilagodenosti fakultativnih halofita na niske koncentracije
soli. Na koncentracijama od 50 1 100 mM NaCl vrsta P. patens ima znacajno veci
indeks multiplikacije u odnosu na druge dve ispitivane vrste. Pri najviSim
koncentracijama od 300 i1 500 mM NaCl indeks multiplikacije je nula za vrste P. patens
1 E. hungaricus, dok je kod vrste H. heimii prisutno preZivljavanje na podlozi sa
dodatkom 300 mM NaCl. Tokom kratkotrajnog izlaganja stresu solima (tri dana), nije
doslo do formiranja novih pupoljaka kod biljaka tretiranih NaCl, kao ni u kontrolnoj

grupi biljaka.

Pre¢nik protoneme je joS jedan od pracenih parametara morfogeneze tokom
izlaganja biljaka stresu solima. Kod biljaka koje su rasle na hranljivom medijumu sa

NaCl tokom tri dana (kratkotrajni stres) nije doslo do formiranja protoneme.
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Grafik 9. Uticaj egzogeno dodatog NaCl na pre¢nik protoneme vrsta P. patens, E.
hungaricus 1 H. heimii tokom tri nedelje stresa solima (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska (n=3), Vrednosti
oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema
Fisher’s LSD testu).

Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 9) moze se uociti da je tokom dugotrajnog
stresa solima kod vrste P. patens doslo do formiranja najveéeg prec¢nika protoneme kod
kontrolne grupe biljaka, a da povecanjem koncentracije soli dolazi do linearnog pada
vrednosti pre¢nika protoneme. Na koncentracijama ve¢im od 10 mM NaCl ne formira
se sekundarna protonema kod P. patens. Kod vrste E. hungaricus na niskim
koncentracijama NaCl od 5 i 10 mM formira se protonema koja ima veéi precnik u
odnosu na kontrolnu grupu biljaka. Vrednost protoneme kod kontrolne grupe biljaka je
iznosila 1.5 mm, a kod biljaka raslih na hranljivoj podlozi sa dodatkom 10 mM NaCl je
2 mm. Kod ove vrste na koncentracijama ve¢im od 50 mM NaCl nije uo¢eno formiranje

protonema.

Kod trec¢e ispitivane vrste, H. heimii, moZe se uociti da se protonema formira do
koncentracije NaCl od 200 mM (grafik 9). Najveci precnik protoneme je u slucaju kada
su biljke rasle na hranljivoj podlozi sa SmM NaCl, a vrednost precnika protoneme
iznosila je 3.3 mm. Daljim povec¢anjem koncentracije soli u hranljivoj podlozi dolazi do

linearnog opadanja prec¢nika protoneme kod H. heimii. ANOVA testom je potvrdeno da
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su dobijeni rezultati za sve morfogenetske parametre statisticki znacajni, i da presudnu

ulogu ima primenjena koncentracija soli.

4.5. Uticaj stresa solima na koncentraciju fotosintetickih pigmenata mahovina P.

patens, E. hungaricus i H. heimii u uslovima in vitro

Koncentracija fotosintetickih pigmenata je jedan od bitnih pokazatelja stresa kod
biljaka. U ovom radu pracena je koncentracija hlorofila (ukupni hlorofili, hlorofil a,
hlorofil b i odnos hlorofila a/b), karotena (ukupni karoteni, o karoten i B karoten),
ksantofila (ukupni ksantofili, neoksantin, lutein, violaksantin, zeaksantin i

anteraksantin), kao i koli¢ina ukupnih karotenoida.

4.5.1. Uticaj stresa solima na koncentraciju hlorofila kod biljaka izlaganih

stresu solima

Hlorofili kao glavni fotosinteticki pigmenti su bitan pokazatelj stanja u kome se
neka biljna vrsta nalazi. Koncentracija ukupnih hlorofila, kao i odnos hlorofila pokazuju
kakvi su uslovi sredine u kojima odredena vrsta raste i razvija se. Pad koncentracije
ukupnih hlorofila govori o izmenjenim uslovima sredine, pre svega pod uticajem
abiotickih faktora kao S§to su povecan intenzitet svetlosti, vodni deficit, niske

temperature 1 stres solima.

U tabeli 13 je prikazana koncentracija hlorofila a, hlorofila b, odnosa hlorofila
a/b, kao 1 ukupnih hlorofila kod biljaka izlaganih tri dana stresu solima. Na osnovu
dobijenih rezultata uocava se da koncentracija hlorofila a i hlorofila b kod vrste P.
patens raste na nizim koncentracijama soli u odnosu na kontrolu. Najmanja koli¢ina
hlorofila a je prisutna kod vrste H. heimii u odnosu na druge dve ispitivane vrste. Kod
ove vrste pri tretmanu solima od 200 1 500 mM NacCl uocava se da je koli¢ina hlorofila

a manja u odnosu na koli¢inu hlorofila b.
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Tabela 13. Koncentracija hlorofila a, hlorofila b, ukupnih hlorofila i odnos hlorofila a/b
kod mahovina P. patens, E. hungaricus i H. heimii izlaganih tri dana stresu solima u
kulturi in vitro. Koncentracija soli je izrazena u mM, a koncentracija hlorofila a,
hlorofila b 1 ukupnih hlorofila u pg/g DW.

1470,26 +6,05

530,12 £ 0,00

2702251

VRSTA | "¢ | hlorofila | hlorofilb |, dnes - f - ukupnt
—

0 | 277033%177 90520 + 546 3,06+ 8,61 33675,54+531

5 | 3653,06+1,65 1363,96 + 1,24 2,67+524 5017,03 +9,50

§ 10| 4353894938 147876 + 2,50 2,94+668 5832,66+9,33

= 50 | 6127.88+0,00 202633 £5,51 3,02+438 8154,22 +0,00

], 100 | 528923+4,07 200949 +3,86 263233 7298,73 +6,64

Q 200 | 414146+328 1671.47 + 0,00 247£1,00 5812,94 0,00

300 | 266827+3,05 1033,82 + 3,85 2,58 +2,09 3702,10 % 629

5001 3471274312 953,57 + 0,00 364124 4424.85+0,00

0 | 5059,02+161 912,05 + 4,99 554+1,92 5971,07+3,93

= 5 | 472549+287 1543,61 £0,00 3,06+1,73 6269,11 7,38

N 10 | 5736,19+4,59 176185+ 9,14 325+125 7498,05+ 8,53

s 50 | 388452154 1073,18 + 7,75 3,61+1,84 4957,71 5,00

§° 100 | 220131277 81498 + 591 2,70 £8,51 301630+ 6,81

2 200 | 473570432 1197,80 8,43 395+1,14 5933,51+9,99

& 300 | 405348443 134,13 £0,00 301292 5397,62 0,00
500

2000,39 0,00
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Grafik 10. Koncentracija ukupnih hlorofila kod ispitivanih vrsta mahovina gajenih tri
dana na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greska (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).

Na osnovu dobijenih rezultata uocava se da kod kontrolne grupe biljaka i kod
biljaka gajenih na niskim koncentracijama soli (5 1 10 mM NaCl) dolazi do porasta
koncentracije ukupnih hlorofila pri kratkotrajnom izlaganju solima (grafik 10). Porast
vrednosti ukupnih hlorofila kod vrste P. patens nastavlja se linearno i na koncentraciji
od 50 mM NaCl, gde je zabelezena vrednost od 8154.22 ug/g DW. Kod vrste E.
hungaricus izlagane tri dana stresu solima uocava se da na koncentracijama ve¢im od
200 mM NaCl dolazi do linearnog pada vrednosti ukupnih hlorofila, $to ukazuje da 1 pri
kratkotrajnom izlaganju stresu solima dolazi do inhibicije sinteze fotosintetickih
pigmenata. Kod vrste H. heimii zabelezena je najmanja koncentracija ukupnih hlorofila
u odnosu na druge dve ispitivane vrste, kao 1 najve¢i pad vrednosti pri tretmanu solima
od 200 mM NaCl (307.49 ug/g DW). Vrsta P. patens ima statisticki znacajno vecu
vrednost ukupnih hlorofila u odnosu na druge dve vrste, na koncentracijama 50 1 100

mM NaCl pri kratkotrajnom izlaganju stresu solima.

Vrednosti odnosa hlorofila a 1 b, kao 1 koncentracija ukupnih hlorofila su najnize
kod vrste H. heimi (tabela 13) pri kratkotrajnom izlaganju stresu solima. Kod vrste E.
hungaricus najve¢i odnos hla/hlb se uocava kod kontrolne grupe biljaka, dok se
porastom koncentracije NaCl taj odnos se smanjuje u odnosu na kontrolu, §to ukazuje

na prisustvo stresa.
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Kod dugotrajnog stresa solima u trajanju od tri nedelje mereni su isti parameti
kao 1 kod kratkotrajnog izlaganje stresu solima. Rezultati merenja su prikazani u tabeli

14.

Tabela 14. Koncentracija hlorofila a, hlorofila b, ukupnih hlorofila i odnos hlorofila a/b
kod mahovina P. patens, E. hungaricus 1 H. heimii izlaganih tri nedelje stresu solima u
kulturi in vitro. Koncentracija soli je izrazena u mM, a koncentracija hlorofila a,
hlorofila b i ukupnih hlorofila u pg/g DW.

23445 + 0,00

2,07+4.28

VRSTA | X0 hlorofila | hlorofilb |, odnes | tkupn

0 | eoss732788 | 173926714 | 3482100 [ 779800£397

s | 408132206 | 160336750 | 256254 | 57149711
2 10 | 6055862610 | 179126198 | 3382525 | 7847132444
§ 0 | 4028332385 | 126569184 | 318%518 | 5294032413
8 [ w0 | esa0 000 | 268332000 [ 2322125 | 89273000
[ 200 | 2090832000 | 731062 487 | 286482 | 2822902000

300 | 1201295860 | 48746+ 000 | 246%513 688,76 £0,00

500 | 61435 £000 | 23413£ 000 | 262%16l 84848 + 000

[omm———-

o | s00079:402 | 243224506 | 356+728 | 10244022279
< s | STU23ELIl | 1985435782 | 287£794 | 769666%4386
S 10 | S1250£628 | 165626£606 | 308%104 | 676876243
3 50 | 4441412277 | 184679221 | 240%512 628821 £0,00
2 [0 | 3mo91=122 | 1001702000 | 371842 | 472161124
3 |20 | 3220455070 | 1104222000 | 2915190 | 432467756
|30 | 1127432000 | 36686 %000 | 3072532 | 149429106

500 112,98 + 0,00

347,44 £ 0,00
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Grafik 11. Koncentracija ukupnih hlorofila kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri
nedelje na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greska (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).

Kod biljaka izlaganih tri nedelje stresu solima (grafik 11, tabela 14), uocava se da
visoke koncentracije soli inhibiraju sintezu glavnih fotosintetickih pigmenata, tj.
hlorofila. Kod vrste E. hungaricus, pove¢anjem koncentracije NaCl, dolazi do linearnog
pada vrednosti ukupnih hlorofila od 10244.02 do 347.44 ug/g DW. Slican trend se
uocava i za vrstu H. heimii, kao 1 za vrstu P. patens. Visoke koncentraje soli dovode do
smanjenja koli¢ine fotosintetickih pigmenata, a samim tim smanjuje se 1 intezitet
fotosinteze. Smanjenjem intenziteta fotosinteze usporavaju se i druge fizioloSke funkcije
u samim biljkama, $to za posledicu ima i manju produktivnost ovih biljaka. Kao i pri
tretmanu stresu solima od tri dana i u ovom eksperimentu vrsta H. heimii ima najmanju
koncentraciju hlorofila. Najmanji odnos hlorofila a i b se takode uocava kod vrste H.

heimii u odnosu na druge dve ispitivane vrste.

4.5.2 Uticaj stresa solima na koncentraciju karotena mahovina P. patens, E.
hungaricus i H. heimii u uslovima in vitro
U tabeli 15 je prikazana koncentracija pojedina¢nih karotena (o karoteni [ karoten)
kao 1 ukupnih karotena kod biljaka izlaganih tri dana stresu solima. Na osnovu
dobijenih rezultata uoCava se da je koncentracija  karotena veca u odnosu na

koncentraciju o karotena u svim uzorcima. Kod vrste P. patens nije zabelezeno
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prisustvo a karotena kod kontrolne grupe biljaka i kod biljaka gajenih na podlozi sa

dodatkom NaCl koncentracije 5 mM.

Tabela 15. Koncentracija a karotena, B karotena, ukupnih karotena kod mahovina P.
patens, E. hungaricus 1 H. heimii izlaganih tri dana stresu solima u kulturi in vitro.
Koncentracija soli je izrazena u mM, a koncentracija a karotena, § karotena i1 ukupnih

karotena u pg/g DW.
VRSTA k;)orif' o karoten B karoten E{;gggﬁi
0 0,00 0,00 77.92 0,00 77,92 £0,00
5 0,00 %0,00 122,45 £0,00 122,45 % 0,00
= 10 14,29 + 0,03 128,82 0,00 143,16 0,01
§ 50 2031 £0,00 180,55 +0,00 200,88 0,00
Q 100 20,79 £0,02 179,19 £0,01 200,00 £0,02
al 200 16,49 £0,00 182,28 0,00 198,78 +0,00
300 0,00 =0,00 45,12 +0,037 45,12 £0,03
500 14,76 £0,00 10,45 +0,04 2527 0,01
6,15+0,00 145,91 £0,00 152,07 0,01
g 0,00 £0,00 55,45 +0,00 55,45 +0,00
,3 10 512+ 0,01 180,75 +0,00 185,92 0,00
= 50 3,73+ 0,00 108,73 0,00 112,46 £0,00
= 100 0,00%0,00 6623 20,01 66.23 20,01
= 200 3,96 £0,00 149,59 + 0,00 153,55 +0,00
= 300 0,00 0,00 99,92 +0,00 99,92 £0,00
500 0,00 £0,00 36,18 £0,02 36,18 £0,02
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Grafik 12. Koncentracija ukupnih karotena kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri
dana na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greska (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).

Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 10), uocava se da u kontrolnoj grupi
biljaka vrsta P. patens ima statisticki zna¢ajno manju koli¢inu karotena (77.92 ug/g
DW) u odnosu na druge dve ispitivane vrste. Kod P. patens se moze uociti linearan
porast vrednosti ukupnih karotena sa porastom koncentracije NaCl do koncentracije od
50 mM NaCl, gde je zabelezena vrednost od 200.88 ug/g DW . Vrsta E. hungaricus
dostize najvecu koncentraciju karotena pri tretmanu od 10 mM NaCl (185.92 ug/g DW),
a daljim povecanjem koncentracije NaCl u podlozi, koli¢ina karotena u biljkama opada.
Na najviSim koncentracijama NaCl fakultativne halofite kao Sto su E. hungaricus 1 H.

heimii imaju vecu vrednost ukupnih karotena u odnosu na P. patens.

Kao 1 kod biljaka koje su izlagane stresu solima tokom tri dana, i kod grupe
biljaka koja je izlagana stresu solima veca je koncentracija § karotena, nego o karotena
(tabela 16). Ovaj fenomen je uocen kod sve tri ispitivane vrste. Kod vrste E. hungaricus
a karoten je prisutan u biljkama raslim na svim tretmanima soli, osim na najveéim
koncentracijama od 300 i 500 mM NaCl. Kod vrste H. heimii o karoten je prisutan i u

biljkama raslim na visokim koncentracijama NaCl od 300 mM NaCl.
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Tabela 16. Koncentracija o karotena, B karotena, ukupnih karotena kod mahovina P.
patens, E. hungaricus 1 H. heimii izlaganih tri nedelje stresu solima u kulturi in vitro.
Koncentracija soli je izrazena u mM, a koncentracija a karotena, § karotena i1 ukupnih

karotena u pg/g DW.

VRSTA ksoonlf' a karoten [ karoten leup o
aroteni

0 9,59 £0,00 74,78 +0,00 84,38 £0,07

5 0,00 £0,00 103,95 +0,02 103,95 0,14

S 10 9,66 0,00 137,72 £0,00 147,39 £0,05

§ 50 7,09 £0,00 120,56 0,00 127,66 +0,03

, 100 9,21 +0,00 87,65 +0,00 96,89 £0,056

Q 200 0,00 £0,00 5293 +0,01 5293 0,11
300 0,00 £0,00 2137007 21374028

500 0,17£0,17 17,78 £0,05 18,26 £0,28

0 12,63 0,01 239,85 +0,00 252,51+0,10

2 5 8,98 £0,00 169,36 +0,00 178,35 0,06

N 10 6,3420,02 129,58 £0,00 135,97 £0,11

= 50 5,12£0,01 154,70 £0,01 159,86:£0,13

& 100 2,58 0,00 89,26 +0,01 91,87£0,11

= 200 16,67 0,01 130,36 0,00 147,06 £0,02
& 300 0,00 0,00 22,09%0,01 22,09+0,13
500 0,00 0,00 5,09 £0,01 5,09+0,13
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Grafik 13. Koncentracija ukupnih karotena kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri
nedelje na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl.(Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greska (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).

Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 13) uocava se obrnut trend promene
ukupne koncentracije karotena kod vrsta H. heimii 1 E.hungaricus. Kod vrste
E.hungaricus sa poveéanjem koncentracije NaCl u podlozi dolazi do smanjenja
vrednosti ukupnih karotena, dok kod vrste H.heimii poveéanjem koncentracije NaCl do
100 mM koli¢ina karotena u biljkama raste,dok dalje povecanje koncentracije soli
dovodi do opadanja koncentracije ukupnih karotena. Vrednost ukupnih karotena pri
dugotrajnom izlaganju stresu solima kod vrste P.patens raste na niskim koncentracijama
soli do 10 mM NaCl gde je zabeleZzena vrednost od 147.39 ug/g DW, a daljim
povecavanjem koncentracije soli dolazi do linearnog opadanja vrednosti karotena u
biljkama. Visoke koncentracije soli koje su primenjene (200 i 300 mM NaCl),
uslovljavaju vecu vrednost ukupnih karotena kod fakultativnih halofita, u odnosu na

P.patens.

4.5.3. Uticaj stresa solima na koncentraciju ksantofila kod mahovina P.
patens, E. hungaricus i H. heimii u uslovima in vitro

Proucavan je uticaj stresa solima na sadrzaj ksantofila, kao pomoc¢nih
fotosintetickih pigmenata. Analiziran je sadrzaj viSe tipova ksantofila, kao Sto su
neoksantin, lutein, violaksantin, anteraksantin i zeaksantin. Merenje sadrzaja razlicitih

ksantofila je znacajno u objasnjavanju fizioloskog stanja biljne vrste, pre svega, jer
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pojedine grupe ksantofila kao Sto su anteraksantin, violaksantin i zeaksantin imaju veliki

znacaj u ksantofilnom ciklusu.

Na osnovu dobijenih rezultata (tabela 17) moze se uociti da su kod sve tri ispitivane

vrste neoksantin 1 lutein dominantni tipovi ksantofila. Ono §to je interesantno jeste da

prilikom izlaganja stresu solima u trajanju tri dana biljke H. heimii ne sintetiSu

zeaksantin ni na jednoj koncentraciji primenjenog NaCl, a sli¢an trend zabelezen je i

kod vrste E. hungaricus gde na pojedinim tretmanima sa NaCl ne dolazi do stvaranja

zeaksantina.

