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Uticaj brasinosteroida 24-epibrasinolida na klijanje i rane faze rastenja i razvica

razli¢itih hibrida kukuruza (Zea mays L.)

Rezime

Jedan od vaznijih ciljeva moderne poljoprivrede je povecanje efikasnosti
(umanjenje troskova proizvodnje, uz istovremeno uvecéanje prinosa). Gotovo svi delovi
biljke kukuruza se mogu iskoristiti, Sto je cinjenica koja kukuruzu daje poseban
ekonomski znacaj. Regulatori rastenja i fitohormoni mogu imati povoljan uticaj uti¢u na
povecéanje prinosa, razvice i otpornost prema biotskom i abiotskom stresu. Kukuruz je
posebno osetljiv na dejstvo nepovoljnih sredinskih faktora u ranim fazama rastenja i
razvi¢a, pa tretman regulatorima rastenja moze izazvati niz promena u biohemijskim i
fizioloskim procesima u klijancima kukuruza, koje bi mogle poboljsati rastenje i
otpornost na stresne uslove zivotne sredine.

Brasinosteroidi su prirodni regulatori rastenja biljaka, prisutni u niskim
koncentracijama u razli¢itim organima (polen, seme, mlada vegetativna tkiva itd.)
biljaka svih sistematskih grupa. Imaju znacajnu ulogu u razli¢itim razvojnim procesima
kod biljaka kao $to je izduzivanje celija, vaskularna diferencijacija, etiolacija,
reproduktivni razvoj itd. Mlada vegetativna tkiva su posebno osetljiva na egzogeno
dodate BRs, i u tim tkivima dolazi do intenzivne ekspanzije celija. Takode, BRs

posreduju i u odgovoru biljaka na stresne faktore (abiotski, biotski i ksenobiotski).

U istrazivanjima su koriS¢ena semena hibrida kukuruza ZP 434 1 ZP 704, koja su
isklijavana u rastvoru 24-EBL-a razli¢itih koncentracija. Za analize su korisc¢eni klijanci
starosti sedam dana. Ispitivan je uticaj egzogeno dodatog 24-EBL-a na rastenje plumule
i radikule, kvantifikovan je sadrzaj fotosintetickih pigmenata, mineralnih elemenata i
SeCera, optimizovana je metoda za ekstrakciju polifenola, uz njihovu karakterizaciju u
delovima klijanaca (plumula, radikula, ostatak semena). Detektovana je produkcija
reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta, kako bi se ispitao njihov uticaj na rastenje
klijanaca pomenutih hibrida kukuruza. Takode, sprovedene  su kineticke i
termodinamicke analize prilikom isuSivanja klijanaca, kako bi se rasvetlili mehanizmi
odlaska vode iz delova klijanaca i time analizirali mehanizmi otpornosti klijanaca

kukuruza prema toj vrsti stresa.



Nadeno je da visoke i niske koncentracije egzogeno dodatog 24-EBL-a imaju
razli¢it uticaj na klijavost ispitivanih hibrida kukuruza, kao i da hibridi kukuruza
razli¢ito reaguju na egzogeno dodati 24-EBL, narocito pri visokim koncentracijama
ovog fitohormona. Utvrdeno je da niske koncentracije egzogeno dodatog 24-EBL-a
povecavaju vrednosti SVI-1I, i da imaju pozitivan efekat na izduzivanje plumula
klijanaca hibrida ZP 434. Nizak odnos hlorofil a/ hlorofil b u plumulama oba hibrida
kukuruza, svedoci o0 slaboj aktivnosti fotosintetiCkog aparata, $to ukazuje i da vecina
asimilata neophodnih za rastenje klijanca dolazi iz semena. Analizom sadrzaja
mineralnih elemenata, moze se zakljuciti da klijjanci kukuruza ispitivanih hibrida
tretirani niskim koncentracijama 24-EBL-a, mogu preziveti u izvesnoj meri dejstvo
teskih metala zahvaljuju¢i smanjenoj pokretljivosti toksi¢nih elemenata pre nego Sto se

distribuiraju u plumulu i radikulu.

Nadeno je da hibrid ZP 434 sadrzi viSe veoma polarnih fenolnih jedinjenja od
hibrida ZP 704. Visoke koncentracije 24-EBL-a inhibitorno deluju na sadrzaj polifenola
u plumulama hibrida ZP434, a najniza ispitivana koncentracija 24-EBL-a ima

inhibitorni efekat na sadrZaj polifenola u plumulama hibrida ZP 704.

Kod radikule klijanaca ZP 434 hibrida nadeno je da je vrednost prividne energije
aktivacije proporcionalna sadrzaju trehaloze. Zakljuceno je da nize koncentracije 24-

EBL-a uticu na uvecavanje sadrzaja trehaloze.