Tabela 17. Koncentracija ukupnih i pojedinac¢nih ksantofila kod mahovina P. patens, E.
hungaricus 1 H. heimii izlaganih tri dana stresu solima u kulturi in vitro. Koncentracija

soli je izrazena u mM, a koncentracija neoksantina, luteina, violaksantina,
anteraksantina i zeaksantina u pg/g DW.
VRSTA k;g]l?' neoksantin lutein violaksantin | anteraksantin [ zeaksantin K suaknut%'}ii i
0 | 122622000 | 311484002 | 4013000 | 10432001 [ 2929:000 | 51403001
5 | 224942000 | 487462000 | 55032000 | 3138£000 | 11606+000 | 91491000
5 10| 265552000 | 51979000 | 73012000 | 36162000 | 59264000 | 95383000
= 50 | 372894000 | 715694000 | 15289+000 | 54094000 | 5549£000 | 1351,09+000
] 100 | 36209£000 | 68548+002 | 100652000 | 52822000 | 10762£000 | 130874000
QL 200 ) 32676000 | 58308+005 | 9292+000 [ 4999+000 15487001 | 1207.68+0,05
300 | 15026000 | 35385+000 | 3324+001 | 2358000 [ 6281000 | 62380001
500 1636500 | 382062000 | 2589+007 | 1795:000 | 7636+001 | 666.12+000
0 | 19906+000 | 586,03+000 | 10989+000 | 2592+002 | 000+0,00 | 92095000
2 5 | 20665+000 | 473092000 | 8296000 | 1618+000 | 3195+000 | 81089+0,00
) 10 | 29252+000 | 640832000 | 159762000 | 2645+000 | 000£0,00 | 111959000
= 50 | 179165000 | 397492000 | 114124000 | 1412£000 | 000£0,00 | 70493000
o 100 | 10312000 | 275312000 | 24652002 | 14852000 | 000£0.00 | 470272001
2 200 | 19756000 | 47979000 | 14450£001 [ 12012002 | 5224000 | 87679000
S 300 | 20986000 | 48339000 [ 7151001 [ 22412000 | 4280001 | 83005000
500 3270£001 | 96220020 | 956001 | 28926+0,00

——
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Kod vrste P. patens zabelezene su statisticki znacajno najviSe koncentracije
zeaksantina, koje su na svim tretmanima NaCl bile viSe u odnosu na koncentracije kod
kontrolne grupe biljaka. Kod ove ispitivane vrste koncentracija zeaksantina je bila veca
za sve primenjene koncentracije NaCl u odnosu na koncentraciju anteraksantina, dok je
kod druge dve ispitivane vrste situacija potpuno drugacija u korist anteraksantina. Na
osnovu dobijenih rezultata (tabela 18) uocava se da je medu ispitivanim ksantofilima

lutein kod sve tri vrste dominantan tip ksantofila.

Sadrzaj violaksantina kod vrste P. patens linearno raste u odnosu na kontrolnu
grupu biljaka povecanjem koncentracije soli od 0 do 50 mM NaCl, gde je zabelezena
vrednost od 152.89 ug/g DW, a daljim povecavanjem koncentracije soli dolazi do
linearnog pada vrednosti violaksantina i pri tretmanu soli od 500 mM NacCl iznosi 25.89
ug/g DW. Isti trend porasta violaksantina do 50 mM NaCl ima i vrsta H. heimii sa
zabeleZenom vrednoS¢u od 216,87 ug/g DW, a na viSim koncentracijama od 50 mM
NaCl dolazi do linearnog pada vrednosti violaksantina i ona iznosi 52.45 ug/g DW. Kod
vrste E. hungaricus najveca zabelezena vrednost violaksantina jeste pri tretmanu od 10

mM NacCl i iznosi 159,76 ug/g DW.
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Grafik 14. Koncentracija ukupnih ksantofila kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri
dana na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greSka (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znac¢ajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).
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Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 14) mozemo uociti trend rasta ukupnih

ksantofila kod biljaka izlaganih tri dana stresu solima na koncentracijama do 50 mM

NaCl. Pri tretmanima od 100 1 200 mM NacCl vrsta P. patens ima statisticki znacajno

vecu koli¢inu ukupnih ksantofila u odnosu na druge dve ispitivane vrste. Kod vrsta E.

hungaricus 1 H. heimii na kocentraciji od 100 mM NaCl zabelezen je nagli pad

vrednosti ukupnih ksantofila , a zatim na 200 i 300 mM NacCl, vrednost ukupnih

ksantofila postepeno raste.

Tabela 18. Koncentracija ukupnih i pojedinacnih ksantofila kod mahovina P. patens, E.
hungaricus i H. heimii izlaganih tri nedelje stresu solima u kulturi in vitro.
Koncentracija soli je izrazena u mM, a koncentracija neoksantina, luteina, violaksantina,

anteraksantina i zeaksantina u pg/g DW.

VRSTA | X% | heoksantin lutein [ violaksantin | anteraksantin | zeaksantin ksl;xknut%nfii I
0 | 249232000 | 57449000 | 147792000 | 18252000 | 14292000 | 100409000
5 29663000 | 484462000 | 82052000 | 16632000 | 000000 | 87979000
5 10| 19415000 | 518092000 | 11539000 | 18162000 | 0002000 | 845824000
= 50 | 201292000 | 418262000 | 132982000 | 2059000 | 000000 | 773152000
X 10 | 12289200 | 271592000 | 11222007 | 1469000 | 0002000 | 42056000
X 200 | 7512£0022 | 26316000 | 3224+001 13,63+ 00 000£000 | 38422000
300 | 43924003 | 140862000 | 7624000 | 5452000 | 37842001 |23580+001
500 | 2421004 | 908720010 [ 465£000 | 4352000 | 14922000 | 139154000
0 | 4099300 | 77306£000 | 220954000 | 3192000 | 000000 | 143589£000
2 s | 302862000 | 647162000 | 179324000 | 2700001 [ 0002000 | 1156392000
S 10 | 2511001 | 519162000 | 121652003 | 19262000 | 000£000 | 885262001
5 50 | 247024000 | 600332000 | 128152002 | 19492000 [ 0002000 [ 99506000
2 100 | 154662000 [ 344194000 | 86082000 | 15952000 | 0002000 | 60091000
= 200 | 147664000 | 254182000 | 10348000 | 49042001 | 0002000 | 554412000
S 300 | 50264000 | 55002004 | 31162003 | 11692000 | 7953001 [228732001
53,52£0,12
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Na osnovu dobijenih rezultata (tabela 18), uocava se da kod biljaka koje su rasle
tri nedelje na hranljivom medijumu sa dodatkom NaCl, koli¢ina luteina je najvisa u
poredenju sa ostalim detektovanim ksantofilima. Prisustvo zeaksantina kod vrsta E.
hungaricus, H. heimi 1 P. patens uoceno je samo na najvis§im koncentracijama soli od
300 1 500 mM NaCl, a kod vrste P. patens zeaksantin je detektovan i u kontrolnoj grupi
biljaka. Interesantna je Cinjenica da prilikom dugotrajnog stresa kod vrste P. patens
zeaksantin nije detektovan na koncentracijama soli od 5 do 200 mM NaCl, dok je

situacija drugacija u slucaju kratkotrajnog stresa solima.

Koli¢ina anteraksantina se statisticki znacajno razlikuje kod vrsta E. hungaricus
1 H.heimii. Kod wvrste E.hungaricus vrednost anteraksantina opada porastom
koncentracije soli, dok kod vrste H. heimii vrednost anteraksantina raste sa porastom
koncentracije soli, pri dugotrajnom stresu. Kod vrste P. patens koncentracija
anteraksantina na najvisim koncentracijama NaCl ima statisticki znacajno niZzu vrednost

(4.35 ug/g DW) u odnosu na kontrolnu grupu biljaka (18.25 ug/g DW). Isti trend je

zabelezen i za vrstu E. hungaricus.
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Grafik 15. Koncentracija ukupnih ksantofila kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri
nedelje na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greska (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).

Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 15) uocava se linearan pad vrednosti
ukupnih ksantofila kod vrsta E. hungaricus i P. patens. Na koncentracijama soli od 0 do

50 mM NaCl vrsta E. hungaricus ima vecu koli¢inu ukupnih ksantofila u odnosu na
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druge dve ispitivane vrste. Kod vrste H. heimii moze se uoCiti da na niskim
koncentracijama soli od 5 i 10 mM NaCl dolazi do opadanja koncentracije ukupnih
ksantofila u odnosu na kontrolnu grupu biljaka, a da u opsegu koncentracija soli od 50
do 200 mM NaCl, dolazi do statisticki znac¢ajnog povecanja koncentracije ukupnih

kantofila.

Ako se uporede najvise primenjene koncentracije soli od 300 i 500 mM
NaCl moze se uociti da je znacajno niza koncentracija ukupnih ksantofila kod biljaka
koje su rasle u uslovima dugotrajnog stresa solima, nego kod biljaka koje su rasle tri

dana na istim podlogama.

4.5.4. Uticaj stresa solima na koli¢inu ukupnih karotenoida u mahovinamaP.
patens, E. hungaricus i H. heimii u uslovima in vitro

Koli¢ina ukupnih karotenoida predstavlja zbir vrednosti ukupnih karotena i
ukupnih ksantofila. Vrednost ukupnih karotenoida predstavlja jedan od bitnih
pokazatelja prisustva i intenziteta odredenog stresa kojim su biljke izlozene, jer su

karotenoidi pomo¢ni fotosinteticki pigmenti i ¢esto imaju protektivnu ulogu u biljnom

sistemu.
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Grafik 16. Koncentracija ukupnih karotenoida kod odabranih vrsta mahovina gajenih
tri dana na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + standardna greska (n=3). Vrednosti oznaene istim
slovima ne pokazuju statisti¢ki znac¢ajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).
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Grafik 17. Koncentracija ukupnih karotenoida kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri
nedelje na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greSka (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).

Kada se uporedi koncentracija ukupnih karotenoida kod biljaka gajenih tri dana i
biljaka gajenih tri nedelje na hranljivom medijumu sa dodatkom NaCl, uocava se
razli¢it trend porasta odnosno smanjenja koncentracije ukupnih karotenoida. Na osnovu
dobijenih rezultata (grafik 16 i 17) sadrzaj ukupnih karotenoida raste na niskim
koncentracijama soli kod biljaka koje su izloZene kratkotrajnom stresu. Kod biljaka
1zlozenih tri nedelje stresu solima dolazi do linearnog opadanja vrednosti koncentracije
ukupnih karotenoida kod vrsta P. patens 1 E. hungaricus, dok vrsta H. heimii pokazuje

isti trend kao 1 za vrednosti ukupnih ksantofila.
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4.6. Uticaj stresa solima na koncentraciju tokoferola u mahovinama P. patens, E.

hungaricus i H. heimii u uslovima in vitro

Tokoferol predstavlja znacajan antioksidans u biljnim sistemima. Praden je uticaj
kratkotrajnog i dugotrajnog izlaganja solima na koli¢inu a, y i 6 tokoferola, kao i na

koli¢inu ukupnog tokoferola (tabela 19).

Tabela 19. Koncentracija ukupnog tokoferola i a,y,0 tokoferola kod mahovina P.
patens, E. hungaricus 1 H. heimii izlaganih tri dana stresu solima u kulturi in vitro.
Koncentracija soli je izrazena u mM, a koncentracija ukupnog tokoferola i a,y,0

tokoferola u pg/g DW.
VRSTA ksoonl?. « tokoferol y tokoferol 3 tokoferol toli(k(:lfpe an0 |
0 36,17+0,00 2,91 £0,00 0,00 £0,00 39,10£0,00
5 57.32£0,00 0,52+0,00 0,00 £0,00 57.86+0,001
< 10 55.15£0,00 0.34£0,00 0.00£0,00 55522000
g 50 76,33 0,00 0,58 £0,00 0,00 £0,00 7692000
Sy 100 71,15 £0,00 0,91 £0,00 0,00 £0,00 72,07 0,00
a 200 82,50 0,00 0,50 £0,00 0,00 £0,00 83,002 0,00
300 56,31 £0,00 0,43 £0,00 0,00 £0,00 56,75+0,00
500 7,53 +0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 753001
0 45.46+0,00 0,00 £0,00 0,00 0,00 4546+0,00
2 5 1644001 0,00 0,00 0,00 0,00 1644001
9 10 93,14 £0,00 1.70%0,00 0,00 0,00 94,85+0,00
= 50 66,00 0,00 0.99+833 0,00 +0,00 67,00+0,00
2 100 2181000 297£0,00 0.0040,00 2479000
8 200 97.94.+0,00 1,80 0,00 0.00£0,00 99.75+0,00
& 300 64,23 0,00 2,71 £0,00 0,00 £0,00 66.94+0,00
500 0,00 £0,00

55,02 0,00

57,36 +0,00
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Na osnovu dobijenih rezultata (tabela 19) uocava se da nije detektovano
prisustvo 0 tokoferola ni kod jedne od ispitivanih vrsta koje su bile izloZene stresu
solima u trajanju od tri dana. Najvece vrednosti su zabeleZene za a tokoferol. Sadrzaj a
tokoferola je najvisi kod vrste H. heimii i dostize vrednost od 215,55 ug/g DW pri
tretmanu gde je dodata koncetracija od 10 mM NaCl, dok su znatno nize vrednosti

zabelezene kod vrste P. patens i E. hungaricus.

Kod vrste P. patens koncentracija a tokoferola raste sa porastom koncentracije
NaCl do od 200 mM NacCl (82.50 ug/g DW), dok dalji porast koncentracije soli dovodi
do statisticki znacajnog opadanja sadrzaja ovog tipa tokoferola. Kod vrste H.heimii
vrednost o tokoferola ima visoke vrednosti na nizim koncentracijama soli, dok na
visokim koncentracijama NaCl, kao i kod P. patens dolazi do statisticki znacajnog
opadanja sadrzaja. Na osnovu tabele 19 moze se uociti da sadrzaj y tokoferola kod sve
tri ispitivane vrste znacajno nizi u odnosu na sadrzaj a tokoferola. Kod vrste P. patens
najvisa koncentracija y tokoferola je zabelezena kod kontrolne grupe biljaka (2.91 ug/g

DW), dok na tretmanima sa NaCl opada. Za vrstu E. hungaricus je karakteristi¢no da na

tretmanu 5 mM NaCl biljke produkuju samo o tokoferol.
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Grafik 18. Koncentracija ukupnog tokoferola kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri
dana na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greSka (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znac¢ajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).
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Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 18) moze se uociti da je najvisa
koncentracija ukupnog tokoferola prisutna kod vrste H. heimii koja je izlagana stresu
solima tokom tri dana. Koncentracija ukupnog tokoferola kod ove vrste je navisa pri
tretmanu sa 10 mM NaCl (215.55 ug/g DW), dok na viSim koncentracijama dolazi do
opadanja vrednosti. Slican trend se moze uociti i kod E. hungaricus, iako se kod ove
vrste pri tretmanu od 200 mM NaCl produkuje najviSa koncentracija ukupnih
tokoferola. Kod vrste E. hungaricus nije uoCena nacajna pravilnost u distribuciji
kolic¢ine tokoferola u odnosu na primenjenu koncentraciju NaCl kod biljaka izlaganih tri

dana stresu solima.

Kod dugotrajnog stresa, prisustvo & tokoferola nije detektovano ni kod jedne
ispitivane vrste (tabela 20), dok je koncentracija o tokoferola znac¢ajno veca u odnosu na

koncentraciju y tokoferola.
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Tabela 20. Koncentracija a,y,0 1 ukupnog tokoferola kod mahovina P. patens, E.
hungaricus 1 H. heimii izlaganih tri nedelje stresu solima u kulturi in vitro.
Koncentracija soli je izrazena u mM, a koncentracija ukupnog tokoferola i a,y,0

tokoferola u pg/g DW.
VRSTA k;’:“c' a tokoferol y tokoferol d tokoferol t(;;(k:f% '}'0 |
0 33,12£0,00 2,12+0,01 0,00 0,00 3527000
5 15,80 0,00 0,54£0,14 0,00 £0,00 1662001
< 10 17,17£0,00 0,00 £0,00 0,00 £0,00 17,17£0,00
g 50 | 6839000 0,00 £0,00 0,00 0,00 6839000
] 100 | 584+0,024 132001 0,00 0,00 7,19£002
. 200 | 2331001 0,00 £0,00 0,00 £0,00 2331001
300 | 1461002 0,49 +0,00 0,00 0,00 15,11 £0,02
300 1 1273£0,00 0,24£0,00 0,00£0,00 12,98+0,00
0 95,96 £0,00 6,48 £0,00 0,00 £0,00 10245000
2 5 62,11 £0,00 3,93 0,00 0,00 £0,00 66.040,00
2 10 | 4762001 225+0,00 0,00 £0,00 4503001
3 50| 7296000 385£0.02 0,00£0,00 7686+0.00
R 100 | 5181001 0,67+0,04 0,00 £0,00 5256001
= 200 | 37.75£0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 3775000
S 300 10,14£0,00 3975,12 0,00 £0,00 14,12£663
300 0,00 +0,00

2,08 £0,00

0,00 +0,00

2,08+0.00

Za sve tri ispitivane vrte na osnovu tabele 20, uocava se da na najviSim

koncentracijama NaCl dolazi do zna¢ajnog opadanja koncentracije a tokoferola. Najvisa

koncetracija a tokoferola zabelezena je kod vrste H. heimii, dok su najnize vrednosti

zabelezene kod vrste P. patens. Kod vrste E. hungaricus u kontroli se uocava da je

najvisa koncentracija a tokoferola u poredenju sa biljkama izlaganim stresu solima.

U uslovima kratkotrajnog stresa solima, biljke produkuju vecu koli¢inu o

tokoferola na umerenim i visokim koncentracijama soli u poredenju sa biljkama

izloZzenim dugotrajnom stresu. Sli¢an trend se zapaza i kod vrste H. heimii, gde je
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koncentracija a tokoferola visa kod biljaka izlaganih tri dana stresu solima, nego kod

biljaka izlaganih tri nedelje stresu solima.
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Grafik 19. Koncentracija ukupnog tokoferola kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri
nedelje na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greska (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).

Koncentracija ukupnog tokoferola kod biljaka izlaganih tri nedelje stresu solima
varira u zavisnosti od ispitivane vrste (grafik 19) 1 od primenjene koncentracije NaCl.
Najvisa koncentracija ukupnog tokoferola se uocava kod vrste H. heimii koja je tretirana
sa 50 1 100 mM NaCl, a daljim porastom koncentracije soli dolazi do opadanj
koncentracije ukupnog tokoferola. Kod vrste H. heimii na koncentracijama soli od 5-
100 mM NaCl uoc¢ava se da je sadrzaj ukupnog tokoferola visi kod biljaka koje su stresu
solima izlagane krac¢i vremenski period. Kod vrste E. hungaricus moze se uociti da
kontrolna grupa biljaka ima viSu koncentraciju ukupnog tokoferola (102.45 ug/g DW) u
odnosu na biljke tretirane solima. Povecanjem koncentracije soli od 50-500 mM NaCl
kod vrste E. hungaricus uocava se linearan pad vrednosti ukupnog tokoferola. Najnize
vrednosti kako pojedinacnih tokoferola, tako 1 ukupnog tokoferola uoc€eni su kod vrste

P. patens. Kod vrste P. patens postoji znacajna razlika kada je u pitanju vreme izlaganja

biljaka razli¢itim koncentracijama NaCl.
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4.7. Uticaj stresa solima na koncentraciju prolina i slobodnih aminokiselina
mahovina P. patens, E. hungaricus i H. heimii u uslovima in vitro

Koncentracija prolina i odnosa sadrzaja prolina i slobodnih amino kiselina u
analizirana je s ciljem utvrdivanja stepena osmotskog prilagodavanja odabranih vrsta

mahovina na stres izazvan povec¢anom koncentracijom NaCl u hranljivoj podlozi.

Pracena je koli¢ina prolina i slobodnih amino kiselina kod biljaka koje su bile
izlozene kratkotrajnom (tokom tri dana) i dugotrajnom (tokom tri nedelje) stresu solima.
Na osnovu dobijenih rezultata uocava se znacajno razlicit trend u koli¢ini prolina kod

ove dve grupe biljaka.
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Grafik 20. Sadrzaj prolina kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri dana na hranljivoj
podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna greska (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne pokazuju
statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).

Kada je u pitanju koncentracija prolina kod biljaka koje su gajene tri dana na
podlozi sa NaCl (kratkotrajni stres) (grafik 20), uocava se da koncentracija prolina na
nizim koncentracijama soli ne varira statisticki znacajno. Kod vrste H. heimii tek pri
tretmanu od 200 mM NaCl, dolazi do statisticki znacajnog porasta sadrzaja prolina, a
takav trend se zadzava i pri tretmanu od 300 i 500 mM NaCl. Kod vrste P. patens

zapaza se da u odnosu na kontrolnu grupu biljaka koncentracija prolina raste linearno sa
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porastom koncentracije soli. E. hungaricus na svim primenjenim koncentracijama
NaCl pokazuje priblizne vrednosti sadrzaja prolina (oko 30 uM/g FW). Vrsta E.
hungaricus ima vecu koli¢inu prolina na niskim koncentracijama soli (5 1 10 mM NaCl)
u odnosu na druge dve ispitivane vrste, dok na koncetracijama od 300 i 500 mM NaCl

pokazuje nizu vrednost u odnosu na druge dve ispitivane vrste.
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Grafik 21. Odnos sadrzaja prolina i slobodnih amino kiselina kod odabranih vrsta
mahovina gajenih tri dana na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl.
(Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka (n=3). Vrednosti
oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema
Fisher’s LSD testu).

Rezultati dobijeni za odnos sadrZaja prolina i slobodnih amino kiselina (grafik 21)
pokazuju da kod vrste H. heimii porastom koncentracije NaCl, raste odnos sadrzaja
prolina i slobodnih amino kiselina. Slican trend se moZe uociti 1 kod vrsta E. hungaricus 1
P. patens. ANOVA analiza je pokazala da na koncentraciju prolina i odnos sadrzaja
prolina i slobodnih aminokiselina presudni zna¢aj ima koncentracija primenjenog NaCl, a

ne ispitivana vrsta.

Na osnovu dobijenih rezultata sadrzaja prolina kod biljaka gajenih tri nedelje na
hranljivom medijumu sa dodatim razli¢itim koncentracijama soli (grafik 22) se uoc¢ava
da visoke koncentracije soli kod sve tri ispitivane vrste rezultiraju niskim sadrzajem
prolina u tkivu ispitivanih vrsta mahovina, a da odnos sadrZaja prolina i slobodnih

amino kiselina na visokim koncentracijama NaCl raste (grafik 21). Najznacajnije

116



opadanje vrednosi koncentracije prolina koje je i statisticki znafajano zapaza se pri

najvisim koncentracijama NaCl (500 mM), kod sve tri ispitivane vrste.
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Grafik 22. Sadrzaj prolina kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri nedelje na
hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + standardna greska (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).
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Grafik 23. Odnos sadrzaja prolina i slobodnih amino kiselina kod odabranih vrsta
mahovina gajenih tri nedelje na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl.
(Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greSka (n=3). Vrednosti
oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema
Fisher’s LSD testu).
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Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 22, 23), zapaza se da kod obe fakultativno
halofitne vrste (E. hungaricus 1 H. heimii) dolazi do naglog porasta koncentracije
prolina pri tretmanu od 50 mM NaCl, a da se odnos prolina i slobodnih amino kiselina
statisticki ne razlikuje u odnosu na nize primenjene koncentracije NaCl. Kod vrsta E.
hungaricus 1 H. heimii porast koncentracije soli iznad 50 mM dovodi do linearnog
opadanja vrednosti sadrzaja prolina u biljkama, dok je odnos sadrzaja prolina i
slobodnih amino kiselina, tj. udeo prolina u ukupnim amino kiselinama, na visokim
koncentracijama soli statisticki znacajno veci u odnosu na kontrolnu grupu biljaka.Kao
u slucaju kratkotrajnog izlaganja biljaka solima i za biljke koje su izlagane stresu solima
tokom tri nedelje ANOVA analizom je pokazano da faktor koji statisti¢ki najznacajnije

utice na sadrzaj prolina kod ispitivanih vrsta jeste koncetracija primenjenog NaCl.

4.8. Uticaj stresa solima na antioksidativni kapacitet i sadrZaj ukupnih fenola
mahovina P. patens, E. hungaricus i H. heimii u uslovima in vitro

Antioksidativna aktivnost metanolnih ekstrakata vrsta P. patens, E. hungaricus i
H. heimii raslih u uslovima in vitro 1 tretiranih razli¢itim koncentracijama soli tokom tri
dana 1 tri nedelje eksperimenta ispitivana je pomocu dve metode, neutralizacija DPPH
radikala i Folin - Ciocalteu testom kao pokazateljem ukupne koli¢ine fenolnih jedinjenja u

biljci.
4.8.1. Antioksidativna aktivnost ispitivana DPPH metodom

DPPH antioksidativni test se najceS¢e koristi za odredivanje sposobnosti sekundarnih
metabolita prisutnih u ekstraktima pojedinih biljaka da predaju vodonikov atom

slobodnim radikalima.
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Grafik 24. DPPH aktivnost kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri dana na hranljivoj
podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao srednja vrednost
+ standardna greska (n=3). Vrednosti oznaCene istim slovima ne pokazuju statisticki
znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).

Kod biljaka koje su bile izlagane stresu solima tokom tri dana maksimalna DPPH

aktivnost od 55% zabeleZena je kod vrste P.patens pri tretmanu sa 500 mM NaCl (grafik

24). DPPH aktivnost kod ove vrste raste sa porastom koncentracije NaCl i znacajno je

viSa nego kod druge dve ispitivane vrste. Sli¢an trend porasta aktivnosti DPPH imaju 1

vrste E. hungaricus 1 H. heimii.
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Grafik 25. DPPH aktivnost kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri nedelje na
hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost + standardna greSka (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne pokazuju
statisticki zna€ajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).
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Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 25) uocava se obrnut trend kod biljaka koje
su bile na izlozene solima tokom tri nedelje. Tokom dugotrajnog stresa DPPH aktivnost
kod vrste P. patens opada sa povecanjem koncentracije soli, a kod vrsta E.hungaricus i
H.heimii uocen je porast DPPH aktivnosti na koncentracijama NaCl od 5-100 mM.
Daljim porastom koncentracije NaCl (200-500 mM) u hranljivoj podlozi opada DPPH
aktivnost. DPPH aktivnost se kod vrste H. heimi krece u intervalu od 30-40% pri tretmanu
NacCl od 0-100 mM, a na visokim koncentracijama aktivnost opada ispod 30%.Aktivnost
DPPH na najviSoj koncentraciji za vrstu P. patens iznosi 3%, a za vrstu E. hungaricus

12%.

4.8.2. Odredivanje sadrzaja polifenolnih jedinjenja Folin—Ciocalteu-ovom

metodom

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je po Folin—Ciocalteu metodi i njihova koliina je

izrazena u ekvivalentima galne kiseline.

Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 26) uocava se da kod fakultativno halofitnih
vrsta koje su ispitivane dolazi do opadanja koncetracije ukupnih fenola, a da kod vrste P.
patens raste koncentracija ukupnih fenola. NajviSa koncentracija za vrstu P. patens je na
tretmanu sa dodatkom 50 mM NaCl. Vrste E. hungaricus i H. heimii inaju najvisu

koncetraciju fenola kod kontrolne grupe biljaka.
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Grafik 26. Koncentracija ukupnih fenola kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri dana
na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + standardna greSka (n=3). Vrednosti oznaene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD test
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Kod biljaka gajenih tri nedelje na hranljivoj podlozi sa dodatko NaCl, trend
rasta/opadanja koncentracije ukupnih fenola je sli¢an kao i kod biljaka koje su bile
izlozene tri dana stresu solima. NajviSa koncentracija ukupnih fenola prisutna je kod
vrste P. patens, kod koje dolazi do povecanja koncentracije fenola u odnosu na kontrolu.
Povecéanje se uocava kod biljaka koje su gajene na podlozi sa dodatko 51 10 mM NaCl
(grafik 27). Na najviSoj primenjenoj koncentraciji soli od 500 mM NacCl, uocava se da je
kod biljaka izlaganih dugotrajnom stresu visa koncentracija fenola nego kod biljaka

izlaganih kratkotrajnom stresu.
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Grafik 27. Koncentracija ukupnih fenola kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri
nedelje na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + standardna greska (n=3). Vrednosti oznacene istim slovima ne
pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s LSD testu).

4.8.3. UHPLC/-HESI-MS/MS analiza fenolnih jedinjenja u metanolnim

ekstraktima

Identifikacija i1 kvantifikacija fenolnih jedinjenja u uzorcima uradena je u SRM
analize instrumenta, a koji se zasniva na odabiru pre definisanih masenih fragmenata, tj.
produkt-jona, koji pokazuju najveéi intenzitetu PIS (eng. Product lon Scanning)
eksperimentu (Tabela 21). Xcalibur softver (verzija 2.1) je koriS¢en za kontrolu

instrumenta, kao i za prikupljanje i obradu podataka.
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Tabela 21. Fenolna jedinjenja identifikovana i kvantifikovana UHPLC-qqq MS
analizom u metanolnim ekstraktima mahovina P.patens, E.hungaricus i H. heimii.
Predstavljeni su MS i MS? podaci.

Fenoli
Br. tr[min] [M-H][m MS? fragmenti [m/z] (intezitet pikova) cE[eV]
/7]

Hydroxycinnamic acids

1 Kafeinska 3,10 179 135 (100); 134 (85); 117 (15); 89 (10); 63 (5) 30
kiselina®

2 p-kumarna 4,23 163 119 (100); 117 (20); 104 (5); 93 (50); 91 (8) 30
kiselina®

Flavons

3 Apigetrin® 5.86 431 269 (20); 268 (100); 239 (<5); 211 (<5); 150 (<5) 30

4 Apigenin® 7,11 269 225 (5); 159 (<5); 151 (20); 149 (10); 117 (100); 107 30

(20)

Flavonols

8 Rutin® 5,15 609 301 (20); 300 (100); 255 (15); 226 (<5) 30

9 Isokvercitrin® 5,33 463 300 (100); 255 (30); 243 (<5) 30

10  Astragalin® 5,68 447 300 (40); 284 (100); 255 (80); 227 (45); 151 (<5) 30

12 | Kaempferol® 7,12 285 239 (10); 227 (10); 211 (<5); 157 (10); 93 (8) 30

Flavanons

13 Naringenin® 6,89 271 228 (<5); 184 (5); 151 (15); 119 (100); 107 (30) 30

aPotvrdeno pomocu standarda.

cE- koliziona energija

tr- retenciono vreme

Crvenom bojom su obelezeni MS*fragmenti koji su kori$éeni u SRM eksperiment

Fenoli su u uzorcima identifikovani na osnovu MS 1 MS/MS spektara,
retencionih vremena tokom hromatografskog razdvajanja i poredenjem sa standardima.
Identifikacija je potvrdena u FS, PIS 1 SRM eksperimentima (slika 26). Linearna
regresiona analiza kalibracionih kriva analiziranih fenolnih jedinjenja je pokazala
odli¢nu linearnost, uz korelacione koeficijente od » = 0.999, p < 0.001. Kvantifikacija
fenolnih jedinjanja u uzorcima je uradena na osnovu povrSine pikova u SRM

eksperimentu.
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Slika 26. Hormatogram-legenda: UHPLC/+MS? hromatogrami standarda fenolnih
jedinjenja (gornji red), i njihovi karakterisiténi MS? spektri u SRM eksperimentu (donji
red).
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Tabela 22. Kvalitativna 1 kvantitativna analiza fenolnih jedinjenja prisutnih kod
ispitivanih vrsta P. patens, E. hungaricus 1 H. heimii izlaganih tri dana stresu solima.
(Koncentracija soli je izrazena u mM. Vrednosti u tabeli predstavljaju srednju vrednost
tri nezavisna merenja + standardna greska i izrazene su u ng/100 mg sveze mase.)

VRSTA k:onlf kﬁf:érlnlsnl? ) lf(lllsrgﬁgzna ntin | izokvercetin | astragalin | apigetrin | apigenin | naringerin | Kampeferol
r—
0| 00120015 | 250158 | 3042031 | 7222035 | 1824014 | 634£13% | 000£000 | 197207 | 60517
51 030£000 | 215592 | 083036 | 489£074 | 2032085 | SHELES | 000£000 | 0682020 | 4054005
g 00 200408 | ILIS£L02 | 0052002 | 4202060 | 0952037 | 282+037 | 285120 | 0454028 | 32108
g SO | 3012084 | S0I5£3M | O1TR000 | 286041 | 0258005 | 2182008 | 277203 | 060£03% | 0362003
| 100 [ 0ne066 | 9724100 [ 042002 | 2152070 | 0472032 | 045010 | 1102024 | 042035 | 051£001
Q200 | o005 | 10372037 | 0022000 | 1062036 | 02400 | 022005 | 056010 | 006200 | L0021
001 1772004 | 6472215 | 0202021 | 09406 | 013£009 | 09012 | 045£013 | 0162007 | 1532046
00| s419£1504 | S8SIEILGH | 034023 | 3014095 | 1582062 | T26£27 | ATTELTT | 0834043 | 493006
[
0| 0002000 [ 0612040 | 492029 | LI0£018 | 036009 | 151000 | 124078 | 000000 | 000£00
g S| 0me00 | 29165 | 1032025 | 0842010 | 0102001 | 092041 | 0672022 | 0002000 | 0M£000
S0 | om0 | 24209 | 0204 | 092006 | 005000 | 0242005 | 156023 | 0200 | 0002000
S |0 | omeom | 1me0n | os0ns | 0g02 | oweon | ousom | 042028 | oneogs | 00200
§° 100 | 050005 | GHEL | 0002000 | 037£011 | 0122005 | 0062006 | 0232009 | 0242005 | 0362036
§ 00 [ 000000 | M@£181 [ 0002000 | 142090 | 126123 | 3352238 | 025000 | 0002000 | 0402040
o |30 | 0052005 | TR£208 | 0082005 | LTELIS | 0402012 | 152020 | 0272027 | op0z00 | 146£018
SO0 | om0 | 3MELI6 | 0022001 | 0602023 | 0352024 | 0932054 | 0202021 | 000000 | L7206
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Kod biljaka izlaganih tri dana stresu solima detektovano je prisustvo devet
razli¢itih fenolnih jedinjenja (tabele 22). Detektovane su dve fenolne kiseline (kafeinska i
p kumarna kiselina). Vrsta P. patens ima znacajno viSu koli¢inu ukupnih fenolnih
jedinjenja u odnosu na vrste E. hungaricus 1 H. heimii. Koli¢ina kafeinske kiseline kod
vrste P. patens raste sa povecanjem koncentracije soli do 50 mM NacCl, kod biljaka koje
su izlagane tri dana stresu solima. Najvisa koncentracija detektovana je pri tretmanu od
500 mM NaCl (54.19 pg/mg) , dok kontrolna grupa biljaka sadrzi najmanju koli¢inu
kafeinske kiseline (0.01 pg/mg).

Kod wvrste E. hungaricus koli¢ina kafeinske kiseline raste sa porastom
koncentracije soli do 100 mM NacCl, dok dalji porast koncentracije NaCl dovodi do
opadanja koli¢ine ove fenolne kiseline u uzorcima. Pri koncentraciji od 200, mM NaCl
nije detektovano prisustvo kafeinske kiseline. Kod vrste H. heimii koja je izlagana
kratkotrajnom stresu od tri dana uocava se da vrednost koncentracije kafeinske kiseline
raste sa porastom koncentracije soli do 10 mM NaCl, na tretmanima od 50 do 200 mM
NaCl nije detektovano njeno prisustvo, dok je ponovo detektovana na najvisSim

koncentracijama od 300 i 500 mM NaCl.

Prisustvo p kumarne kiseline detektovano je kod sve tri ispitivane vrste koje su
izlagane kratkotrajnom stresu solima. Najnize zabeleZene vrednosti uocene su kod vrste
H. heimii. Kod vrste P. patens pri tretmanu od 100 mM NaCl zabelezena je najvisa
vrednost p kumarne kiseline od 29.72 ng/100 mg sveze mase, dok je kod vrste E.
hungaricus najvisa vrednost ove kiseline zabelezena pri tretmanu od 200 mM NaCl i
iznosila je 24.69 ng/100 mg sveZze mase. Kod vrste H. heimii najveca zabelezena vrednost

koncentracije p kumarne kiseline uo€ena je pri tretmanu sa 500 mM NacCl.

NajviSe koncentracije rutina detektovane su kod kontrolne grupe biljaka sve tri
ispitivane vrste koje su izlagane kratkotrajnom stresu solima. Koli¢ina kaemferola je
najvisa kod vrste P. patens, dok je kod druge dve ispitivane vrste mahovina detektovana u
tragovima. Kod vrste E. hungaricus prisustvo kaemferola nije detektovano kod kontrolne
grupe biljaka i na niskim koncentracijama soli od 5 do 50 mM NaCl, tek na
koncetracijama soli visim od 100 mM NacCl, detektovano je prisustvo kaemferola kod ove
vrste. Kod vrste P. patens najvisa koli¢ina kaemferola detektovana je kod kontrolne grupe

biljaka 1 i1znosila je 62.05 ng/100 mg sveZeg materijala. Prisustvo kaemferola kod vrste
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H. heimii detektovano je pri tretmanima solima u opsegu koncetracija izmedu 50 i 200

mM NaCl.

Koli¢ina izokvercitina kod vrsta P. patens i1 E. hungaricus opada sa porastom
koncetracije soli. Medutim, kod P. patens je zabelezen porast na najviSoj koncentraciji
soli od 500 mM NaCl, gde je zabelezena vrednost od 3.01 ng/100 mg svezeg materijala ,
dok je kod wvrste E. hungaricus porast sadrzaja ovog glikozida zabelezen na
koncentracijama soli od 200 i 300 mM NacCl. Koli¢ina izokvercetina kod vrste H. heimii
je najveca pri tretmanu solima od 100 mM NaCl i iznosi 1.40 ng/100 mg svezeg biljnog

materijala.

Naringerin nije detektovan kod kontrolne grupe biljaka niti pri najniZzem tretmanu
solima od 5 mM NaCl kod vrsta E. hungaricus 1 H. heimii koje su izlagane tri dana stresu
solima. Kod vrste P. patens je zabelezena najvisa koncentracija naringerina u kontrolnoj
grupi biljaka (1.97 ng/100 mg svezeg biljnog materijala), a dalji porast koncentracije

NaCl dovodi do opadanja sadrZaja ovog jedinjenjau biljkama .

Koncentracija astragalina, apigetrina i apigenina u biljkama H. heimii nije
uslovljena koncentracijom soli u hranljivoj podlozi. Ova vrsta mahovine takode poseduje
nize vrednosti ovih jedinjenja od druge dve ispitivane vrste. Apigetrin kod vrste P. patens
opada sa porastom koncentracije soli, do koncentracije NaCl od 500 mM, kada se uocava
znacCajan porast vrednosti, dok apigenin nije detektovan na koncentracijama od 0 i1 5 mM
NaCl. Kod vrste E. hungaricus se uo¢ava zna€ajno povecanje koncentracije astragalina 1
apigetrina na tretmanu od 200 mM NaCl. Na koncentracijama soli od 300 1 500 mM NaCl

nije detektovan apigenin kod vrste H. heimii, kao ni u kontrolnoj grupi biljaka.

Na kratkotrajnom tretmanu solima od 500 mM, medu svim detektovanim
fenolnim jedinjenjima, najvisa je koli¢ina p-kumarne kiselinekod sve tri ispitivane vrste.
Uocene su razlike u kvalitativnom sastavu fenolnih jedinjenja izmedu kontrolnih biljaka 1
onih izlozenih eksptremnim koncentracijama NaCl (500 mM). Kod vrste P. patens pri
tretmanu od 500 mM NaCl detektovano je devet fenolnih jedinjenja, kod vrste E.
hungaricus osam, a kod vrste H. heimii pet fenolnih jedinjenja. Kod kontrolne grupe
biljaka kod vrste P. patens detektovano je osam fenolnih jedinjenja, a kod druge dve

ispitivane vrste po Sest fenolnih jedinjenja.
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Tabela 23. Kvalitativna i kvantitativna analiza fenolnih jedinjenja prisutnih kod
ispitivanih vrsta P. patens, E. hungaricus i H. heimii izlaganih tri nedelje stresu solima.
(Koncentracija soli je izrazena u mM. Vrednosti u tabeli predstavljaju srednju vrednost
tri nezavisna merenja + standardna greska 1 izrazene su u ng/100 mg.)