Ustanovljeno je da kod hibrida ZP 704 prisustvo 24-EBL-a najverovatnije utice
na dehidratacione procese preko visokog sadrzaja fosfora u delovima klijanaca, dok je
ovaj proces obrnut u organima Kklijanaca hibrida ZP 434, odnosno kontrolnih uzoraka.
Nadeno je da svi organi klijanaca hibrida ZP 704, pokazuju vecu energetsku stabilnost u
poredenju sa hibridom ZP 434, pri egzogeno dodatom 24-EBL-u tokom procesa

dehidratacije.

Na osnovu enatalpijsko-entropijske kompezacione teorije, nadeno je da je
mehanizam desorpcije vode u ispitivanim hibridima entropijski kontrolisan, pri cemu
dobijeni rezultati ukazuju da mikrostruktura Klijanaca nije stabilna i da trpi promene
tokom dehidratacije. Takode, na osnovu BET metode i modifikovane BET metode,

nadeno je da kijanci hibrida ZP 704 u prisustvu 24-EBL-a lakSe odaju vodu za razliku



od hibrida ZP 434, kod koga viSe koncentracije 24-EBL-a izazivaju otezano odavanje

vode. Pronadeno je da 24-EBL ima blokirajuci efekat na poveéanje pritiska Sirenja.

Kljuéne redi: Kukuruz, 24-Epibrasinolid, Klijanje, Seéeri, Kineti¢ki procesi

dehidratacije klijanaca, Termodinamiki procesi dehidratacije klijanaca
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The influence of brassinosteroid 24-epibrassinolide on germination and early
stages of growth and development of different maize hybrids (Zea mays L.)

Abstract

One of the most important goals of modern agriculture is to increase efficiency
(reduction of production costs, with a corresponding increase in yield). Almost all parts
of the maize plant can be used, and that is the fact which gives maize a special
economic significance. Growth regulators and phytohormones may have a favorable
impact on yield improvement, development and resistance to biotic and abiotic stress.
Maize is particularly vulnerable to the effects of adverse environmental factors in the
early stages of growth and development, and treatment with growth regulators can cause
a number of changes in biochemical and physiological processes of maize seedlings

which could improve the growth and resistance to stressful environmental conditions.

Brassinosteroids are natural regulators of plant growth, and they are present in
low concentrations in various organs (pollen, seeds, young vegetative tissue, etc.) at all
systematic groups of plants. They have an important role in various developmental
processes in plants, such as cell elongation, vascular tissue differentiation, etiolation,
reproductive development, etc. Young vegetative tissues are especially sensitive to
exogenously added BRs, and in these tissues BRs may induce intensive expansion of
cells. Also, BRs can mediate plant responses to stress factors (abiotic, biotic and

xenobiotic).

Seeds of maize hybrids ZP 434 and ZP 704 were germinated in a solution of
different concentrations of 24-EBL. Seven days old seedlings were used for the
analyses. The effect of exogenously added 24-EBL on plumule and radicle growth,
content of photosynthetic pigments, mineral elements and sugars was analyzed. Also,
method for extraction of polyphenols was optimized, along with their characterization in
the parts of the seedlings (plumule, radicle, the rest of the seed). Production of reactive
oxygen and nitrogen species was rated, in order to examine (with above mentioned
methods) their impact on the growth of maize seedlings. Kinetic and thermodynamic

analysis during drying of seedlings have been implemented, in order to elucidate the



mechanisms of dehydration of seedling parts and thus analyze the mechanisms of

resistance of maize seedlings under drought stress.

It was found that both high and low concentrations of exogenously added 24-
EBL have different effects on the germination of maize hybrids, and that hybrids
respond differently to exogenously added 24-EBL, particularly at high concentrations of
phytohormones. Low concentrations of exogenously added 24-EBL lead to increase in
the value of SVI-II, and have a positive effect on plumule elongation within hybrid ZP
434. The low ratio of chlorophyll a / chlorophyll b, in plumule of two maize hybrids
indicates low activity of the photosynthetic apparatus, which means that the most
assimilates necessary for seedling growth are coming from the seeds. From the analysis
of mineral elements, it can be concluded that the seedlings of maize hybrids treated with
low concentrations of 24-EBL may survive areas polluted with heavy metals, due to the
reduced mobility of toxic elements before they were distributed to plumulue and

radicule.

It was found that the hybrid ZP 434 contains more highly polar phenolic
compounds than hybrid ZP 704. High concentrations of 24-EBL-a had an inhibitory
effect on the content of polyphenols in plumule of hybrid ZP434 and the lowest tested
concentration of 24 EBL had an inhibitory effect on the content of polyphenols in
plumule of ZP 704.

Also, it was found for ZP434 hybrid radicle, that the Ea value is directly
proportional to trehalose concentrations. It was concluded that lower concentrations of
24-EBL cause increased values of trehalose. In case of seedlings of ZP704 hybrid, 24-
EBL is probably affecting water dehydration by significantly increasing values of
phosphorus, comparing to control tests, while process is reverse in a case of ZP434
hybrid. 1t was found that all the organs of ZP 704 seedlings are having greater energy
stability with exogenously added 24-EBL, comparing to the hybrid ZP 434 in the

process of dehydration.

Based on enthalpy-entropy compensation theory, it has been found that water
desorption mechanism in tested hybrids is controlled by entropy, where established
results indicate that microstructure of seedlings is not stable and that it suffers from
certain changes during dehydration. Also, based on BET and modified BET approaches,



it has been found that response of ZP 704 hybrid to 24-EBLs is probably more
acceptable than in the case of ZP 434 hybrid. It was found that 24-epibrassinolide has a

blocking effect on rapid increase in spreading pressure.

Keywords: Maize, 24-Epibrassinolide, Germination, Sugars, Kinetics of seedling

dehydration, Thermodynamics of seedling dehydration
Research field: Biology
Specific research field: Plant Physiology and Molecular Biology

UDK No.: 577.175.1:[581.142/.143+633.15] (0433)



Lista skraéenica

SSR — Proste ponovljene sekvence

ZP434 — “Zemun Polje” hibrid broj 434

ZP704 — “Zemun Polje” hibrid broj 704

BRs — Brasinosteroidi

24-EBL-24-epibrasinolid

BL- Brasinolid

RoS — Ostatak semena, semenski ostatak (Rest of the seed)
BET — Brunauer—-Emmett—Teller

PTFE — Politetrafluoroetilen

HPLC —Tecna hromatografija visokih performansi
HPTLC-Visoko-efikasna tankoslojna hromatografija
LOD - Detekcioni limit

LOQ - Kvantifikacioni limit

SD — Standardna devijacija

RH — Relativna vlaznost

EMC—Ravnotezni sadrzaj vlaznosti

LEA —Proteini kasne embriogeneze

ATP — Adenozin triosfat

Cs —Katasteron

3CP-3-Karbamoil proksil
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1 uUvOD

1.1 Sistematika vrste

Dominantni privredni zna¢aj kukuruza uslovljen je prevashodno izuzetno
Sirokim moguénostima njegove upotrebe (Kravi¢, 2013). Kukuruz pripada C4 biljkama
(Hirell et al., 2005), koje u poredenju sa ve¢inom C3 biljaka ima vecu sposobnost
apsorpcije, metaboliCke transformacije 1 remobilizacije neorganskih i organskih formi
ugljenika (Walker and Edwards, 1983) i azota (Oaks, 1994). Kukuruz je jednogodisnja
biljka koja se ubraja u porodicu trava a specificnost mu je ¢vrsta stabljika ispunjena

parenhimom.

Sistematski polozaj kukuruza (Knezevi¢, 2006):
(Regnum): Plantae

(Subregnum): Viridiplantae

(Phylum): Magnoliophyta (Spermatophyta)
(Subphylum): Magnoliophytina (Angiospermae)
(Classis): Liliopsida (Liliatae, Monocotyledoneae)
(Subclassis): Commelinidae

(Ordo): Cyperales

(Familia): Poaceae (Gramineae)

(Subfamilia) Panicoideae

(Tribus) Maydeae

(Genus): Zea

(Species): Zea mays

1.2 Poreklo kukuruza

Kukuruz je poreklom iz Centralne Amerike, a nakon otkrica americkog
kontinenta prenesen je i proSiren u Europu i druge kontinente. Na osnovu istrazivanja iz
oblasti botanike, ekologije i arheologije, smatralo se da je kukuruz nastao
domestifikacijom svog divljeg srodnika, jednogodiSnje teozinte (Zea mays spp.
parviglumis), endemita nizijskih predela jugozapadnog dela Meksika (Mangelsdorf,

1986), sto je 1 potvrdeno filogenetskom analizom 264 pojedinacne biljke primenom



SSR markera, (Matsuoka et al., 2002). Sredistem domestifikacije se smatra centralni
deo doline reke Balzas, gde Z. mays spp. parviglumis raste endemski (Slika 1). Rezultati
arheoloSkih iskopavanja otkrili su prisustvo tragova kukuruza u nizijskim predelima
Srednje Amerike koji datiraju od pre 8700-7300 godina (Hastorf, 2009; Piperno et al.,
2009).
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Slikal. Poreklo kukuruza. Preuzeto sa: (Anonymus a., 2016)

Kolumbo je 1492. doneo kukuruz u Spaniju, a na Balkan je ta kultura stigla u
drugoj polovini 16-tog veka, dok je u nase krajeve prenet ve¢ 1572. godine. U prvim

pisanim dokumentima nazivan je urmentin (Anonymus b., 2016).