VRSTA k;)(?lf kla(f;:étlllsnlza ) mlalﬁgna miin | izokvercetin | astragalin | apigetrin | apigenin | naringerin | Kampeferol
I—
0| 0192009 | BME237 | 002000 | 0742049 | 0112005 | g0 | 02200 | 236206 | 200¢141
S| L2019 | 3060180 | 034£021 | 0412015 | 0112009 | 0082000 | 0272002 | 067:006 | 289£013
o [0 | me0m | oo | omeas | oseons | i0n | oeam | 03seow | oo 000000
g 00| 1802057 | 28404£237 | 006204 | 0232002 | 0032003 | 0002000 | 0682001 | 0132002 | 00000
Q| 100 | 280091 | 10352905 | 0132000 | 032013 | 000£000 | 0002000 | 0512000 | 00920 | 000000
Q| 0| 40802 | IS00T£301Y 0475000 | 0572000 | 0432003 | 003000 | 043003 | 0152015 | 000000
001 5002007 | 937116 | 000000 | 0292000 | 0082000 | 0182009 | 02001 | 004004 | 000£000
01 555055 | 1937£18 [ 0002000 | 0262008 | 005200 | 023£015 | 0182000 | 000 | 000£000
0| 007200 | 924£483 | 0054005 | 0712001 | 000000 | 0002000 | 042031 | 0002000 | 000000
a | 00000 | 960704 | 0024002 | 0322000 | 0022000 | 0082007 | 0372002 | 0002000 | 0162022
S0 | 000000 | 65561072 | 0032003 | 0672047 | 0002000 | 0122010 | 013000 | 000£000 | 000000
; S0 | 000000 | 16614353 | 0112000 | 0932024 | 000000 | 0072007 | 0132000 | 0082000 | 000£000
§° 100 | 0W000 | 4982213 | 000£000 | 019000 | 006000 | 0272027 | 0754005 | 009£000 | 000£000
§ 200 | OME0M | 34851259 | 00400 | 0172002 | 005005 | 0312028 | 0622002 | 0122000 | 000000
o[ 300 | W00 [ 0752017 | 0002000 | 0162001 | 000000 | 0002 | 0252000 | 0112000 | 00000
001 000£000 | 040£040 | 000£000 | 027010 | 000000 | 0032003 | 000£000 | 0002000 | 000£000
0| 2002000 | LI£LI | 000£000 | 0352017 | 0052003 | 002£00 | 0002000 | 0002000 | 0274039
5| L0002 | 896859 | 017£000 | 042503 | 000000 | 0102010 | 000000 | 025£025 | 000000
:é 10| OB£005 | 608215 | 018000 | 16043 | 0002000 | 0422006 | 000£000 | 0182010 | 0442006
N OW£000 | 656£190 | 0212001 | 3362135 | 000000 | 0592027 | 0002000 | 090090 | 0002000
S0 | 0000 | 3M£L52 | 0072000 | L0201 | 000£000 | 1052004 | O1£011 | 0862006 | 0002000
m‘ 200 | 00000 | 4042004 | 009£000 | 020£008 | 000000 | 1062093 | 0262026 | 03303 | 0002000
300 | 0000 | 27130 | 0300 | L4207 | 006001 | 1512000 | 0302030 | 0102010 | 0152006
S00 | OOLE00L | 08049 | 000£000 | 0022002 | 0072006 | 0012001 | 0032003 | 0002000 | 048£009

Najveca koli¢ina fenolnih jedinjenja je prisutna kod vrste P. patens, koja je

izlagana tri nedelje stresu solima. Kao i kod kratkotrajnog stresa i kod dugotrajnog

izlaganja stresu, dominantno fenolno jedinjenje za sve tri ispitivane vrste jeste p kumarna

kiselina (tabela 23). Najvece vrednosti p kumarne kiseline zabelezene su kod vrste P.
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patens na tretmanima od 100 (150.55 pg/mg) i 200 mM (150.07 pg/mg) NaCl, dok je
kod vrste H. heimii vrednost p kumarne kiseline najveca na niskim koncentracijama soli

od 5-50 mM NaCl.

Koncentracija kafeinske kiseline kod vrste P. patens raste sa porastom
koncentracije soli, dok kod druge dve ispitivane vrste dolazi do opadanja sadrzaja ove
fenolne kiseline. Kod vrste E. hungaricus izlagane tri nedelje stresu solima prisustvo
kafeinske kiseline detektovano je samo kod kontrolne grupe biljaka i kod biljaka koje su
bile na hranljivoj podlozi sa dodatkom soli koncetracije 5 i 300 mM NaCl. Kod vrste H.
heimii kafeinska kiselina nije detektovana pri tretmanima od 50-300 mM NaCl (tabala

23).

Rutin nije detektovan kod ispitivanih vrsta mahovina izlaganih tri nedelje 500 mM
NaCl. Kod vrsta E. hungaricus i1 P. patens koli¢ina izokvercitrina opada sa porastom
koncentracije soli u hranljivoj podlozi, u odnosu na kontrolnu grupu biljaka, dok kod
vrste H. heimii vrednost izokvercetina je znatno veca u odnosu na kontrolu kod biljaka
koje su rasle na hranljivom medijumu sa dodatkom soli u opsegu koncentracija 10-100

mM NaCl.

Vrednosti koncentracije apigenina kod vrste P. patens rastu na nizim
koncentracijama soli (5-50 mM NaCl) u odnosu na kontrolnu grupu biljaka, dok kod vrste
E. hungaricus sadrZaj apigenina opada. Daljim porastom koncentracija soli, vrednost
koncentracija apigenina raste kod obe vrste mahovina. Kod vrste H. heimii apigenin nije
detektovan na tretmanima od 0 do 50 mM NaCl, dok na koncetracijama soli od 100 mM
NaCl 1 ve¢im raste koncentracija apigenina. Astragalin je detektovan u tragovima kod

vrsta E. hungaricus 1 H. heimii 1 to ne na svim koncetracijama soli (tabela 23).

Kaemferol je kod vrste P. patens detektovan samo kod kontrolne grupe biljaka 1
kod biljaka izlaganih najniZzoj koncentraciji soli (5 mM NaCl), dok je kod vrste E.
hungaricus kampeferol zabeleZen samo kod biljaka koje su rasle na hranljivom medijumu
sa dodatkom soli koncetracije 5 mM NaCl. Kod vrste H. heimii detektovan jer kod
kontrolne grupe biljaka i1 kod biljaka koje su rasle na podlozi sa dodatkom NaCl od 300 1
500 mM.
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U uslovima kada biljke nisu bile izlagane stresu solima (kontrolne biljke) kod
vrste P. patens detektovano je devet fenolnih jedinjenja, kod E. hungaricus pet, dok je
kod H. heimii zabelezeno prisustvo Sest fenolnih jedinjenja. Na najvecoj primenjenoj
koncentraciji soli od 500 mM NaCl kod vrste P. patens je detektovano sedam, kod E.

hungaricus tri, a kod vrste H. heimii sedam fenolnih jedinjenja.

Na osnovu prikazanih rezultata (grafik 28) uocava se da je kod vrste P. patens
najveca koncentracija fenola na hranljivoj podlozi sa dodatkom 500 mM NaCl, a
dominantno fenolno jedinjenje je p kumarna kiselina. Kod vrste E. hungaricus najvisa
koncentracija ukupnih fenola jeste kod biljaka raslih na hranljivoj podlozi sa dodatkom
200 mM NaCl. Kod vrste H. heimii porastom koncentracije NaCl u podlozi raste

koncentracija ukupnih fenola, a posebno na najvis§im koncentracijama primenjene soli.

Kod biljaka izlaganih tri nedelje stresu solima uocava se da je prisutan manji broj
fenolnih jedinjenja nego kod biljaka koje su gajene tri dana na medijumu sa dodatkom

razli¢itih koncentracija NaCl (grafik 29).

Kod sve tri ispitivane vrste dominantna kiselina je p kumarna kiselina, kao i kod
biljaka izlaganih stresu solima tri dana. Najraznovrsniji sastav fenolnih jedinjenja
zastupljen je kod vrste H. heimii. Vrsta P. patens najveéi porast koncentracije fenolnih
jedinjenja ima kod biljaka gajenih na hranljivoj podlozi sa dodatkom 100 1 200 mM NaCl.
Koncentracija ukupnih fenola kod E. hungaricus pri dugotrajnom stresu solima je najvisa

kod biljaka gajenih na hranljivoj podlozi sa dodatkom 10 mM NacCl.

Za vrstu H. haimii je zapaZeno da trend rasta/opadanja koncentracije fenola je
razli¢it kod biljaka gajenih na podlozi sa solima tokom tri dana i tokom tri nedelje. Kod
biljaka gajenih tri dana na podlozi sa solima raste koncentracija ukupnih fenola, a kod
biljaka gajenih tri nedelje na podlozi sa dodatkom NaCl koncentracija fotosintetickih

pigmenata opada.
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Grafik 28. Koncentracija ukupnih fenola kod vrsta P. patens (prvi grafik), E.
hungaricus (grafik u sredini) 1 H. heimii (poslednji grafik) gajenih tri dana na hranljivoj

podlozi sa dodatkom NaCl

130



180.00

160.00

140.00

120.00

100.00

80.00

60.00

40.00

20.00

koncentracija ukupnih fenola (ng/100mg)

0.00

10 50 100 200 300 3500
koncentracija NaCl (mM)

kaemferol
naringerin
apigenin

= apigetrin

m astragalin

B izokvercetin

= rutin

B p kumarna kiselina

B kafeinska kiselina

70.00

60.00

50.00

40.00

30.00

20.00

10.00

koncentracija ukupnih fenola (ng/100mg)

0.00

5

10 50 100 200 300 500
koncentracija NaCl (mM)

kaemferol
naringerin
apigenin

= apigetrin

W astragalin

B izokvercetin

= rutin

B p kumarna kiselina

B kafeinska kiselina

14.00

12.00

10.00

8.00

6.00

4.00

2.00

koncentracija ukupnih fenola (ng/100mg)

0.00

5

10 50 100 200 300 500
koncentracija NaCl (mM)

kaemferol
naringerin
apigenin

m apigetrin

M astragalin

mizokvercetin

W rutin

M p kumarna kiselina

B kafeinska kiselina

Grafik 29. Koncentracija ukupnih fenola kod vrsta P. patens (prvi grafik), E.
hungaricus (grafik u sredini) i H. heimii (poslednji grafik) gajenih tri nedelje na hranljivoj

podlozi sa dodatkom NaCl
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4.9. Uticaj stresa solima na koncentraciju Seéera mahovina P. patens, E. hungaricus i
H. heimii u uslovima in vitro

HPLC - PAD analizom je pokazano prisustvo glukoze, fruktoze i saharoze kao
dominantnih oblika Secera kod sve tri ispitivane vrste kako pri kratkotrajnom tako i
prilikom dugotrajnog izlaganja biljaka stresu solima (slika 27). Pored navedenih Secera,
postoje 1 SecCeri koji nisu identifikovani primenjenom analitickom metodom, a Ciji se

pikovi mogu uociti na histogramu.
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Slika 27. HPLC hromatogram, na kome su oznaceni pikovi identifikovanih Secera

(glukoza, fruktoza i1 saharoza), kao 1 tri pika neidentifikovanih Secera

Koli¢ina identifikovanih Secera je varirala u zavisnosti od duzine trajanja stresa,
kao 1 od intenziteta stresa. Ispitivanjem sadrzaja SeCera u biljkama tokom stresnih
uslova, pokazano je da se u znac¢ajnim koncentracijama akumuliraju glukoza, saharoza i
fruktoza. Oni predstavljaju uobiCajene Secere koji se sintetiSu i akumuliraju, kako u
vaskularnim biljkama, tako 1 u briofitama (Sivakumar et al., 2002; Couée, 2006; Yin et
al., 2010; Klavina, 2014). Na osnovu rezultata (grafik 30 1 31) uocava se prisustvo

razli¢ite koli¢ine grukoze u zavisnosti da li su biljke izlagane tri dana ili tri nedelje

stresu solima.
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Grafik 30. Koncentracija glukoze kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri dana na
hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greSka (n=3). Vrednosti

oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema
Fisher’s LSD testu.)

Na osnovu dobijenih rezultata uoc¢ava se da koncetracija glukoze kod vrste P.
patens raste na najvisSim koncentacijama soli od 200-500 mM NacCl i da je to povecanje
statisticki znacajno u odnosu na kontrolnu grupu biljaka. Vrednost na najviSoj
koncentraciji soli iznosi 3,8 pg/ml. Kod vrste H. heimii je uvoCen drugaciji trend, gde je
na niskim koncetracijama soli od 0—10 mM NaCl detektovana najvisa koli¢ina glukoze,
a da daljim povecanjem koncetracije soli dolazi do statisticki znacajnog opadanja
vrednosti koncentracije ovog Secera. Kod vrste E. hungaricus koncentracija glukoze ima

trend porasta koncentracije glukoze sa povecanjem koncetracije soli, ali taj porast

koli¢ine Secera nije statisticki znacajan.

Na osnovu ANOVA analize, vrsta ispitivane mahovine ima statisti¢ki vazniji

uticaj na koncentraciju glukoze u biljkama u odnosu na primenjenu koncentraciju soli.

Kod biljaka izlaganih dugotrajnom stresu solima koli¢ina glukoze je znatno veca

u poredenju sa biljkama koje su izlagane kratkotrajnom stresu solima.
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Grafik 31. Koncentracija glukoze kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri nedelje na
hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska (n=3). Vrednosti
oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema
Fisher’s LSD testu.)

Kod vrste P. patens se uocava da je najvisa koncentracija glukoze prisutna na
koncetraciji soli od 10 mM NaCl (260 pg/ml), a da daljim povecanjem koncentracije
soli sadrzaj glukoze opada sve 500 mM NacCl, kada ponovo dolazi do statisti¢ki znacajnog
porasta koli¢ine ovog Secera. Kod vrste H. heimii uoCen je trend linearnog opadanja
koncentracije glukoze na koncentracijama NaCl od 50 mM. Koli¢ina glukoze kod vrste E.

hungaricus varira, a najviSa koncentracija je zabeleZena na tretmanu sa 50 mM NaCl (176

pug/ml).

Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 32 i1 33) koncentracija fruktoze varira u
zavisnosti od ispitivane vrste, koncentracije NaCl u hranljivoj podlozi i od duZine trajanja
stresa. Na osnovu ANOVA analize kod biljaka izlaganih kratkotrajnom stresu vrsta
mahovine ima presudan znacaj na sadrzaj fruktoze, dok kod biljaka izlaganih

dugotrajnom stresu koncentracija soli ima presudan znacaj za sadrzaj fruktoze.
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Grafik 32. Koncentracija fruktoze kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri dana na
hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta £ standardna greska (n=3). Vrednosti
oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema

Fisher’s LSD testu.)

Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 32) moZe se uociti da je koncentracija
fruktoze relativno niska za sve tri ispitivane vrste koje su izlagane kratkotrajnom stresu,
sa izuzetkom vrste H. heimii gajenim u prisustvu niskih koncentracija soli od 0 do 10
mM NaCl uocava statisticki znacajno visa koli¢ina ovog Secera. Vrednost koncentracije
fruktoze kod vrsta P. patens 1 E. hungaricus izlaganih tri dana stresu solima ima trend

linearnog povecanja sadrzaja fruktoze, sa porastom koncentracije NaCl, ali to povecanje

nije statisticki znacajno.
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Grafik 33. Koncentracija fruktoze kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri nedelje na
hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greSka (n=3). Vrednosti

oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema
Fisher’s LSD testu.)
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Koncentracija fruktoze je, kao i koncentracija glukoze, statisticki znacajno visa
kod biljaka koje su izlagane dugotrajnom stresu solima u poredenju sa biljkama
izlaganim kratkom stresu. Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 32 i1 33), moze se uociti
da postoji isti trend promene vrednosti glukoze i fruktoze kod biljaka koje su izlagane
tri nedelje stresu solima, ali da je generalno koncetracija fruktoze visa od koncetracije

glukoze.

Kod vrste P. patens je zabelezen najveci sadrzaj fruktoze na koncetraciji od 10
mM NaCl (385 pg/ml), a takav trend ova vrsta pokazuje i za parametar kao Sto je
koncentracija glukoze. Za vrstu H. heimii karakteristicno je opadanje vrednosti

koncetracije fruktoze sa povecanjem koncetracije soli.

Koncentracija saharoze je visa kod biljaka izlaganih tri nedelje stresu solima
nego kod biljaka izlaganih tri dana stresu solima (grafik 34 i 35). Na osnovu ANOVA
analize pokazano je da koncentracija soli u hranljivoj podlozi predstavlja faktor koji

najznacajnije uti¢e na koli¢inu saharoze u biljci.

M P. patens
= a
£ 200 B E. hungaricus
=)
3 WH. heimii
5 160
g ab
S
= 120 "
= bed ¢ —
S 80 cdef  cdef cde = CEE cde cde
5 = v efy 1
§ , " ofoh [| | | oni, fehi
E 40 W . gh1 ghl hi il hi = ghl _
: il U RS
: , MA il | N I
-

500

0 5 10 50 100 200 300
Koncentracija NaCl (mM)

Grafik 34. Koncentracija saharoze kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri dana na
hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska (n=3). Vrednosti
oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema
Fisher’s LSD testu.)
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Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 35) uocava se da kod vrste P. patens
povecanjem koncentracije soli do 200 mM NaCl dolazi do porasta koncentracije
saharoze u biljkama, a da dalji porast koncetracije soli dovodi do linearnog opadanja

vrednosti koncentracija saharoze koje je statisti¢ki znacajno.

Kod vrste E. hungaricus porastom koncetracije soli takode dolazi do linearnog
porasta koncetracije saharoze, ali taj porast nije statisticki znacajan. Vrsta H. heimii ima

priblizno iste vrednosti saharoze pri koncentraciji soli od 0-100 mM NacCl.
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Grafik 35. Koli¢ina saharoze kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri nedelje na
hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greSka (n=3). Vrednosti

oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema
Fisher’s LSD testu.)

Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 35) uocava se da sa povecanjem
koncetracije NaCl dolazi do linearnog porasta koncentracije saharoze kod vrste P.
patens, izlagane tri nedelje stresu solima. Na najviSoj koncentraciji soli od 500 mM, nije
detektovana saharoza kod vrste P. patens. Kod vrste E. hungaricus uocava se opadanje
koncentracije saharoze na niskim koncentracijama NaCl, pri ¢emu saharoza nije
detektovana u biljkama raslim na hranljivoj podlozi sa 50 mM NaCl. Na koncetraciji od
100 mM NaCl, zabeleZena je najveca koncentracija saharoze za vrstu E. hungaricus
(180 pg/ml), a povecanje koncentracije soli od 200 do 500 mM NaCl dovodi do
linearnog opadanja koncentracije saharoze. Kod vrste H. heimii zabeleZena je najveca

koncentracija saharoze kod biljaka gajenih na medijumu sa dodatkom 5 mM NaCl.
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Generalno, koncentracija Secera je znacajno visa kod biljaka koje su izlagane

dugotrajnom stresu u odnosu na biljke koje su izlagane kratkotrajnom stresu (slika 28).

Ovakav trend moze se objasniti ulogom Secera u osmotskom podeSavanju. Na

histogramu (slika 28) su prikazani preklopljeni HPLC - PAD hromatogrami ekstrakata

biljaka H. heimii izlaganih dugotrajnom stresu solima (crna linija na hromatogramu) i

kratkotrajnom stresu (crvena linija na hromatogramu).
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Grafik 28. HPLC - PAD hromatogrami vrste H. heimii izlagane stresu solima tokom tri

dana i tokom tri nedelje. (Crna linija na hromatogramu oznac¢ava dugotrajni stres, dok

crvena linija na hromatogramu oznacava kratak stres.)
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4.10. Spektrofotometrijska kvantifikacija aktivnosti ukupnih peroksidaza, katalaza
i superoksid dismutaza kod mahovina P. patens, E. hungaricus i H. heimii u
uslovima in vitro

Antioksidativni enzimi imaju veoma vaznu ulogu u odbrani biljaka od
abiotickog i biotickog stresa. Enzimi kao Sto su peroksidaze, katalaze i superoksid
dismutase Stite biljnu celiju od oksidativnog stresa i na taj nacin sprecavaju
nagomilavanje Stetnth ROS formi. Pojavom stresnih uslova dolazi do promene
aktivnosti antioksidativnih enzima u cilju zastite i ocuvanja fizioloskih procesa u biljnoj

¢eliji.
4.10.1. Spektrofotometrijska kvantifikacija aktivnosti ukupnih peroksidaza

Aktivnost ukupnih peroksidaza se znacajno razlikovala u zavisnosti od duZzine
vremenskog perioda u kome su biljke bile izlozene stresu solima. Kod sve tri ispitivane
vrste prilikom kratkotrajnog stresa solima, vrsta statisticki najznacajnije utice na
aktivnost ukupnih peroksidaza, dok kod dugotrajnog izlaganja stresu statisticki znacaj

ima primenjena koncentracija soli.