1.3 Znacaj kukuruza

lako postoji samo jedna vrsta u rodu “Zea”, ona je toliko promenljiva po svojim
morfoloskim, fiziolo§kim i drugim svojstvima da predstavlja najvarijabilniju kulturu

medu zitima, pa i svim drugim kulturama (Tabakovi¢, 2012).

U radu Radosavljevic and Milasinovic (2008) je predlozeno da se na osnovu
strukture zrna i sastava endosperma svi komercijalno gajeni hibridi kukuruza mogu
svrstati u jedan od pet osnovnih tipova ¢ija morfoloska podela prati i fizioloske razlike.
Na osnovu spomenutih razlika u sastavu i funkciji kukuruza mozemo ga svrstati u

tipove:



1. Zuban (Zea mays indentata Sturt.)

2. Tvrdunac (Zea mays L. indurata Sturt.)
3. Seéerac (Zea mays L. saccharata Sturt.)
4. Kokicar (Zea mays L. everta Sturt.)

5. Bras$nasti (Zea mays L. amylacea Sturt.)

Primarni cilj proizvodnje kukuruza je dobijanje visokih i stabilnih prinosa, kako
kvantitativno tako i kvalitativno (Tabakovié¢, 2012). Gotovo svi delovi biljke kukuruza
mogu posluziti za preradu, Sto je Cinjenica koja kukuruzu daje poseban ekonomski
znacaj. Danas se proizvodi vise od 500 razli€itih industrijskih preradevina od kukuruza.
Kukuruz moze dati izuzetno visoke prinose po jedinici povrSine, pa je postignut
maksimalni prose¢ni prinos od oko 25.000 kg/ha (Anonymus b., 2016). Kukuruz se
trenutno proizvodi na skoro 100 miliona hektara u 125 zemalja, od kojih je u 75
najzastupljenija gajena biljna vrsta (FAOSTAT, 2010). Najvec¢i proizvodaci kukuruza
su SAD (sa preko 330 miliona tona - 37% globalne proizvodnje), Kina (20%), Brazil
(7%), Meksiko 1 Argentina (po 3%). Veliki evropski proizvodaci su: Francuska,
Rumunija, Madarska i Srbija. Kukuruz je usev koji zauzima najvece povrsine u Srbiji, a

sa prose¢nim prinosom od 3.25 t/ha, Srbija zaostaje za onim u svetu.

1.4 FizioloSke i morfoloske osobine kukuruza

Kukuruz ima specificnu morfolosku gradu i od svih zitarica je najkrupnija biljka.
Delovi biljke kukuruza su koren, stabljika, list, cvet (cvast) i plod (zrno), koji su

Sematski prikazani na Slici 2.

Koren kukuruza je Zzilicast i mozemo razlikovati pet tipova korena: primarni,
bo¢ni 1 mezokotilni klicin koren, te podzemni i nadzemni nodalni koren. Stabljika
kukuruza je uspravna, cilindri¢nog oblika, sastavljena od nodija i internodija. U pazuhu
lista na stabljici nalaze se pupoljci iz kojih se u srediSnjem i vrSnom delu biljke obrazuju

klipovi (Ami¢, 2012).



Slika 2. Preuzeto sa: (Anonymus c., 2016).

Listovi kukuruza se dele na klicine listove, listove stabljike i listove omotaca
klipa. Kukuruz ima veliku lisnu povrsinu (ve¢a od 1 m? po biljci), tako da moze
proizvesti relativno veliku koli¢inu organske materije (Gagro, 1997), Sto omogucéava
brzo rastenje ove kulture. Kukuruz je jednodoma biljka i ima jednopolne muske i Zenske
cvetove koji su razdvojeni u posebne cvasti (Slika 2). Metlica je muski cvast i nalazi se
na vrhu biljke, dok je klip Zenska cvast a nalazi se u pazuhu listova. Plod kukuruza je
zrmo. Zrelo zrno kukuruza (koje predstavlja najznacajniju sirovinu za proizvodnju
komercijalnog skroba) sastavljeno je iz tri osnovna dela: perikarpa (omotac),
endosperma i klice (Radosavljevic, and Milasinovic, 2008). Morfoloska grada i

struktura zrna kukuruza date su na Slici 3.
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Slika 3. Preuzeto sa: Radosavljevic and Milasinovic, 2008.

Posmatrano sa aspekta primene 1 koriS¢enja kukuruza hemijski sastav zrna je

njegovo najbitnije svojstvo. Skrob je glavni ugljeno hidratni i istovremeno glavni

hemijski konstituent zrna kukuruza. U proseku njegov sadrzaj se krece oko 70% (Tabela

1).

Tabelal. Hemijski sastav zrna kukuruza

Hibrid Skrob | Proteini | Ulje | Celuloza| Pepeo

(%) (%) (%) (%) (%)
ZP 434 69.0 94 5.9 2.0 1.4
ZP 704 70.6 9.6 5.0 2.1 1.4

Endosperm zrna kukuruza je kod svih tipova zrna zastupljen u najveéem

procentu, 70-85% ukupne tezine zrna. Celije endosperma su bogate skrobom, a imaju



umeren sadrzaj proteina i imaju ulogu da obezbede dovoljnu koliinu energije 1
hranljivih materija za klijanje embriona. Granule skroba su “zarobljene” u proteinskom
matriksu. Endosperm je sastavljen iz vise strukturnih delova od kojih su staklasti i
brasnasti deo najvazniji za mnoga svojstva endosperma.

Omotac ili perikarp morfoloski pripada endospermu i ima zastitnu ulogu zrna. Udeo
perikarpa u celom zrnu varira zavisno od tipa hibrida. Njega ¢ini vise slojeva razlicitih
vrsta ¢elija, a debljina i propustljivost perikarpa uticu na brzinu susenja i bubrenja zrna

(Radosavljevic and Milasinovic, 2008).

1.5 Fiziologija klijanja semena kukuruza

Seme je organ od vitalnog znacaja za VviSe biljke. Uspesnost prezivljavanja biljke
u velikoj meri zavisi od fizioloskih i biohemijskih osobina semena, njegove sposobnosti
da reaguje na uticaje spoljasnje sredine, kao i od rezervnih materija akumuliranih u
njemu. Za aktiviranje slozenih biohemijskih 1 fizioloSkih procesa klijanja potrebno je
obezbediti odgovarajuce uslove temperature, vode 1 prisustvo kiseonika. Kada su ovi
uslovi povoljni, seme pocinje da usvaja vodu iz spoljne sredine, pocinje fizicki proces
bubrenja, koji zavisi od njegove koloidne strukture, uslovljene razliitim rasporedom
pektina, celuloze, hemiceluloze i proteina u razli¢itim delovima semena. Rezerve koje
seme sadrzi su esencijalne za prve, heterotrofne stadijume razvica biljaka, pre nego Sto
steknu sposobnost autotrofije, tj. koris¢enja suneve energije za sintetske procese
stvaranja struktura nove biljke. Kao poseban organ za razmnoZavanje i rasejavanje i kao
evolutivna inovacija, seme je doprinelo uvecanju adaptivnosti biljaka u vrlo
promenljivim uslovima kopnene sredine, obezbeduju¢i kontinuitet i Sirenje biljaka-
semenica u prostoru i vremenu. Seme je specifican organ koji nastaje iz oplodenog
semenog zametka, a tkiva koja okruzuju embrion mogu da predstavljaju mehanicku ili
hemijsku barijeru klijanju, koja biva prevladana tek pri nastupanju povoljnih sredinskih
uslova za razvoj nove biljke, kada zapocinje klijanje. U semenu su sve metabolicke
aktivnosti svedene na minimum, a sadrzaj vode je nizak. Time se biljka ne uti¢e samo
da sopstveno umnoZavanje 1 rasejavanje, ve¢ 1 omoguéava prezivljavanje pri
nepovoljnim sredinskim uslovima. To je omoguéeno procesima sazrevanja semena,

kada se smanjuje sadrzaj vode u njemu, a rezervne supstance (proteini i polisaharidi,



skrob) zadobijaju staklastu strukturu (vitrifikacija). Tim procesima se omogucuje visoka
viskoznost matriksa semena, bez ve¢ih molekularnih reorganizacija, Sto omugucava da
seme prezivi nepovoljne sredinske uslove (Bian et al., 2002) Klijanjem semena nastaju
obrnuti procesi sinteze novih struktura, ¢ime se omogucéava razvi¢e novog organizma.
Samo klijanje je dosta slozen proces koji se moze podeliti na Cetiri faze: 1) imbibicija —
usvajanje vode 2) faza aktivacije — pocetak metabolickih procesa 3) faza mitoti¢kih
deoba i 4) izrastanje radikule (korenka). Jasno je da je klijanje zrna u negativnoj
korelaciji sa stepenom dormancije (Neskovi¢ et al., 2010). Prekid dormancije ne zavisi
samo od genetickih i fizioloskih procesa u okviru semena, ve¢ i od razlicitih spoljasnjih faktora,
od kojih su najznacajniji svetlost i temperatura. Bubrenje je fizicki proces u kome voda prodire
kroz perikarp, a brzina usvajanja vode koja je kod kukuruza najintenzivnija u prvih Sest sati,
zavisi od hemijskog sastava semena, tako da seme kukuruza sa brasnjavim endospermom brze

usvaja vodu (Mayer and Poljakoff-Mayber, 1982).