Kod biljaka H. heimii izlaganih tri dana stresu solima (Grafik 36) moze se uociti da
nema statisticki znacajne promene aktivnosti ukupnih peroksidaza uslovljenih
povecanjem koncentracija NaCl u hranljivoj podlozi (dobijene vrednosti kod svih
uzoraka su oko 1800 U/mg proteina). Kod druge dve ispitivane vrste postoji trend
porasta aktivnosti peroksidaza, koji nije statisticki znacajan, izuzev na 300 mM NaCl
za vrstu E. hungaricus (izmerena aktivnost od 1560 U/mg proteina). Aktivnost ukupnih
peroksidaza se statisticki razlikuje izmedu tri ispitivane vrste. Najveca peroksidazna
aktivnost prisutna je kod vrste H. heimii, a najniza kod vrste P. patens, gde ne prelazi

vrednost od 968 U/mg proteina.
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Grafik 36. Ukupna aktivnost peroksidaza kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri dana
na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska (n=3). Vrednosti
oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema
Fisher’s LSD testu).

Kod biljaka izlaganih dugotrajnom stresu solima, uocava se pad vrednosti
aktivnosti ukupnih peroksidaza, sa porastom koncentracije soli u hranljivoj podlozi.
Vrednost aktivnosti ukupnih peroksidaza je najvisa u kontrolnoj grupi biljaka kod sve tri
ispitivane vrste (grafik 37). Na tretmanima sa niskom koncentracijom soli (5-50 mM
NaCl) najveca aktivnost ukupnih peroksidaza je kod vrste H. heimii, dok je na veéim
koncentracijama soli (100-300 mM NaCl) najveca aktivnost ukupnih peroksidaza kod

vrste E. hungaricus.
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Grafik 37. Ukupna aktivnost peroksidaza kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri
nedelje na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska (n=3). Vrednosti
oznacene istim slovima ne pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0.05), prema Fisher’s
LSD testu).
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4.10. 2. Spekrtofotometrijska kvantifikacija aktivnosti ukupnih katalaza

Rezultati aktivnosti ukupnih katalaza kod ispitivanih vrsta mahovina pokazuju
razli¢it trend kod biljaka izlaganih kratkotrajnom i dugotrajnom stresu solima. Kao 1 kod
aktivnosti ukupnih perokidaza i kod aktivnosti katalaza statisticki najznacajniji uticaj na
aktivnost kod kratkotrajnog stresa ima vrsta mahovine, a kod dugotrajnog stresa

koncentracija primenjenog NaCl.

Na osnovu dobijenih rezultata (grafik 38) kod biljaka izlaganih tri dana stresu
solima uocava se sliCan trend rasta vrednosti aktivnosti katalaza kod sve tri ispitivane
vrste. Statistickom analizom 1 ANOVA testom potvrdeno je da faktor koji ima klju¢ni
uticaj na aktivnost katalaza prilikom kratkotrajng izlaganja solima je sama vrsta, a ne
koncentracija primenjenog NaCl. Postoji razlika u aktivnosati izmedu vrsta, ali nema
znaCajne statisticke razlike u aktivnosti katalaza kod biljaka gajenih na razlicitim

koncentracijama soli u okviru iste vrste.
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Grafik 38. Ukupna aktivnost katalaza kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri dana na
hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska (n=3). Vrednosti
oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema
Fisher’s LSD testu).

Kod biljaka izlaganih tri dana stresu solima zabeleZena je najniza katalazna
aktivnost kod vrste P.patens (1908 U/mg proteina), a najviSa katalazna aktivnost uo¢ena

je kod vrste E. hungaricus (preko 5000 U/mg proteina) (grafik 38). Kod vrste
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E.hungaricus na visokim koncentracijama soli dolazi do statisticki znacajnog porasta

aktivnosti katalaza u odnosu na kontrolnu grupu biljaka.

Kod biljaka koje su izlagane stresu solima tokom tri nedelje (dugotrajni stres),

uocava se drugaciji trend promene katalazne aktivnosti (grafik 39). Na osnovu

statistiCcke analize podataka i ANOVA testa utvrdeno je da presudan uticaj na vrednost

aktivnosti katalaza u dugotrajnom stresu ima primenjena koncentracija soli.

Dugotrajan stres solima kod sve tri ispitivane vrste dovodi do porasta aktivnosti

ukupnih katalaza na tretmanima sa 0-100 mM NaCl. Najvisa katalazna aktivnost uocena

je kod vrste H. heimii pri tretmanu solima u opsegu koncentracija od 10 do 100 mM NacCl

(grafik 39). Porastom koncentracije soli iznad 100 mM NaCl dolazi do opadanja katalazne

aktivnosti. Vrsta P. patens generalno pokazuje najnizu aktivnost katalaza na svim

primenjenim koncentracijama soli (aktivnost u intervalu od 861-3881 U/mg proteina) u

poredenju sa ostalim ispitivanim vrstama mahovina. Na najvi$oj koncentraciji soli od 500

mM NaCl aktivnost katalaze je visa kod vrste P. patens u odnosu na druge dve ispitivane

vrste.
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Grafik 39. Ukupna aktivnost katalaza kod odabranih vrsta mahovina gajenih tri nedelje
na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska (n=3). Vrednosti
oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05), prema

Fisher’s LSD testu.)
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4.10. 3. Spekrtofotometrijska kvantifikacija aktivnosti ukupnih superoksid
dismutaza

SOD aktivnost kod biljaka izlaganih tri dana stresu solima pokazuje trend porasta
aktivnosti superoksid dismutase sa porastom koncentracije NaCl u hranljivoj podlozi, u
slucaju svih ispitivanih vrsta (grafik 40). Najvisa SOD aktivnost zabelezena je kod vrste
P. patens 1 to kod biljaka gajenih na podlozi sa dodatkom 500 mM NaCl (212.32 U/mg
proteina).To je 1 najvisa izmerena aktivnost SOD od svih uzoraka koji su analizirani

nakon tri dana izlaganja biljaka stresu solima.

Statistickom analizom podataka 1 ANOVA testom potvrdeno je da na aktivnost
SOD kod biljaka izlaganih kratkotrajnom stresu solima najveci uticaj ima vrsta, a da

primenjena koncentracija soli u okviru iste vrste nema veliki statisticki znacaj.
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Grafik 40. Ukupna aktivnost superoksid dismutaza kod odabranih vrsta mahovina
gajenih tri dana na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl- (Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska (n=3).
Vrednosti oznacene istim slovima ne pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0.05),
prema Fisher’s LSD testu.)

Kod biljaka izlaganih tri nedelje stresu solima uocava se da vrsta P.patens i vrste
E. hungaricus 1 H. heimii imaju razli¢it trend promene aktivnosti SOD. Kod vrste P.
patens sa porastom koncentracije soli dolazi do opadanja aktivnosti SOD, koje je
statisticki znacajno na visokim koncentracijama soli (200-500 mM NacCl). Kod vrsta E.

hungaricus 1 H. heimii uocava se porast SOD aktivnosti povecanjem koncentracije
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primenjenog NaCl do 300 mM. Opadanje SOD aktivnosti kod ove dve vrste zabelezZeno je

na najvis$oj primenjenoj koncentraciji NaCl od 500 mM.
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Grafik 41. Ukupna aktivnost superoksid dismutaza kod odabranih vrsta mahovina
gajenih tri nedelje na hranljivoj podlozi sa razli¢itim koncentracijama NaCl. (Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost tri nezavisna eksperimenta + standardna greska (n=3).
Vrednosti oznacene istim slovima ne pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05),
prema Fisher’s LSD testu.

4.11. Detekcija aktivnosti peroksidaza, katalaza i superoksid dismutaza kod
mahovina P. patens, E. hungaricus i H. heimii izlaganih stresu solima u uslovima in
vitro

4.11.1. Detekcija aktivnosti peroksidaza (POX) u gelu
Promene aktivnosti POX ispitivane su kod tri vrste mahovina koje su izlagane
stresu solima tokom tri nedelje. Ukupni solubilni proteini razdvojeni su metodom

nativne elektroforeze, a potom je izvrSena detekcija peroksidaznih izoformi. Kao

supstrat za detekciju izoformi peroksidaza koriS¢en je pirogalol.
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Slika 29. Analiza aktivnosti POX kod vrste P. patens izlagane dugotrajnom stresu
solima. Aktivnost razlicitih izoformi odredena je nakon elektroforetskog razdvajanja
ukupnih proteina na akrilamidnim gelovima i bojenjem uz kori$¢enje pirogalola kao
supstrata. Relativna aktivnost pojedinacnih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijskom kvantifikacijom. Stubiéi predstavljaju srednju vrednost
tri nezavisna eksperimenta.

Relativna ukupna aktivnost peroksidaza u kontrolnoj grupi biljaka (gajenih na
medijumu bez dodavanja soli) normalizovana je na 100%. Na osnovu elektroferograma
uocava se da kod vrste P. patens, gajene tri nedelje na medijumu sa dodatkom razli¢itih
koncentracija soli, peroksidazna aktivnost opada porastom koncentracije NaCl (Slika
29). Najveca aktivnost POX kod ove vrste nakon tri nedelje stresa solima zabelezena je
u kontrolnoj grupi biljaka. Kod kontrolne grupe biljaka, kao i na tretmanima sa NaCl u
opsegu koncentracija od 5 do 200 mM NaCl uocava se prisustvo izoforme POX1, dok
na najvis§im koncentracijama NaCl ova izoforma nije prisutna. Izoforma POX 2, uoc¢ena
je samo na koncentracijama NaCl od 300 i 500 mM. Na svim tretmanima, kako u

kontroli, tako i na medijumu sa dodatkom NaCl uoc¢ava se izoforma POX 3.

145



POX 1

POX 2
POX 3

—_—
el

PO 3
mPOX 2
mPON ]

100

20
&
4
20

(=T -
L B

-

L=

relativia aktiviiost POX (%o)

= = = =
= o

=l s W

Eoncentracija NaCl(mM)

Slika 30. Analiza aktivnosti POX kod vrste E.hungaricus izlagane dugotrajnom stresu
solima. Aktivnost razli¢itih izoformi odredena je nakon elektroforetskog razdvajanja
ukupnih proteina na akrilamidnim gelovima i bojenjem uz kori$¢enje pirogalola kao
supstrata. Relativna aktivnost pojedinac¢nih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijskom kvantifikacijom. Stubiéi predstavljaju srednju vrednost
tri nezavisna eksperimenta.

Kada je u pitanju dokazivanje aktivnosti peroksidaza kod vrste E. hungaricus,
uocava se da je na svim koncentracijama NaCl prisutna izoforma POX 1 (Slika 30).
Aktivnost izoforme POX1 opada sa porastom koncentracije NaCl u hranljivoj podlozi.
Kod biljaka gajenih na medijumu bez soli nisu konstaovane druge izoforme POX.
Izoforma POX 2 uocava se kod biljaka koje su gajene na koncentracijama NaCl viSim
od 100 mM, dok je izoforma POX 3 prisutna kod svih biljaka gajenih na medijumu sa
solima, izuzev kontrolne grupe biljaka. Na hranljivom medijumu gde su dodate niske
koncentracije NaCl (5-50 mM), uocava se da je aktivnost izofirme POX 3 niZa u odnosu
na biljke gajene na medijumu gde su dodate visoke koncentarcije NaCl (100-300 mM
NaCl).
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Slika 31. Analiza aktivnosti POX kod vrste H.heimii izlagane dugotrajnom stresu
solima. Aktivnost razliCitih izoformi odredena je nakon elektroforetskog razdvajanja
ukupnih proteina na akrilamidnim gelovima 1 bojenjem uz koriS¢enje pirogalola kao
supstrata. Relativna aktivnost pojedinacnih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijskom kvantifikacijom. Stubi¢i predstavljaju srednju vrednost
tri nezavisna eksperimenta.

Vrsta H. heimii ima drugaciji profil izoformi peroksidaza u odnosu na druge
ispitivane vrste (Slike 29, 30 1 31). Kod ove vrste nije uoceno prisustvo POX 2 izoforme
ni u kontrolnoj grupi biljaka, a ni kod biljaka tretiranih NaCl. Vrednost aktivnosti
izoforme POX 1 najveca je kod kontrolne grupe biljaka, a opada sa porastom
koncentracije NaCl. Kod vrste H. heimii na visokim koncentrcijama soli, od 100 do 500
mM NaCl, detektovana je izoforma POX 3, koja je karakteristi¢na za sve tretmane kod
vrste P. patens 1 za biljke E. hungaricus gajene na visokim koncentracijama soli. POX 3

izoforma ima isti trend aktivnosti kod vrsta H. heimii i E. hungaricus.
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4. 11.2. Detekcija aktivnosti katalaza (CAT) u gelu

Promena aktivnosti CAT pracena je kod tri vrste mahovina koje su izlagane
dugotrajnom stresu solima. Ukupni solubilni proteini razdvojeni su metodom nativne

elektroforeze, a potom je izvrSena detekcija katalaznih izoformi.
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Slika 32. Analiza aktivnosti CAT kod vrste P. patens izlagane dugotrajnom stresu
solima. Aktivnost razli¢itih izoformi odredena je nakon elektroforetskog razdvajanja
ukupnih proteina na akrilamidnim gelovima i bojenjem uz koriS¢enje K3Fe(CN)g 1 FeCls
kao supstrata. Relativna aktivnost pojedinac¢nih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijskom kvantifikacijom. Stubi¢i predstavljaju srednju vrednost
tri nezavisna eksperimenta.

Kod vrste P. patens detektovana je jedna izoforma katalaze — CAT 1 (Slika 32).
Prisustvo ove izoforme zabeleZeno je i u kontrolnoj grupi biljaka i1 kod biljaka koje su
bile na medijumu sa razli¢itim koncentracijama NaCl. Aktivnost izoforme CAT 1 kod
ove vrste raste sa porastom koncentracije NaCl do 100 mM. Na koncentracijama visim
od 200 mM NacCl akivnost ove izoforme opada. NajviSa detektovana aktivnost izoforme

CAT 1 je na koncentraciji soli od 100 mM NaCl.
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Slika 33. Analiza aktivnosti CAT kod vrste E.hungaricus izlagane dugotrajnom stresu
solima. Aktivnost razli¢itih izoformi odredena je nakon elektroforetskog razdvajanja
ukupnih proteina na akrilamidnim gelovima i bojenjem uz koris¢enje K3Fe(CN)g 1 FeCls
kao supstrata. Relativna aktivnost pojedinacnih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijskom kvantifikacijom. Stubiéi predstavljaju srednju vrednost
tri nezavisna eksperimenta.

Kod vrste E. hungaricus detektovano je prisustvo tri izoforme katalaza.
Detektovane su izoforme: CAT 1, CAT 2 1 CAT 3 (slika 33), pri ¢emu je aktivnost
izoforme CAT 1 najviSa kod biljaka na svim tretmanima. Kod kontrolne grupe biljaka
nisu detektovane izoforme CAT 2 i CAT 3, ve¢ samo jedna izoforma katalaza, CAT 1.
Vrednost aktivnosti izoformi katalaza raste na isti nacin kao i kod vrste P. patens. Porast
je uocCen povecanjem koncentracije NaCl do 100 mM, a daljim povecavanjem
koncentracije soli aktivnost ovog enzima znacajno opada. Vrednosti aktivnosti izoformi

CAT 21 CAT 3 su sli¢ne kod svih ispitivanih uzoraka, i ne zavise od tretmana solima.
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Slika 34. Analiza aktivnosti CAT kod vrste H.heimii izlagane dugotrajnom stresu
solima. Aktivnost razlicitih izoformi odredena je nakon elektroforetskog razdvajanja
ukupnih proteina na akrilamidnim gelovima i bojenjem uz koris¢enje K3Fe(CN)s i FeClz
kao supstrata. Relativna aktivnost pojedinacnih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijskom kvantifikacijom. Stubi¢i predstavljaju srednju vrednost
tri nezavisna eksperimenta.

Kod vrste H. heimii detektovane su dve izoforme katalaza, CAT 11 CAT
2 (Slika 34). Kao i kod druge dve ispitivane vrste i kod H. heimii najviSu aktivnost
pokazuje izoforma CAT 1. Ukupna aktivnost CAT 1 izoformi raste sa porastom
koncentracije natrijum hlorida do koncentracije od 100 mM. Koncentracije vise od 200
mM NaCl dovode do opadanja aktivnosti izoforme CAT 1, ali i ukupne aktivnosti
katalaza. Izoforma CAT 2 nije prisutna kod kontrolne grupe biljka sve tri ispitivane
vrste, a njena aktivnost kod biljka gajenih na medijumu sa dodatkom NaCl se ne menja

znacajno sa povecanjem koncentracije natrijum hlorida.

Na osnovu dobijenih rezultata za elektroforetsku detekciju katalaza, moze se
konstatovati da je dominantna izoforma CAT 1, koja je ujedno i1 jedina prisutna

izoforma u kontrolnoj grupi biljaka kod sve tri ispitivane vrste mahovina.
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4. 11.3. Detekcija aktivnosti superoksid dismutaza (SOD) u gelu

Aktivnost i1 zastupljenost ove grupe enzima analizirana je tokom tri nedelje
gajenja tri vrste mahovina na medijumu koji je sadrzao razli¢ite koncentracije NaCl.
Aktivnost SOD izoformi je detektovana na gelu. Ukupni solubilni proteini iz ekstrakta
testiranih biljaka razdvojeni su nativhom elektroforezom, a identifikacija pojedinih
izoformi SOD izvrSena je na osnovu njihove razliCite osetljivosti na dejstvo inhibiora
KCN i H20;.

Na slici 35 prikazana je aktivnost izoformi SOD kod vrste P. patens gajene tri

nedelje na medijumu sa dodatkom natrijum hlorida.
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Slika 35. Analiza aktivnosti SOD kod vrste P. patens izlagane dugotrajnom stresu
solima. Aktivnost razlicitih izoformi odredena je nakon elektroforetskog razdvajanja
ukupnih proteina na akrilamidnim gelovima i1 bojenjem uz koris¢enje NBT kao
supstrata. Relativna aktivnost pojedinacnih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijskom kvantifikacijom. Stubiéi predstavljaju srednju vrednost
tri nezavisna eksperimenta.
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Kada je u pitanju detekcija izoformi SOD, kod vrste P. patens uoceno je
prisustvo Fe-SOD, Mn-SOD i Cu, Zn-SOD izoformi (Slika 35). Izoforma Mn-SOD se
uocava kod kontrolne grupe biljaka i kod biljaka koje su gajene na medijumu sa NaCl u
koncentracijama od 5 do 100 mM, dok na vi§im koncentracijama natrijum hlorida nije
detektovana ova izoforma SOD. Kod kontrolne grupe biljaka detektoivane su dve
izoforme enzima Cu/Zn-SOD (od kojih Cu/Zn-SOD 1 izoforma ima izrazeniju aktivnost
u odnosu na Cu/Zn-SOD 2 izoformu) i Fe-SOD izoforma. Fe-SOD izoforma nije
detektovana samo kod grupe biljaka koja je rasla na najviSoj koncentraciji soli od 500
mM. Ukupna relativna aktivnost SOD kod vrste P. patens opada sa porastom
koncentracije natrijum hlorida. Na slici 36 prikazano je prisustvo razlicitih izoformi

SOD kod vrste E. hungaricus, gajene tri nedelje na medijumu sa dodatkom NaCl.
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Slika 36. Analiza aktivnosti SOD kod vrste E.hungaricus izlagane dugotrajnom stresu
solima. Aktivnost razlicitih izoformi odredena je nakon elektroforetskog razdvajanja
ukupnih proteina na akrilamidnim gelovima 1 bojenjem uz koris¢enje NBT kao
supstrata. Relativna aktivnost pojedinacnih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijskom kvantifikacijom. Stubi¢i predstavljaju srednju vrednost
tri nezavisna eksperimenta.
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Kod vrste E. hungaricus detektovane su tri razli¢ite izoforme SOD, Fe-SOD,
Mn-SOD 1 Cu/Zn-SOD. Prisustvo Mn-SOD detektovano je kod svih uzoraka, izuzev
kod kontrolne grupe biljaka. Prisustvo Cu/Zn-SOD izoforme zabeleZeno je u obliku
jedne izoforme 1 relativna aktivnost ove izoforme je slicana za sve uzorke, tj. ne menja
se u zavisnosti od koncentracije soli. Prisustvo Fe-SOD izoforme zabelezeno je u vidu
tri podforme ovog enzima (Fe-SOD 1, Fe-SOD 2, i Fe-SOD 3) (slika 36). Sa porastom
koncentracije soli do 300 mM NaCl, dolazi do znacajnog porasta relativne aktivnosti
SOD kod vrste E. hungaricus. Na najvi$oj primenjenoj koncentraciji od 500 mM NaCl
vrednost relativne aktivnosti SOD znacajno opada. Na slici 37 prikazano je prisustvo
razli¢itih izoformi SOD kod vrste H. heimii, gajene tri nedelje na medijumu sa

dodatkom natrijum hlorida.
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Slika 37. Analiza aktivnosti SOD kod vrste H.heimii izlagane dugotrajnom stresu
solima. Aktivnost razlicitih izoformi odredena je nakon elektroforetskog razdvajanja
ukupnih proteina na akrilamidnim gelovima i1 bojenjem uz koris¢enje NBT kao
supstrata. Relativna aktivnost pojedinacnih izoformi, predstavljena na histogramu,
odredena je densitometrijskom kvantifikacijom. Stubiéi predstavljaju srednju vrednost
tri nezavisna eksperimenta.
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Kod vrste H. heimii zabelezene su sli¢ne izoforme kao i kod vrste E. hungaricus.
Relativna aktivnost enzima takode ima isti trend kao i kod vrste E. hungaricus.
Porastom koncentracije soli dolazi do povecanja relativne aktivnosti ovog enzima, sve
do koncetracije od 300 mM NaCl. Jedina razlika u odnosu na vrstu E. hungaricus jeste
da se javlja samo jedna forma Fe-SOD izoforme. Relativne aktivnosti Zn,Cu-SOD i Fe-
SOD se ne menjaju znacajno sa povecanjem koncentracije soli, dok su najveée promene

izrazene kod Mn-SOD izoforme. Mn-SOD izoforma nije uocena kod kontrolnih biljaka.
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5. DISKUSIJA
5.1 Uspostavljanje in vitro kulture briofita

Metoda in vitro kulture biljnih ¢elija i tkiva se ve¢ dugi niz godina koristi za
ispitivanje procesa rastenja, razvica i diferencijacije mahovina (Sabovljevic¢ et al., 2003,
2010, 2012a, 2014; Vujici¢ et al., 2009, 2011, 2012, 2015).. Pored toga, primena
mikropropagacije omoguc¢ava masovnu produkciju gametofita i protonema. Briofite su
se pokazale kao odlican i vrlo povoljan materijal za kulturu in vitro i veoma su dobar

eksperimentalni model za manipulaciju (Duckett ez al., 2004).

Jedan od najtezih koraka rada sa briofitama u kulturi in vitro je uspostavljanje
asepticnih kultura. Proces uspostavljanja kultura in vitro pocinje od sterilizacije biljnog
materijala koji se koristi kao pocetni materijal. Sterilizacija biljnog materijala pri
uvodenju biljaka u kulturu in vitro je tezak i dugotrajan proces iz vise razloga. Osnovni
razlozi za to jesu sama grada filoida, koji je graden iz jednog sloja ¢elija, kao i odsustvo
kutikule kao zastitnog sloja. Uspostavljanje in vitro kultura vrsta koje su koris¢ene u
ovom doktoratu (E. hungaricus i H. heimii koje su prvi put uvedene u kulturu in vitro),
je vrseno na slican nacin (kao pocetni materijal su koriS¢ene spore) kao i za vecinu
drugih briofita koje postoje u kolekciji BBGB (eng., Bryophyte Biology Group
Belgrade), koja trenutno broji blizu 200 vrsta sa pet kontinenata (Sabovljevi¢ et al.,
2003, 2010, 2012a, 2012b, 2014; Vujici¢ et al., 2009, 2010, 2011, 2012, 2015). Vrsta
P. patens je dobijena kao asepticna kultura, a koriS€ena je jer predstavlja model

organizam u fiziologiji i molekularnoj biologiji biljaka.

Najuspesnijom se pokazala regeneracija iz spora, mada je mogucée regenerisati
biljke i od listastog gametofita (Sokal et al, 1997; Sabovljevi¢ et al., 2003; Rowntree,
2006). Poslednjih dvadeset godina intenzivirana su istrazivanja koja se odnose na
proucavanje razvifa briofita, a koja se zasnivaju na primeni metoda molekularne
biologije (Cove et al., 1997; Reski, 1998a, 1998b, 1999; Schumacker & Dietrich, 1998).
Kao osnova ovim istraZivanjima sluZe podaci dobijeni tokom dugogodi$njih istrazivanja
fiziologije 1 morfogeneze briofita (Bartthelmess, 1940; Bopp 1953, 1954, 1955, 1959,
1963; Bauer & Mohr, 1959; Kofler, 1959; Mitra & Allsopp, 1959; Bauer, 1966;
Brandes, 1967a, 1967b, 1967c; Sabovljevi¢ et al., 2003, 2010, 2012a, 2012b, 2014;
Cveti¢ et al., 2005; Bogdanovi¢ et al., 2009, 2011; Vujici¢ et al., 2009, 2010, 2011,
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2012, 2015). Najveci broj istrazivanja bavio se ulogom auksina i citokinina u

morfogenezi briofita.

5.2 Uticaj hormona (auksina i citokinina) na morfogenezu mahovina E. hungaricus
i H. heimii

U poslednjih dvadeset godina postoji veliki broj radova koji se odnose na
morfogenezu briofita u kulturi in vitro. U poredenju sa vaskularnim biljkama, ipak je
mali broj eksperimenata do danas uraden na briofitama. Medutim, pracenje uticaja
regulatora rastenja i razvi¢éa na morfogenezu briofita je postalo jako zanimljivo
istraziva¢ima, ne samo zato S$to one imaju jednostavnu strukturu, ve¢ zato Sto briofite
odgovaraju na delovanje regulatora rastenja i razvica i sve testirane vrste ne reaguju na
isti nac¢in (Von Schzwartzenberg, 2009). Na proces rastenja i razviéa gametofita u
kulturi in vitro bitnu ulogu imaju biljni hormoni, a pre svega auksini 1 citokinini.
Formiranje gametofita u kulturi in vitro je proces koji, u velikoj meri, zavisi od vrste
briofita i uslova pod kojim one rastu. Neke vrste odlikuje kratak zivotni ciklus i visok
stepen formiranja gametofita. Kod istrazivanih vrsta E. hungaricus 1 H. heimii, znatno

vedi stepen formiranja gametofita je kod vrste E. hungaricus.

Pojedine vrste briofita nakon uspostavljanja in vitro kulture spontano mogu
produkovati veliki broj izdanaka (P. patens), dok druge vrste zahtevaju kombinaciju
razli¢itih koncentracija auksina 1 citokinina, koje bi dovele do multiplikacije pupoljaka
ili inicirali prelazak iz faze protoneme u izdanak. Veliki broj radova se bavi ulogom
auksina 1 citokinina, esencijalnih hormona briofita, kao i sinergistickim/antagonistickim

dejstvom tokom uspostavljanja gametofita u kulturi in vitro (Sabovljevi¢ et al., 2014).

Ove dve grupe biljnih hormona su i najviSe proucavane kod briofita u odnosu na
druge grupe fitohormona (Cove & Ashton, 1984). Odnos auksina i citokinina ima
veoma vaznu ulogu prilikom indukcije pupoljaka iz protoneme u uslovima in vitro
(Sabovljevi¢ et al., 2010, 2014), $to je pokazano i istrazivanjima u okviru ove doktorske
disertacije.. Optimalan odnos hormona za proces multiplikacije i/ili razvi¢e pupoljaka je

razli¢it u zavisnosti od ispitivane vrste. Tako su za regeneraciju velikog broja pupoljaka
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kod vrste E. hungaricus odgovorne visoke koncentracije citokinina, dok kod vrste H.

heimii visoke koncentracije citokinina inhibiraju razvic¢e pupoljaka.

Poznato je da je rani razvoj briofita stimulisan auksinima i citokininima, pri
¢emu je neophodna svetlost koja deluje posredstvom fitohroma 1 kriptohroma (Reski,
1998a). Dokazano je da kinetin moze da indukuje razvi¢e pupoljaka na protonemi koja
raste u uslovima niskog inteziteta svetlosti ukoliko je protonema prethodno bila izloZzena
dejstvu auksina. Ako se protonema prvo izlozi dejstvu kinetina, a zatim IAA, do
indukcije pupoljaka ne¢e do¢i. Istrazivanja su pokazala da su auksini neophodni za
prelazak hloroneme u kaulonemu, dok je razvoj pupoljaka mogu¢ samo na kaulonemi

(Bopp, 2000).

Formiranje pupoljaka, broj pupoljaka i njihov polozaj duz kauloneme, kao 1
intezitet Celijskih deoba u protonemi, reguliSu citokinini (Szweykowska et al., 1971).
Citokinini su neophodni za proces formiranja pupoljaka koji se odvija samo u
slu¢ajevima kada su ovi hormoni prisutni u hranljivom medijumu. U prirodnim
uslovima protonema mora da dostigne odredenu veli¢inu da bi doSlo do formiranja
pupoljaka, §to je povezano sa koli¢inom citokinina koje sintetiSe u razli¢itim fazama
razvica. Citokininska aktivnost je ograni¢ena specificnim morfogenetskim promenama
tokom razvoja protoneme 1 formiranja pupoljaka na odredenim celijama kauloneme.
Nekoliko sati nakon percepcije citokinina, odgovor ¢elija se ogleda u njihovoj elongaciji
1 deobi, nakon ¢ega dolazi i do indukcije pupoljaka. Medutim, citokinini ne deluju kao
okida¢ (Ashton et al., 1979), ve¢ je potrebno da budu prisutni u kriticnom periodu

tokom koga je diferencijacija kauloneme stabilizovana (Brandes, 1973).

Formiranje pupoljaka takode zavisi 1 od koncentracije auksina. Niske
koncentracije stimuliSu indukciju pupoljaka, a pri visokim koncentacijama auksini
izazivaju inhibiciju formiranja pupoljaka, kao 1 dediferencijaciju primordija pupoljaka
(Spicess et al., 1973). Medutim, u ovom istrazivanju je pokazano da visoke koncetracije

IBA mogu stimulisati stvaranje pupoljaka kod vrste H. heimii.

U prilog dobijenim podacima koji se odnose na morfogenezu vrste H. heimii idu
1 rezultati dobijeni na vrsti Bryum argenteum (Sabovljevi¢ et al., 2002) gde je praceno

delovanje auksina i citokinina na pre¢nik protoneme i indeks multiplikacije vrste B.
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argenteum. Sva jedinjenja iz grupe auksina (IAA, IBA, NAA, 2,4-D) pri niskim
koncentracijama su stimulativno delovala na razviée protoneme, dok su citokinini
(BAP, TDZ, KIN) pokazali inhibitorni efekat. Indeks multiplikacije mahovine B.
argenteum je bio vec¢i kod biljaka koje su rasle na podlozi sa auksinima nego kod

biljaka raslih na podlozi obogacenoj citokininima (Sabovljevi¢ et al., 2002).

Kumra (1985) je pokazao da ne samo citokinini, ve¢ i auksini (IAA, 2,4-D,
NAA) u kratkom vremenskom periodu indukuju i poveéavaju broj obrazovanih
pupoljaka kod mahovine Anisothecium molliculum, dok kod vrste Bryum atrovirens ne
dolazi do obrazovanja pupoljaka ukoliko hranljiva podloga ne sadrzi auksine (Chopra &
Vashistha, 1990). Kod mahovine Plagiomnium cuspidatum citokinini u interakciji sa
auksinima inhibiraju obrazovanje pupoljaka (Knoop, 1984). Istrazivanje morfogeneze
fakultativnih halofita (E. hungaricus 1 H. heimii) znacajno je doprinelo razumevanju

uticaja auksina i citokinina na procese rastenja i razvi¢a kod ove dve vrte.

5.3 Morfogeneza mahovina P. patens, E. hungaricus i H. heimii u uslovima stresa
solima

Najvec¢i pad vrednosti prezivljavanja biljaka kod sve tri vrste ispitivanih
mahovina uo€ava se nakon tronedeljnog izlaganja ekstremnim koncentracijama soli u
hranljivoj podlozi sa 500 mM NaCl. Ovakav trend je u izvesnoj meri ocekivan, s
obzirom da su vrste E. hungaricus 1 H. heimii fakultativni halofiti 1 poseduju odredene
mehanizme tolerancije i adaptacije na stres izazvan solima, pa se mogu izboriti sa
prisutnom povecane koncentracijom soli u podlozi do odredene granice. Generalno,
halofite mogu uspeSno da rastu i da se razmnozavaju do 300 mM NaCl u podlozi
(Tester & Davenport, 2003). Ipak, pokazano je da ¢ak i1 koncentracije soli od 600 mM
nemaju destruktivan efekat na morfologiju 1 metabolizam vrste P. patens, ako se biljke
postepeno izlazu stresnim uslovima (Benito & Rodriguez-Navarro, 2003; Frank et al.,

2005).

Promene u broju novoformiranih izdanaka kod biljaka koje su izlagane
dugotrajnom stresu su slicne za sve tri ispitivane vrste. Na osnovu rezultata (grafik 6)

uocavamo da niske koncentracije od 5 1 10 mM NaCl imaju stimulatoran efekat na
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indeks multiplikacije, tj. pospeSuju stvaranje novih pupoljaka. Ovakve promene se
desavaju verovatno usled toga Sto niske koncentracije soli predstavljaju blazi oblik
stresa za biljke na kojima njihov metabolizam funkcioniSe normalno, dok visoke
koncentracije soli predstavljaju ozbiljniji stres koji dovodi do oSte¢enja mnogih ¢elijskih
struktura, tako da je i razvi¢e novih filoida i kauloida onemoguéeno (Bogdanovi¢ et al.,
2011). Pojava protoneme karakteristi¢na je za niske koncentracije NaCl, dok na ve¢im
koncentracijama nema formiranja sekundarne protoneme. Ovakvi rezultati ukazuju na
inhibitorni efekat visokih koncentracija soli na razvi¢e sekundarne protoneme.

Ipak, iako pri najvi§im koncentracijama NaCl (300 i 500 mM) indeks
multiplikacije i prisustvo i pre¢nik protoneme drasti¢no opadaju, ne moze se govoriti o
apsolutnom inhibitornom efektu ovih koncentracija soli na razvice biljaka, jer odreden
broj biljaka prezivljava i na najviSim koncentracijama NaCl. Ako bi se biljke nakon
perioda izlaganja visoim koncentracijama NaCl dalje gajile na medijumu bez soli,
moguce je da bi doslo do njihovog oporavka. To bi znacilo da odredena vrsta poseduje
reparacione mehanizme koji joj omogucéavaju da prezivi stresne uslove i1 da kasnije, sa
prestankom delovanja stresogenog faktora, uspostavi normalno funkcionisanje
metabolizma. Ipak, fakultativno halofitne vrste briofita mogu da zive na zaslanjenim
podlogama, ali optimum za njihovo rastenje i razvice su povrsine bez prisustva soli ili
one na kojima su soli prisutne u niskim koncentracijama, ili pak period godine kada se
soli spiraju ili razblaZuju — npr. kiSna sezona (Sabovljevi¢ & Sabovljevi¢, 2007). Stepen
redukcije rastenja i1 razvica zavisi od mnogih faktora, kao Sto su: koncentracija soli i
vreme trajanja izlaganja biljke stresnim uslovima, kao 1 od samog genotipa vrste (Parida
& Das, 2005; Munns & Tester, 2008).

Na osnovu morfogenetski parametara moZe se uocCiti da najveéi stepen
prezivljavanja ima vrsta P. patens, a da regeneracija novih pupoljaka kod biljaka gajenih
na hranljivoj podlozi sa dodatkom soli ima isti trend kod sve tri ispitivane vrste. Niske
koncentracije soli od 51 10 mM NacCl kod sve tri ispitivane vrte stimulisu multiplikaciju

izdanaka.
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5.4 Uloga stresa solima na koli¢inu fotosinteti¢ckih pigmenata kod mahovina P.
patens, E. hungaricus i H. heimii

Stres solima ima znacajan uticaj na fotosinteticki aparat biljaka pa se stoga
retencija hlorofila moze koristiti kao parametar kojim se opisuje tolerancija neke vrste
na ovaj tip stresa (Parida & Das, 2005). UopsSteno, smanjenje sadrzaja hlorofila u
biljkama tokom delovanja stresa solima je karakteristika osetljivih vrsta (Delfine et al.,
1999) i zavisi, kao i parametri morfogeneze, od koncentracije soli, trajanja tretmana i
biljne vrste koja se izlaze stresu. Kod tolerantnih vrsta na stres sadrzaj hlorofila se ne
menja drasticno ili se u nekim slucajevima povecava sa porastom saliniteta (Misi¢ et al.,

2009).

Dobijeni rezultati idu u prilog ¢injenici da je bitna duzina izlaganja biljaka stresu
solima, kao i1 primenjena koncentracija soli. Biljke koje su izlagane tri dana stresu
solima, pokazuju porast koli¢ine ukupnih hlorofila na niskim koncentracijama soli, dok
na visokim koncentracijama soli koli¢ina hlorofila opada. Kod biljaka izlaganih
dugotrajnom stresu solima uocava se trend opadanja koncentracije ukupnih hlorofila,
Sto je 1 ocekivano, jer je vreme izlaganja stresu tri nedelje. Kod vrste H. heimii, koja
predstavlja fakultativno halofitnu vrstu, uoceno je da se kolic¢ina ukupnih hlorofila ne

menja statiscki znacajno povecanjem koncentracije soli.

Kod sve tri ispitivane vrste uofeno je prisustvo pigmenata i na najvecoj
primenjenoj koncentraciji soli od 500 mM NaCl. To ukazujena moguc¢nost da bi sa
uspostavljanjem optimalnih uslova za rastenje i razvice (kada bi biljke nakon izlaganja
stresu bile premestene na hranljivi medijum bez soli) kod ovih vrsta potencijalno moze
obnoviti fotosinteticki aparat 1 dalje nesmetano vrsiti proces fotosinteze. Ova €injenica
je potvrdena kod vrsta Atrichum undulatum 1 B. argenteum, koje su na najviSim
izlaganim koncentracijama soli zadrzale odredenu kol¢inu hlorofila 1 procenat
prezivelih biljaka (Bogdanovi¢ et al., 2011). Takode Frank i saradnici (2005) su
pokazali i da vrsta P. patens uspeSno prezivljava i da se obnavlja posle izlaganja
koncentraciji soli od 500 mM NaCl i da ne dolazi do kompletne degradacije hlorofila,
ve¢ samo do usporene sinteze ovog pigmenta. Rezultati ove doktorske disertacije

ukazuju na to da su primenjene koncentracije NaCl nepovoljne za analizirane vrste
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mahovina, tj. da inhibiraju i/ili usporavaju morfogenetske i fizioloSke procese, ali ne

dovode do njihovog potpunog prestanka

Kod vaskularnih biljaka, gajenih u optimalnim uslovima, odnos hlorofila a/b je
3:1, a nesto niza vrednost je karakteristicna za briofite. U ovom istrazivanju, najnizi
zabelezen odnos hlorofila a i b je kod biljaka H. heimii izlaganih stresu solima tokom tri
nedelje. Odstupanje od ovog odnosa ukazuje na prisustvo stresogenog faktora, u ovom
slucaju NaCl. Smanjenje ovog odnosa moze biti uzrokovano degradacijom hlorofila,
soli nego hlorofil b (Singh & Dunbey, 1995), zatim njihovom smanjenom sintezom ili

promenama u tilakoidnim membranama, koje nastaju kao posledica nedostatka vode

(Khaleghi et al., 2012).

Intezivnija degradacija hlorofila a u poredenju sa hlorofilom b se odrazava i na
odnos hlorofila a/b tokom gajenja biljaka na visokim koncetracijama soli. Uopsteno,
negativan efekat soli na sadrzaj hlorofila pokazan je u razli¢itim istrazivanjima na
vaskularnim biljkama (Jungklang et al., 2003; Gomes et al., 2011; Miladinova et al.,
2013) i na nekim vrstama briofita (Frank et al., 2005; Chaves et al., 2009; Bogdanovi¢

et al.,2011). Soli imaju, negativan uticaj na proces sinteze hlorofila.