Heterotrofni nacin ishrane je karakteristi¢an za proces klijanja. U toj fazi se za
razviée klice (tj. nove, mlade biljke) koriste rezervne materije nakupljene u semenu.
Naro€ito znacajno u periodu od prvih deset dana u klijanju semena je koliCina
endosperma, jer ukoliko seme ima viSe rezervnih hranljivih materija, razvi¢e se snazniji
klijanac. Fazu aktivacije biohemijskih tj. fizioloskih procesa odlikuje hidroliticka
transformacija rezervnog skroba, proteina i ulja u oligomerna i monomerna jedinjenja,
aktivan transport tako produkovanih jednostavnijih Secera, slobodnih aminokiselina i

organskih kiselina iz endosperma u Klicu (Tabakovi¢, 2012).

Iz literature je poznato da ABA i GA imaju antagonisticku ulogu u regulisanju
dormancije i klijanja semena. ABA je odgovorna za dormanciju tokom sazrevanja
embriona dok su GA neophodni u prevazilazenju dormancije izazvane efektom ABA
(Koornneef and Karssen, 1994). Stimulacija izduzivanja ¢elija klijanaca moze da bude
dovedena u vezu sa aktivacijom specifi¢nih gena indukovanih brasinosteroidima koji su
ukljuceni u izduzivanje ¢Celija (Li, and Chory, 1999; Darley et al., 2001). Egzogeno
dodati brasinosteroidi u veéim koncentracijama inhibiraju izduZivanje korena i
formiranje lateralnih korenova dok u nizim koncentracijama stimuliSu izduzivanje

celokupnog korenskog sistema (Clouse and Sasse 1998). S obzirom da je



brasinosteroidni signal neophodan da bi se stimulisalo klijanje i prekinula dormancija
izazvana abscisinskom Kkiselinom (Steber and McCourt, 2001), moguce je da 24-
epibrasinolid (24-EBL) takodje deluje na dormanciju semena kod kukuruza menjajuci

koli¢ine kako abscisinske tako 1 giberelinske kiseline.

1.6 Brasinosteroidi

1.6.1 Istorija istraZivanja brasinosteroida

Marko Zulo (Zullo and Adam, 2002), navodi da su 1930. godine, istrazivaci
United States Department of Agriculture (USDA) otkrili da ekstrakti polena promovisu
rastenje biljaka, a prvi rad objavljen 1941. godine izveStava da ekstrakti polena
kukuruza (Zea mays L.) utiu na znacajno izduzivanje tretiranih internodija mladih
sadnica pasulja (Mitchell and Whitehead, 1941). Tokom 1960-ih godina USDA je
zapoceo istrazivacki program koji je imao za cilj da pronade nove biljne hormone.
Hipoteza koja se tada testirala jeste da polen ima poviSenu koncentraciju biljnih
hormona i s tim u vezi je postojala velika verovatno¢a pronalaZenja nove fizioloski

aktivne supstance u njima.

Ekstrakti polena od oko 60 razli¢itih biljnih vrsta su testirani i neki od njih su,
izmedu ostalog i polen od uljane repice (Brassica napus L.) dali neocekivane rezultate
koji nisu bili karakteristicni za dejstvo nijednog do tada poznatog hormona. Ovi
istrazivaci su pretpostavili da polen sadrzi novu grupu hormona koju su nazvali brasini
(brassins) (Mitchell et al., 1970). U isto vreme japanski istraziva¢i (Marumo et al.,
1968) nasli su da ekstrakti japanske biljke isonuki (Distylium rasemosun Sieb et Zucc.)

promovisu rastenje ovsa (Avena sativa L.).

Mandavin tim (Mandava et al., 1978) je za izolovanje brasinosteroidnih aktivnih
jedinjenja koristio oko 250 kg polena uljane repice (Brassica napus L.), koji je
ekstrahovan izopropanolom u frakcijama od po 25 kg. Frakcije su podvrgnute
hromatografskom razdvajanju, da bi se na kraju dobilo 100 g bioloski aktivnog
materijala. Finalno precis¢avanje je izvedeno hromatografijom na koloni i te¢nom

hromatografijom, da bi se dobilo 10 mg kristalne supstance koja je podvrgnuta



kristalografskoj analizi radi odredivanja strukture ispitivane supstancije, za koju je
pronadeno da je stercoidni lakton, empirijske formule C2sHssOs koja je nazvana
brasinolid (BL) (Mandava et al., 1978).