Karotenoidi su znacajna zastitna komponenta biljaka, ¢ija se sinteza aktivira u
toku stresa 1 njihova koncentracija se povecava kod tolerantnih vrsta Sto je stres
intezivniji. Sinteza karotenoida je proces koji je energetski znatno zahtevniji u odnosu
na sintezu hlorofila, pa zato na niskim koncentracijama soli i ne dolazi do statisticki
znacajnog povecanja sinteze karotenoida kao pomoc¢nih fotosintetickih pigmenata.
Rezultati ovog istrazivanja idu u prilog ovoj tvrdnji, gde je trend porasta karotenoida na
niskim koncentracijama NaCl sli¢an trendu porasta hlorofila. Neki rezultati dobijeni
ispitivanjem stresa solima na vaskularnim biljkama (Amirjani, 2011) pokazuju da na
nizim koncentracijama soli ne dolazi do znacajnog povecanja koncentracije karotenoida.
Mnogi literaturni podaci govore o povecanju sadrzaja karotenoida u toku osmotskog
stresa, $to ima veliki znacaj u ukljucivanje karotenoida u ksantofilni ciklus (Misra et al.,
2006; Borghesi et al., 2011; Lim et al., 2012). Znacaj ksantofilnog ciklusa se ogleda u
zastiti hlorofila kao glavnih pigmenata 1 prebacivanju viska energije sa hlorofila na

ksantofile.
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U uslovima kontrolisanog intenziteta zracenja (osvetljenosti) ksantofilni ciklus
moze biti jedan od mehanizama tolerancije, a karotenoidi su znacajni i u odbrani od
stresa solima. Ipak, iako nema povecanja sadrzaja ukupnih karotenoida, to ne mora da
znaci da je vrsta osetljiva na salinitet, ve¢ je moguce da takve vrste poseduju 1 aktiviraju
neke druge mehanizme tolerancije i adaptacije na stres. Poznato je da stres solima
dovodi do indukcije biosinteze ABA za koju su potrebni karotenoidi kao prekursori u
mevalonatnom biosintetskom putu. ABA je bitan regulator razvica biljaka u stresnim
uslovima, posebno pri nedostatku vode. Stoga, povecanje koli¢ine karotenoida na
visokim koncentracijama soli moze biti posledica stimulacije biosinteze ABA i
obezbedivanja potrebnih prekursorskih jedinjenja, ali se takode moze desiti usled
sinergisticCkog delovanja karotenoida i fenolnih jedinjenja u otklanjanju slobodnih

radikala nastalih u oskidativnom stresu (Lim et al., 2012).

Na osnovu rezultata ove doktorske disretacije uocava se da koncentracija
ukupnih karotenoida opada povecanjem koncetracije soli kod vrtsa P. patens 1 E.
hungaricus, dok je kod vrste H. heimii trend drugaciji. Kod vrste H. heimii na niskim
koncetracijama soli opada koncentracija ukupnih karotenoida, a na tretmanima sa
dodatkom soli od 50 do 200 mM NaCl, dolazi do statisticki znac¢ajnog povecanja
koncetracije ukupnih karotenoida. Kod biljaka izlaganih tri dana stresu solima na niskim
koncentracijama od 5 1 10 mM NacCl raste koncentracija ukupnih karotenoida za vrste P.

patens 1 H. heimii.

5.5. Neenzimske komponente odbrane ispitivanih vrsta briofita od stresa solima

Balans koji se uspostavlja izmedu produkcije ROS u oksidativnim procesima i
antioksidativnog kapaciteta biljaka omogucava regulaciju nivoa proizvodnje ROS formi
1 na taj nacin §titi biljni sistem u stresnim uslovima. Kada se biljke nalaze u normalnim
uslovima za nesmetano odvijanje fizioloSkih procesa, antioksidativni odbrambeni sistem
obezbeduje biljkama adekvatnu zastitu od aktivnih vrsta kiseonika i slobodnih radikala
koji nastaju (Asada & Takahashi, 1987). Reaktivne kiseoni¢ne vrste mogu biti 1 produkt
metabolizma 1 u normalnim uslovima 1 njihovo formiranje je sastavni deo mnogih
metabolickih procesa koji se deSavaju u biljnoj ¢eliji. Pojac¢ana produkcija ROS tokom

stresa dovodi do oStecenja ¢elija, ali 1 do pokretanja zaStitnog odgovora biljaka jer ROS
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mogu imati funkciju signalnih molekula. U skladu sa tim, biljke poseduju dobro
razvijene odbrambene mehanizme od ROS, koji im omogucavaju da ogranice
produkciju ovih reaktivnih molekula 1/ili da obezbede njihovo efikasno uklanjanje iz

biljne ¢elije (Alcher et al., 2010).

Najve¢i problem nastanka ROS, jeste hidroksil radikal koji je najreaktivnija
kiseoni¢na vrsta koja nastaje tokom oksidativnog stresa. U eliminaciji ovog radikala
ucestvuju samo neenzimske komponente odbrane biljaka od stresa (Wojtaszek, 1997).
Biljke obi¢no odrzavaju nivo ROS pod strogom kontrolom zahvaljujuéi produkciji
neenzimskih komonenti odbrane od stresa, medu kojima su najvazniji prolin, tokoferol,

glutation 1 askorbat, kao 1 fenolna jedinjenja (Kuzniak & Urbanek, 2000).

Fenolna jedinjenja su u literaturi poznata kao inhibitori rastenja biljaka, koji
mogu da uticu na ishranu biljaka i fotosintezu (Blum & Gerig, 2005), propustljivost
¢elijske membrane (Baziramakenga et al., 1995), sintezu proteina (Mersie & Singh,
1993), respiraciju (Penuelas ef al., 1996), enzimsku aktivnost (Rama Devi & Prasad,
1992), balans esencijalnih hormona (Holappa & Blum, 1991), vodni potencijal (Booker
etal., 1992).

Fenolna jedinjenja se sintetiSu kao antioksidansi u odgovoru na oksidativni stres,
koji nastaje kao posledica izlaganja biljaka povecanim koncentracijama soli. Zbog
oStecenja elektron transportnog lanca dolazi do stvaranja slobodnih radikala.
Uobicajeno je da tada dolazi do povecanja sadrzaja ukupnih fenola u biljkama ali, sa
druge strane, moze do¢i do njihovog smanjenja. Vakuolarne peroksidaze smanjuju
koncentraciju ukupnih fenola u uzorcima tako Sto ih koriste kao primarne donore
elektrona (Sgherri et al., 2003). Antioksidativna svojstva fenola se upravo pripisuju
njihovoj sposobnosti da doniraju H" ili elektrone enzimima i da na taj nacin deluju kao
»skevendZeri” slobodnih radikala (Bogdanovi¢ et al., 2011). Zastupljenost fenola i
njihova uloga u zastiti od oksidativnog stresa zavisi od osetljivosti date vrste, kao i
datog biljnog organa ili tkiva u kojima se njihov sadrzaj odreduje (Kim et al., 2008).

Na osnovu rezultata dobijenih proucavanjem uticaja osmotskog stresa na
vaskularne biljke, poznato je da u toku delovanja abiotickih i bioticki stresora dolazi do
sinteze sekundarnih metabolita, od kojih znacajni deo ¢ine fenolna jedinjenja. Posebno

je izrazena sinteza fenola na podlozi sa slabim do umerenim salinitetom, dok se na
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visokim koncentracijama soli moze primetiti znatni pad sadrzaja ukupnih fenolnih
jedinjenja (Navarro et al., 2006; Lim et al., 2012; Rezazadeh et al., 2012).

Fenolna jedinjenja poseduju znacajna fizioloSko-hemijska 1 bioloska svojstva.
SintetiSu se u biljkama putem Sikiminske kiseline ili od fenilpropanoida. Njihova
sinteza se aktivira endogeno u toku razvia, ali moze biti pokrenuta i razli¢itim
egzogenim faktorima koji uticu na rastenje i razvice biljaka (Lim ef al., 2012). Fenolna
jedinjenja poseduju znacajna fiziolosko-hemijska i bioloska svojstva. Mogu delovati
kao signalni molekuli 1 uCestvuju generalno u zastiti biljaka od patogena, UV zracenja i
odgovorni su za rezistenciju na bolesti i/ili ukljanjanje slobodnih radikala iz ¢elija, koji
nastaju u toku oksidativnog stresa. Stoga je bitno pratiti sadrzaj fenolnih jedinjenja, kao
1 kvantifikovati koli¢inu tih jedinjenja u biljkama koje su izlagane stresu solima, jer
dobijeni rezultati nam mogu ukazati na mehanizam tolerancije koji odredena vrsta
koristi u toku stresa.

Poznato je da briofite sintetiSu veliki broj sekundarnih metabolita tokom
odbrambenog odgovora na razlicite sredinske agense (Asakawa, 2007), a medu njima
znacajnu ulogu imaju fenolna jedinjenja. Ispitivanjem sadrzaja fenolnih kiselina i
flavonoida u ovom istrazivanju detektovano je prisustvo 9 razliitih fenolnih jedinjenja
kod sve tri ispitivane vrste. Detektovane su dve fenolne kiseline (kafei¢na i p-kumarna
kiselina) 1 flavonoidi iz grupa flavona (apigenin 1 apigetrin), flavonola (rutin,
izokvercitrin, astragalin 1 kaemferol). i flavanona (naringenin). Interesantno je to da je
dominantno fenolno jedinjenje kod svih analiziranih vrsta p-kumarna kiselina koja je
poznata kao efiksan skevendzer slobodnih radikala (Asakawa, 2007). Uocen je porast
sadrzaja ove fenolne kiseline kod P. patens, H. heimii, 1 E. hungaricus izloZenih
umerenom stresu solima, kako prilikom kratkotrajnog, tako i1 prilikom dugotrajnog
tretmana, $to moze da ukazuje na znacajnu ulogu ovog jedinjenja u odbrambenom
odgovoru biljaka. U uslovima dugotrajnog ekstremnog saliniteta, koli¢ina p-kumarne
kiseline drasti¢cno opada kod svih analiziranih vrsta. Za razliku od fenolnih kiselina,
sadrzaj flavonoida kod mahovina izloZenih stresu solima u najve¢em broju slucajeva
opada. Izuzetak je sadrzaj apigenina i rutina kod vrste P. patens u uslovima umerenog
stresa solima. Takode, kod vrste H. heimii je uoCen blagi porast koncentracije
analiziranih flavonoida prilikom dugotrajnog izlaganja umerenom stresu solima,

ukljucujuéi 1 koncentraciju naringenina. Poznato je da je flavanon naringenin precursor
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svih flavona i flavonola analiziranih u okviru ove doktorske disertacije, ¢cime se moze
objasniti 1 njegov relativno niski sadrzaj u svim analiziranim uzorcima. Porast
koncenracije naringenina u uzorcima moze ukazivati na njegovu akumulaciju usled
redukovanog iskoriS¢avanja u narednim koracima biosintetskog puta, ali, sa druge
strane, i na pojacanu biosintezu ovog jedinjenja, §to je verovatno slucaj kod vrste H.
heimii. Generalno se moze zaklju¢iti da kod analiziranih mahovina dolazi do
modifikacija metabolizma fenolnih jedinjenja tokom izlaganja umerenom stresu solima,
1 to na nacin koji dovodi do povec¢anog metabolickog fluksa kroz biosintetske puteve
koji vode do p-kumarne kiseline, i smanjenenog intenziteta biosinteze flavonoida.
Izuzetak je vrsta H. heimii kod koje je uoCena pojac¢ana akumulacija i fenolnih kiselina i
flavonoida. Interesantno je takode ista¢i da je vrsta P. patens generalno bogatija

fenolnim kiselinama nego fakultativno halofitne vrste E. hungaricus 1 H. heimii.

Dobijeni rezultati u ovom istrazivanju za antioksidativnu aktivnost fenolnih
jedinjenja kod vrsta P. patens 1 E. hungaricus su u korelaciji sa ukupnom
koncentracijom fenola u uzorcima, i ukazuju na to da ispitivane vrste koriste
antioksidativna svojstva fenola kao jedan od mehanizama tokom odbrambenog
odgovora biljaka na uslove poveéanog saliniteta. U uslovima kratkotrajnog i
dugotrajnog stresa, antioksidativna aktivnost opada sa opadanjem koncentracije ukupnih
fenola. U slucaju H. heimii, koja je fakultativni halofit, antioksidativna aktivnost
odredena DPPH metodom se povecava do umereno visokih koncentracija NaCl (100
mM), pri ¢emu se u isto vreme kod biljaka raslih na navedenim koncentracijama soli
linerano smanjuje sadrzaj ukupnih fenola merenih u ekstraktu. Sadrzaj fenola nema
visoke vrednosti, §to ukazuje na to da se tolerancija vrste H. heimii na povecane
koncentracije soli ne zasniva na fenolima kao neenzimskoj komponenti odbrane, ve¢ u
tome bitniju ulogu imaju neke druge komponente koje ucestvuju u sistemu zastite.

NaCl u velikoj meri utiCe na sintezu i1 sadrzaj fenolnih jedinjenja, Sto je
pokazanom analizom sadrzaja ukupnih fenola kod ispitivanih vrsta Folin-Ciocalteu
metodom. Na promenu koncentracija fenola takode mogu uticati genotip vrste, trajanje
tretmana, faza razvica i vreme merenja antioksidativne aktivnosti (Navarro et al., 2006;
Kim et al., 2008), Sto je 1 potvrdeno ovim istraZivanjem. Sve tri ispitivane vrste imaju

species- specifiCan trend promene koncentracije ukupnih fenolnih jedinjenja u
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zavisnosti od intenziteta saliniteta. Takode pokazano je da duZzina trajanja stresa daje
razli¢ite rezultate u kvantitativnom smislu, kada su u pitanju vrste P. patens, E.
hungaricus 1 H. heimii izlagane tri dana 1 tri nedelje stresu solima. Pokazano je da duze
izlaganje stresu solima povecava koli¢inu fenolnih jedinjenja u ispitivanim biljnim
vrstama. Medutim, ovakve razlike mogu takode biti i posledica razli¢itih razvojnih

stadijuma protonema analiziranih vrsta.

Pored morfoloskih i fizioloskih promena, odgovor na osmotski stres, koji je
komponenta stresa solima, pracen je i akumulacijom solubilnih $ecera kod biljaka (Cho
et al., 2009). U zavisnosti od genotipa, vrste i uslova u kojima se biljke nalaze, mogu se
akumulirati i neki specifi¢ni Seceri (Robinson et al., 2000; Marschall & Laufer, 2002;
Pejin et al., 2006; Klavina, 2014).

U toku osmotskog stresa, Seceri koji se sintetiSu i akumuliraju, mogu
predstavljati neenzimsku komponentu odbrane, koja S§titi enzime i druge Ccelijske
komponente od denaturacije i oSteCenja, a mogu predstavljati i signalne molekule u
odgovoru biljaka na promene sredine u kojoj se nalaze. Takode, jedna od veoma
znacajnih uloga Secera jeste u osmotskom prilagodavanju biljaka zajedno sa drugim
solubilnim jedinjenjima (Klavina, 2014). Seceri ¢esto imaju vaznu ulogu u regulaciji
citoplazmatske pH. Pored toga, Seferi mogu da ucestvuju u uklanjanju slobodnih
radikala i odrzavanju odnosa NAD(P)"/NAD(P)H, kada je aktivna enzimska
komponenta odbrane od stresa, ali 1 da uti¢u na aktivnost RUBISCO enzima (Sivakumar
et al., 2002). U uslovima osmotskog stresa moZe do¢i do razgradnje akumuliranih
Secera, koji postaju donori neophodnih elektrona za enzime antioksidativne zaStite.

Iako za briofite ne postoji dosta literaturnih podataka o uticaju soli na sintezu i
akumulaciju Secera, moguce je uporediti rezultate sa onima dobijenim u tretmanima
dehidratacije kod briofita, jer i stres solima dovodi do sniZavanja vodnog potencijala i
do smanjenja turgorovog pritiska. Pokazano je da fruktoza igra znacajnu ulogu u
osmotskom prilagodavanju zajedno sa drugim solubilnim Secerima kod briofita
(Klavina, 2014). Zapazeno je da se kod nekih vrsta mahovina akumuliraju prosti Seceri,
ali 1 skrob, u celim vegetativnim telima u toku dehidratacije i da ta osobina predstavlja
adaptaciju na date uslove Zivotne sredine. Takode, poznato je da se kod vaskularnih
biljaka akumulira skrob u ranim fazama razvic¢a, posebno kada su biljke izloZene

poviSenim koncentracijama soli, ali 1 da dolazi do povecane ekspresije gena za
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transportere za glukozu i saharozu i1 povecane aktivnosti hidrolitickih enzima (Yin ef al.,
2010).

Medutim, moguce je zapaziti razliku u kompoziciji Se€era izmedu vaskularnih
biljaka 1 briofita. Kod briofita skrob ne predstavlja glavni izvor solubilnih Seéera, jer
ove biljke ne poseduju veliki broj specijalizovanih tela i struktura odgovornih za
akumulaciju i sintezu velike koli¢ine polisaharida. Stoga se polisaharidi kod mahovina
mogu izolovati iz bilo kog dela vegetativnog tela (Klavina, 2014). Kod mahovina se u
najve¢im koli¢inama moZe izolovati saharoza, a zatim fruktoza i glukoza, dok se kod
jetrenjaca, pored saharoze, moze primetiti akumulacija poliola: manitola, sorbitola i
volemitola (Marschall & Laufer, 2002). Za sve briofite je zajednicko da akumuliraju

veoma nisku koncentraciju skroba.

Rezultati disertacije ukazuju na to da je dominantni oblik Seéera kod P. patens,
E. hungaricus 1 H. heimii disaharid saharoza, dok su glukoza i fruktoza prisutne u
znatno niZim koncentracijama. Izlaganje dugotrajnom stresu solima dovodi do
akumulacije Secera u tkivu ispitivanih mahovina, a narocito fruktoze. Medutim, treba
imati u vidu da porast koncentracije SeCera moze biti i posledica razvojnog stadijuma

protonema.

Pored antioksidativnog sistema biljaka, osmotsko prilagodavanje je znacajan
mehanizam prilagodavanja biljke na uslove stresa. U uslovima poviSenog saliniteta
moze do¢i do pojacane sinteze prolina i Secera. Prolin ima veoma vaznu ulogu u zastiti
biljke od osmotskog stresa (Tripathi & Gaur, 2004; Sumithra et. al., 2006; Ashraf &
Foolad, 2007; Ahmed et al., 2008; Parida et. al., 2008). Uloga prolina u uslovima stresa
je da doprinese osmotskom prilagodavanju, stabilizaciji membrana, zaStiti procesa
fotosinteze 1 disanja, dok nakon prestanka stresa sluzi kao izvor ugljenika i1 azota
(Silveira et. al., 2003; Kavi Kishore et. al., 2005). Odredivanje koncentracije prolina 1
odnosa prolina i slobodnih amino kiselina u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuje
razli¢ite trendove porasta ili smanjivanja koncentracije prolina u zavisnosti da li su
biljke izlagane stresu solima tri dana ili tri nedelje. Nakon tretmana od tri dana, uocava
se da je najvece povecanje koncetracije prolina kod vrsta H. heimii 1 P. patens, dok kod
vrste E. hungaricus nije uoCena statisticki znaCajnija promena u koncentraciji

karotenoida.
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5.6. Uloga enzima (POX, CAT i SOD) tokom stresa solima kod vrsta P. patens, E.
hungaricus i H. heimii

Pored neenzimskih komponenti i enzimi igraju veoma vaznu ulogu u odbrani
biljaka od stresa solima, ali i u odbrani od drugih oblika stresova (Moller, 2001.,
Vranova et al,, 2002). Vecina, ako ne i svi sredinski stresori, dovode do povecane
proizvodnje reaktivnih vrsta kiseonika, koje uticu na redoks homeostazu biljnih celija
(Dat et al., 2000). Pored peroksidaza i katalaza ¢ija je osnovna uloga u uklanjanju
vodonik perosida iz ¢elije, enzim superoksid dismutaza predstavlja prvu liniju odbrane
¢elija od ROS (Alcher et al., 2002). Superoksid dismutaza je metaloenzim i ucestvuje u
razgradnji superoksid anjon radikala, pri ¢emu Stiti Celiju od dejstva ovog reaktivnog

oblika kiseonika.