Ho

Erassinolide
Slika 4. Brasinolid (Anonymus d., 2016).

BL dobija svoje ime kombinacijom naziva biljke Brassica, iz koje je prvi put
zvani¢no izolovan i sufiksa “olide”, karakteristicnog za laktone. BL je takode
ekstrahovan od strane drugih istrazivaca iz polena uljane repice (Brassica napus L.)
(Grove et al., 1979 (Slika 4), dok je par godina kasnije izolovan katasteron, biosintetski
prekusor BL iz gala japanskog kestena (Castanea crenata) (Yokota et al., 1982). Od
tada je izolovano preko 70 steroida biljnog porekla (Fujkioka and Yokota, 2003).
Primenom modernih metoda molekularne genetike potvrdeni su nalazi biohemicara i
fiziologa (dobijeni pri analizi biosintetskih puteva BRs) o neophodnosti ove klase
jedinjenja za normalno rastenje biljaka, tako da se moraju svrstati u fitohormone
zajedno sa auksinima, citokininima, giberelinima, abscisinskom kiselinom i etilenom
(Hayat and Ahmad, 2010). Istrazivanja BRs odvijaju se u tri pravca: a) biohemijska
istrazivanja; b) analize BRs mutanata (mutanti za sintezu BRs, uglavnom vezani za
mutaciju gena za Cyt-P450 meSane oksidaze; mutanti za receptore za BRs tj. BRI
mutant; mutanti iz daljeg BRs signalizacionog puta), uz koris¢enje BRs inhibitora (pre
svega inhibitora BRs sinteze, poput BZR); c¢) geneticka transformacija model biljaka
genima za sintezu ili receptore brasinosteroida ili za signalne puteve brasinosteroida
(Hayat and Fariduddin, 2003).



1.6.2 Rasprostranjenost brasinosteroida u biljnom svetu

BRs su karakteristi¢ni steroidi biljaka, Siroko rasprostranjeni kako kod visih,
tako 1 kod nizih biljaka. Oni igraju kljuénu ulogu u modulaciji rastenja deluju¢i u
nanomolarnim i mikromolarnim koncentracijama (Clouse and Sasse, 1998; Ankudo,
2004).

Tabela 2. Prisustvo endogenih brasinosteroida i njihov sadrzaj u odredenim vrstama (ng

g™) (Tabela je preuzeta iz Clouse, 2011).

Zea mays Polen, stablo, koren | 2.0-120
Brassica napus Polen >100
Brassica campestris Seme, kora 0.00013-0.094
Raphanus sativus Seme 0.3-0.8
Helianthus annuus Polen 21-106

Vicia faba Polen, seme 5-628
Arabidopsis thaliana Stablo, seme, silika | 0.11-5.4
Solanum lycopersicum Stablo 0.029-1.69
Pinus thunbergii Polen 89

Cupressus arizonica Polen 1.0-6,400
Catharanthus roseus Celijska kultura 0.047-4.5
Equisetum arvense Strobilus 0.152-0.349
Hydrodictyon reticulatum Zelena alga 0.3-0.4

Oryza sativa Stablo 0.0084-0.0136
Lilium elegans Polen 1.0-50

Typha latifolia Polen 68

Citrus sinensis Polen 36.2

Pisum sativum Seme, stablo 0.164-3.13
Thea sinensis Listovi 0.001-0.02

Najvisa koncentracija BRs-a je pronadena kod arizonskog ¢empresa (Cupressus

arizonica). Od otkri¢a brasinolida, 69 razli¢itih brasinosteroida je izolovano iz 64
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biljnih vrsta, ukljucuju¢i 53 angiosperme (12 monokotiledonih i 41 dikotiledona), 6
gimnospermi, 1 pteridofite (Equisetum arvense), 1 briofite (Marchantia polymorpha) i 3
alge (Chlorella vulgaris, Cystoseira myrica i Hydrodictyon reticulatum) (Bajguz, 2011).
Mlada tkiva sadrze visi nivo brssinosteroida nego zrelija tkiva (Yokota, 1986). Polen i
semena su najbogatiji izvori brasinosteroida, dok izdanci 1 listovi imaju manje koli¢ine

ovog fitohormona (Takatsuto, 1994).