U ovom istrazivanju zabeleZeno je da je aktivnost enzima superoksid dismutaze
kod biljaka gajenih tri nedelje na medijumu sa solima rasla sa pove¢anjem koncentracije
soli kod fakultativno halofitnih vrsta E. hungaricus 1 H. heimii, a da je kod vrste P.
patens aktivnost ovog enzima opadala sa porastom koncentracije soli. Medutim,
aktivnost razli¢itih izoformi se razlikovala kod ispitivanih vrsta. Kod sve tri ispitivane
vrste bila je sli¢na aktivnost Mn-SOD izoforme, dok je aktivnost druge dve izoforme

Cu/Zn-SOD i Fe-SOD varirala u odnosu na ispitivanu vrstu.

Zbog razlike u aminokiselinskom sastavu razli€itih izoformi superoksid
dismutaza, primecena je razliCita osetljivost na odredene inhibitore, pa je tako forma
enzima sa Mn-SOD neosetljiva na inhibiciju sa (CN") i vodonik peroksidom, dok je
osetljiva na meSavinu hloroforma i etanola. Fe-SOD je inhibirana vodonik peroksidom,
na vodonik peroksid, a neosetljiva na hloroform i etanol. Ovakva razlika u osetljivosti
prema inhibitorima je koriS¢ena i u ovom radu kako bi se detektovale razli¢ite forme
superoksid dismutaze. Pokazano je da su transgene biljke A. thaliana koje su imale
povecanu ekspresiju Mn-SOD u mitohondrijama bile otpornije na stres izazvan solima,
dok su transgene biljke pirin¢a sa povecanom ekspresijom istog tipa SOD ispoljavale
vecu otpornost na susu (Wang et al, 2004; Wang et al, 2005). Biljke Nicotiana

tabaccum koje su imale povecanu ekspresiju Cu/Zn-SOD u hloroplastima, bile su
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otpornije na oksidativni stres uzrokovan visokim intenzitetom svetlosti i niskim

temperaturama (Sen Gupta et al., 1993).

Do variranja u aktivnosti antioksidativnih enzima moze do¢i promenom
aktivnosti ve¢ postojecih izoformi ili sintezom novih. U ovom istrazivanju aktivnost
izoformi je varirala u zavisnosti od ispitivane vrste mahovina. Takode, kod svih vrsta

nisu bile sve prisutne izoforme.

Peroksidaze imaju brojne fizioloske uloge i jako su bitne u procesima rastenja i
razvica biljaka (Gaspar ef al., 1982), kao i u odgovoru biljaka na razli¢ite stresove kao
Sto je oksidativni stres (Sgherri et al., 2004; Veljovi¢-Jovanovié, 2006). Znacajna je
aktivnost peroksidaza u odgovoru 1 zastiti biljaka od stresa izazvanog visokim
koncetracijama soli (Bacardijeva et al., 1996) i jonima metala (Blinde et al., 1996).
Regulacija koncentracije vodonik peroksida vazna je za biljke kako zbog zastite ¢elije
od oksidativnog ostecenja, tako i zbog signalne uloge koju ova reaktivna vrsta kiseonika
ima u biljnim ¢elijama (Mittler, 2002; Apel & Hirt, 2004; Mittler & Poulos, 2005).
Biljke imaju nekoliko enzimskih sistema koji uspesno ucestvuju u uklanjanju vodonik
peroksida, medu kojima su najznacajniji: askorbat peroksidaze, katalaze 1 peroksidze III

klase (Mittler, 2002; Mittler & Poulos, 2005).

Na osnovu dobijenih rezultata u ovoj doktorskoj disertaciji uoceno je da se
povecava aktivnost katalaza dejstvom umerono visokih koncentracija NaCl, a da tek na
najvi$im koncentracijama soli, njena aktivnost opada. Ovakav trend uocen je kod sve tri

ispitivane vrstevprilikom dugotrajnog stresa solima.

Seckin 1 saradnici (2009) su pokazali da u korenovima pSenice izloZenim
povecanoj koncentraciji NaCl dolazi do povecane aktivnosti superoksid dismutaza i
katalaza, dok je aktivnost peroksidaza smanjena. Ovakav trend je zabeleZen i kod
isitivanih vrsta E. hungaricus 1 H. heimii. U ovom istraZivanju pokazano je da P. patens
reaguje smanjenjem aktivnosti superoksid dismutaza, a E. hungaricus 1 H. heimii
povecanjem aktivnosti SOD kod biljaka koje su izlagane tri nedelje stresu solima.
Aktivnost peroksidaze opada povecanjem koncetracije soli, kod biljaka koje su izlagane

dugotrajnom stresu kod sve tri ispitivane vrste mahovine.
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Za odrzavanje stabilnog nivoa -O? ~i vodonik peroksida, kljuéna je koordinacija
izmedu aktivnosti superoksid dismutaze i enzima koji uklanjaju vodonik peroksid.
Nasim istrazivanjima je potvrdeno prisustvo peroksidaza i katalaza koje imaju ulogu u
uklanjanju vodonik peroksida. Balans izmedu ovih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, kao 1
vezivanje jona metala, umanjuje moguénost formiranja veoma reaktivnog HO™ radikala,
¢ime se sprec¢ava nastanak oksidativnih oStec¢enja (Asada & Takahashi, 1987; Bowler et

al., 1992).
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ZAKLJUCCI




6. ZAKLJUCCI

v" U ovoj disertaciji su razvijeni uspeSni protokoli za sterilizaciju gametofita i
sporofita i pouzdani protokoli za indukciju pupoljaka kod vrsta E. hungaricus 1
H. heimii.

v Kod vrste E. hungaricus porastom koncentracije BAP dolazi do poveéanja broja
pupoljaka, a kod vrste H. heimii povecanje koncentracija BAP u podlozi inhibira
stvaranje pupoljaka.

v" Kombinacija visokih koncentracija IBA i BAP inhibitorno uti¢e na
multiplikaciju izdanaka kod obe ispitivane vrste.

v' Ispitivanjem uticaja predtretmana apscisinskom kiselinom pokazjue da niske
koncetracije ABA od 0.03 1 0.1 uM stimulativno uti¢u na produkciju biomase
kod vrste P. patens

v Egzogeno dodata ABA u hranljivu podlogu dovodi do smanjenja koncetracije
ukupnih hlorofila i odnosa hlorofila a/b, ali kod vrste P. patens na najnizoj
koncentraciji stimuliSe povecanje koncetracije ukupnih karotenoida.

v" Niske koncentracije ABA od 0.03 i 0.1 pM stimuli$u multiplikaciju izdanaka
kod vrste P. patens, dok kod vrste 4. undulatum dolazi do opadanja vrednosti
indeksa multiplikacije povecanjem koncetracije ABA.

v" Kratkotrajno i dugotrajno izlaganje stresu solima pokazuje da biljke na razli¢it
nacin reaguju na duZinu stresogenog faktora. Kod biljaka gajenih tri dana na
podlozi sa solima ne dolazi do nekroze tkiva, dok visoke koncentracije soli kod
dugotrajnog stresa dovode do smanjenja procenta prezivelih biljaka.

v Niske koncentracije soli od 5 i 10 mM stimulativno uti¢u na multiplikaciju
izdanaka kod sve tri ispitivane vrste.

v" Kod sve tri ispitivane vrste nisu uo¢ene morfoloske promene eksplantata nakon
tri dana izlaganja stresu solima.

v" Koncentracija ukupnih karotenoida, kod biljaka koje su izlagane dugotrajnom
stresu, opada povecanjem koncentracije soli kod vrtsa P. patens i E. hungaricus,
dok je kod vrste H. heimii trend drugaciji. Kod biljaka izlaganih tri dana stresu
solima na niskim koncentracijama od 5 1 10mM NaCl raste koncentracija

ukupnih karotenoida kod vrsta P. patens i H. heimii
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Kod biljaka izlaganih tri dana stresu solima, niske koncentracije soli (51 10 mM
NaCl) pozitivno uticu na koncentraciju ukupnih hlorofila kod sve tri ispitivane,
dok se taj trend nastavlja i pri tretmaqnu od 50 mM NaCl kod vrste P. patens.
Kod biljaka izlaganih dugotrajnom stresu solima dolazi do opadanja
koncentracije ukupnih hlorofila poveéanjem koncetracije soli.

Merenjem sadrZaja prolina i odnosa prolina i slobodnih aminokiselina moze se
zakljuciti da se odnos menja u zavisnosti da li su biljke izloZene stresu solima tri
dana ili tri nedelje. Koncentracija prolina opada povecanjem koncentracije soli
kod biljaka izlaganih dugotrajnom stresu, ali raste odnos prolina i slobodnih
aminokiselina.

Kvalitativna analiza fenolnih jedinjenja pokazala je da se povecanjem
koncentracije fenola kod dugotrajnog stresa smanjuje broj detektovanih fenolnih
jedinjenja.Kod vrste P. patens je izmerena najveca koli¢ina fenola, bilo da su
biljke izlagane kratkotrajnom ili dugotrajnom stresu.

Kod ispitivanih vrsta nije detektovan 6 tokoferol ni na jednom tretmanu. Kod
vrste P. patens izlagane dugotrajnom stresu uocava se statisticki znacajan porast
koncentracije ukupnih tokoferola kod biljaka gajenih na podlozi sa 50 i 100 mM
NaCl.

Dominantni oblik Secera kod P. patens, E. hungaricus 1 H. heimii je disaharid
saharoza, dok su glukoza i fruktoza prisutne u znatno nizim koncentracijama.
Aktivnost enzima peroksidaza opada povecanjem koncentracije soli pri
dugotrajnom izlaganju stresu solima kod sve tri ispitivane vrste. Promena
aktivnosti peroksidaza pri kratkotrajnom stresu nije statisticki znacajna ni kod
jedne ispitivane vrste. Najveca aktivnost se belezi kod vrste P. patens izlagane
tri dana stresu solima.

Aktivnost enzima superoksid dismutaze raste kod fakultativno halofitnih
mahovina E. hungaricus 1 H. heimii, a opada kod P. patens, §to ukazuje da SOD
ima vaznu ulogu kod fakultativno halofitnih mahovina izlaganih tri nedelje
stresu solima.

Katalazna aktivnost kod dugotrajnog stresa ima isti trend za sve ispitivane vrste,
gde aktivnost ovog enzima raste do umereno visokih koncentracija soli, a na

najvis$im koncentracijama dolazi do opadanja aktivnosti katalaza.
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Broj izoformi peroksidaza je razlicit kod ispitivanih vrsta i kod P. patens i E.
hungaricus se uocavaju tri POX izoforme, dok su kod vrste H. heimi zastupljene
dve izoforme ovog enzima.

Kod sve tri ispitivane vrste dominantna izoforma katalaza je CATI, a broj
katalaznih izoformi varira u zavisnosti od vrste. Kod P. patens detektovana je
jedna izoforma, E. hungaricus tri izoforme i H. heimii dve izoforme.
Detektovane su tri izoforme SOD kod sve tri ispitivane vrste (Mn-SOD, Zn/Cu-
SOD i Fe-SOD). Kod vrste E. hungaricus su detektovane tri forme izoforme Fe-
SOD, dok druge dve vrste imaju po jednu izoformu Fe-SOD.

Na osnovu svih obradenih rezultata moze se zakljuciti da su mehanizmi
adaptacije ispitivanih vrsta na povecanu koli¢inu soli u podlozi specificni i1 da
svaka vrsta ima specifi¢nu strategiju prilagodavanja na izmenjene uslove zivotne
sredine. Kod vrste P. patens su znacajno viSe koncentracije fenola nego kod
druge dve ispitivane vrste. Moze se predpostaviti da fenoli kod vrste P. patens
imaju veliki znacaj u odgovoru biljaka na stres izazvan solima.

Niske koncetracije fenola i povecanje aktivnosti superoksid dismutaza i
katalaza, ukazuje na to da enzimi antioksidativne zaStite imaju veoma vaznu
ulogu u adaptaciji fakultativno halofitnih mahovina E. hungaricus i H. heimii na

povecanu koncetraciju soli.
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biologija, modul- fiziologija i molekularna biologija biljaka. Doktorske studije je

zavr$io sa prose¢nom ocenom 9.72.

Zaposlen je od 2009. godine na BiloSkom fakultetu, Univerziteta u Beogradu, kao
asistent na Katedri za Fiziologiju biljaka. Ucestvuje u izvodenju vezbi na predmetima
Fiziologija biljaka, Fiziologija rastenja i razvi¢a biljaka, Kultura biljnih ¢elija i tkiva,
Eksperimentalne metode u fiziologiji biljaka, a uc¢estvovao je i u izvodenju nastave na

Hemiskom fakultetu na predmetu Biohemija 1 fiziologija biljaka.

Ucesnik je projekta osnovnih istraZivanja koje finansira Ministarstvo za nauku i
tehnoloSki razvoj- broj projekta 173024. Takode, bio je c¢lan projekta u okviru
bilateralne saradnje izmedu Republike Srbije 1 Madarske - Ex situ konzervacija retkih 1
ugrozenih briofita u Madarskoj, Srbiji 1 Evropi, kao 1 meduakademskog projekta pod

nazivom IstraZivanje kriptogame flore Balkanskog poluostrva .

Milorad M. Vuji¢i¢ je ¢lan Drustva za fiziologiju biljaka Srbije (DFBS) 1 Federacije
evropskih udruzenja za biljnu biologiju (FESPB).
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U3jaBa o0 ayTopcTBY

Mme n npesume ayTtopa Mwunopag M. Byjnumh

bpoj nHaekca 563305/2009

Usjasbyjem
[a je OKTOpPCKa gucepTaunja nod HacJioBOM

Broxemunjckm 1 ekodU3noIOLWKN 0AroBopM 04abpaHnx BPCTa MaxoBUHA Ha KOHTPOJIMCAHMU

CTpecC n3a3BaH CoMMa y akCEHNYHNUM YCZ1I0BMMA

L PE3YNTAT CONCTBEHOI UCTPAXXMUBAYKOT paaa,

® [a aucepTaumja y LUeSMHU HU Yy AeN0BMMa HUje Buna npessioxeHa 3a CTuuake apyre
ANNAoMe Npema CTYAMjCKMM Nporpammuma Apyrmx BUCOKOLLKOJ/ICKMX YCTaHOBa;

® [acy pe3yaTaT KOPEKTHO HaBeAeHU U

® 1A HMCAM KpLIMO/na ayTopCKa NpaBa M KOPWUCTUO/Na MHTENEKTYaNHy CBOjUHY APYruxX
nmua.

MoTtnuc aytopa

4

Y beorpagy, 4.8.201
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N3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUITaMMNaHe U
eJIeKTPOHCKe Bep3unje AOKTOPCKoOr

paga

NUme n npesnme aytopa __Mwunopag M. Byjuuunh

bpoj uHaeKca 63305/2009

Ctyamjckm nporpam Pusmnonornja u monekynapHa bmonorvja busbaka

Hacnoe paga BUOXEMMU|CKM M eKODU3MOIOLIKM OAroBopu oAabpaHMx BPCTa MaxoBWMHA Ha

KOHTPO/MCaHW CTPEC N3a3BaH COJ/IMMA Y aKCEHUYHUM YCN0BNMA

MeHTopu ap AHeta Cabossmesuh n ap Mapko Cabossbesuh

M3jass/byjem fa je wTamnaHa Bep3unja MOr AOKTOPCKOr paga UCTOBETHA €NEeKTPOHCKOj BEP3MjU
Kojy cam npegao/na pagu noxparbeHa y [UrutanHom penosutopujymy YHusepsuTeTa y
beorpaay.

[lo3so/baBam Aa ce objaBe MoOjU MYHM nNodauu Be3aHW 3a AobMjarbe aKaAemMCKOr HasvBa
[AOKTOPa HayKa, Kao WTO Cy MMe U Npesnme, roamHa u mecto pohera n gatym oabpaHe paga.

OBM NMYHM NoJaLM MOTy ce 06jaBUTU Ha MPEXHWM CTpaHuLama gurutanHe bubnuvoTteke, y
€/IeKTPOHCKOM KaTasiory 1 y nybankaumjama YHuBepsuteTa y beorpaay.

MoTtpuc aytopa
rd

Y beorpagy, 4.8.2016.
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U3jaBa o0 Kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuMBep3uTeTcky 6ubanoteky ,Ceetosap Mapkosuh” pa y AurutanHu
penosuTopujym YHuBep3uTeTa y beorpasy yHece Mojy LLOKTOPCKY AncepTaumjy nos Hac/i0BOM:

BruoxeMmjckn n ekodnsnonoLWKM 0AroBopu 0aabpaHnx BPCTa MaxOBMHA Ha KOHTPOJIUCAHMU

CTpecC n3a3BaH CoaMmMa y akCEHNYHUM YCZ1I0BUMA

KOja je Moje ayTOpPCKO Aeno.

OucepTtaumnjy ca cBMM Mpuaos3Mma npenao/na cam y efieKTpoHCKom ¢opmaTty morogHom 3a
TPajHO apxuBupatLe.

Mojy AOKTOPCKY gucepTauumjy noxparbeHy y OurntanHom penosutopujymy YHusepsuTeTa y
beorpagy v gocTynHy y OTBOPEHOM NPUCTYNy MOTy Aa KOpUCTe CBU Koju mowTyjy oapenbe
caapkaHe y ogabpaHom Tmuny anueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam
ce ogayumo/na.

1. AytopcTeo (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepumjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HeKomepLuMjanHo — 6e3 npepazaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOPCTBO — HEKOMEpPLMUjaaHOo — AennTn nog nctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO — AenuTn nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monnmo aa 3a0KpyRUTe Camo jegHy o WecT NoHYHeHUX AULLEHUM.
KpaTak onuc IMLEeHLM je cacTaBHU fieo OBe U3jaBse).

Mornuc aytopa

¥ Beorpaay, 4.8.2016. ‘
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1. AytopcTtBo. [103BO/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUOYUM)Y M jaBHO caomnwiTaBake Aena, u
npepage, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauuMH oapeheH of cTpaHe ayTopa MAM Aasaoua
NINLUEHLE, YaK N y KomepumjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHuMja o4 CBUX IULLEHLN.

2. AyTOpCTBO — HeKomepuujanHo. [lo3Bo/baBaTe YMHOMaBarbe, AUCTPUOYLMjy U jaBHO
caonwTaBarbe Aena, M Nnpepase, ako ce HaBede MMme ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe
ayTopa unv gasaoua nuueHue. OBa nLeHLa He 403BO/baBa KOMepLMjasHy ynoTpeby aena.

3. AyTOpCTBO — HEeKomepLuuUjanHo — 6e3 npepaga. [,o3Bo/baBaTe YMHOMXKaBakbe, UCTPUOYLMjY
M jaBHO caonwTaBakbe Aena, 6e3 npomeHa, NpeobsiMKoBarba UM ynotpebe aena y cCBOM geny,
aKo ce HaBeAde MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oa cTpaHe ayTopa uau gasaoua avueHue. OBa
JIMLLEHLA He [03BO/baBa KomepuwujanHy ynotpeby agena. Y ogHocy Ha cBe ocCTasie JIMUEHUE,
OBOM /IMLLIEHLOM Ce orpaHu4yaBa Hajsehu obum npasa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepuuvjanHO — [enAuTu nog UCTUM  ycnoBuma. [lo3BosbaBaTe
YMHOKaBakbe, ANCTPMOYLUMjy M jaBHO caonwTaBare fena, U Npepaje, ako ce HaBede ume
ayTopa Ha HauuH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa MAW Aasaola /MLEHLE M aKo Ce npepasa
anctpubympa nog MCTOM  WMAM  CAMYHOM  AunueHuom. OBa AuMueHUa He [A03B0JbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepaga. [lo3Bo/baBaTe YMHOMKaBakbe, AUCTPUBYLM)Y U jaBHO
caonwTaBame aena, 6e3 npomeHa, npeobnkoBara UK ynotpebe gena y CBOM Aesny, ako ce
HaBeZe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH o4 cTpaHe ayTopa MM gasaoua auvueHue. OBa
JIMLLeHL,A A03BO/baBa KomepLmjaaHy ynotpeby aena.

6. AytopcTBO — OenuTtyu noa UCTUM ycrnoBuma. [lo3BoSfbaBaTe YMHOXaBawe,
ANcTpmnbyumjy 1 jaBHO caoniiTaBake Aena, 1 npepage, ako ce HaBege uMme aytopa Ha
HauuH oapefeH on cTpaHe ayTopa WNM JaBaoua NUUeHUe W ako ce npepaga
anctpubympa nog UCTOM WM crivMdHOM  nuueHuom. OBa nuueHua [03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby fena v npepaga. CnvyHa je copTBEpCKMM nuueHuama,
OLHOCHO N1LeHuama OTBOPEHOr Koaa.
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