1.6.3 Biosinteza brasinosteroida

Prirodni brasinosteroidi (BRs) koji su do sada identifikovani imaju zajednicki
5a-holestanski skelet, a njihove strukturne varijacije proizilaze iz tipa i orijentacije
fukcionalnih grupa na A i B prstenu. Ove modifikacije nastaju usled reakcija oksidacije
i redukcije tokom biosinteze (Fujioka and Sakurai, (a) 1997). BR su C27, C28 i C29
steroidi, zavisno od alkil grupe na C24 atomu (Fujioka and Yokota, 2003). U odnosu na
A prsten, BRs koji imaju vicinalnu hidroksilnu grupu (na C-2a i C-3a atomu) generalno
poseduju visoku biolosku aktivnost (Fujioka and Sakurai, (b) 1997). BRs koji imaju a-
hidroksilnu, B-hidroksilnu ili ketogrupu na C3 atomu A prstena su prekursori BRs koji
nose 2a,3a-vicinalnu hidroksilnu grupu. lzolovane su sve kombinacije hidroksilnih
grupa na C-2 i C-3 atomu (2001 3ai; 2001 3B; 2B i 3a; 2B 1 3 (Nes, 1977). Kako bioloska
aktivnost opada u smeru 2a,3a > 20,33 > 2,30 > 2f3,3B, pokazalo se da je a-orijentacija
hidroksilne grupe od presudnog znacaja za visoku biolosku aktivnost BRs (Hayat and
Ahmad, 2010). U odnosu na supstituent na B prstenu, poznate su 6-deokso, 6-okso
(keton) i 7-oksalakton forme. Generalno, 7-oksolakton strukture poseduju mnogo veéu
biolosku aktivnost u odnosu na 6-0okso forme (kao kastasteron (CS)), dok 6-deokso
forme imaju najmanju aktivnost. Na bo¢nom lancu, BRs imaju a-orijentisane vicinalne
hidroksilne grupe na poziciji C22 i C23, koje su se pokazale esencijalnim za visoku
biolosku aktivnost (Hayat and Ahmad, 2010; Fujioka and Sakurai (a) 1997). BL
((22R,23R,245)-20,30,22,23-tetrahidroksi-24-metil-homo-7-oksa-5a-holestan-6-one) je
bioloski najaktivniji C28 BRs 1, zajedno je sa ostalim C28 srodnim BRs, Siroko
rasprostranjen u biljnom carstvu. Njihova biosinteza je prvenstveno razjasnjena
koris¢enjem kulture ¢elija vinke (Catharanthus roseus), a kasnije je detaljno ispitivana i
na Arabidopsis thaliana (Fujioka and Yokota, 2003; Bajguz, 2007).
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Preuzeto iz: Yokota, 1997.

Biljni steroli se sintetiSu iz cikloartenola, kroz niz reakcija koje ukljucuju
pojedinacne ili duple metilacije (Yokota, 1997). Put biosinteze BL se moZe podeliti na
generalnu sintezu sterola (formiranje skeleta, modifikacije od cikloartenola do
kampesterola) i na sintezu od kampesterola do BL, put specifican za BRs. Kako se
kampesterol pokazao kao prekursor BL, drugi BRs se verovatno sintetiSu iz sli¢nih
biljnih sterola, sa odgovaraju¢im strukturama boc¢nog lanca kao §to su sitosterol,
izofukosterol, 24-metilenholesterol i 24-epikampesterol (Clouse, 2011). Biljni steroli se
sintetiSu 1 izoprenoidnim (mevalonatnim) putem preko acetil-CoA, mevalonata,
izopentenil pirofosfata, geranil pirofosfata i farnezil pirofosfata (Slika 5). Skvalen se
produkuje kondenzacijom dva molekula farnezil pirofosfata, koji se zatim konvertuju
preko skvalen-2,3-epoksida u cikloartenol, gradivnu komponentu vec¢ine biljnih sterola.

Konverzija skvalen 2,3-epoksida u cikloartenol je specifi¢na za biljke. Kod Zivotinja i
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gljiva skvalen-2,3-epoksid se konvertuje u lanosterol, prekursor holesterola i
zivotinjskih steroidnih hormona (Clouse, 2011). Kako je cikloartenol primarni prekursor
biljnih sterola, nedavna istrazivanja su pokazala da A. thaliana ima funkcionalnu
lanosterol sintazu, tako da je verovatan i alternativni put sinteze biljnih sterola preko
lanosterola (Suzuki et al., 2006). Na osnovu strukture i stereohemije bo¢nog lanca,
Siroke rasprostranjenosti u biljnom carstvu i srodne bioloSke aktivnosti u biotestovima,
pretpostavilo se da se kampesterol konvertuje u BL preko teasterona, tifasterola i Cs
(Clouse, 2011). Detaljna ispitivanja biosinteze BL u C. roseus i A. thaliana otkrila su
dva paralelna puta (Slika 6), rani i kasni put oksidacije C-6 atoma (A prsten), koji su
povezani na razli¢itim koracima, a vezani su za puteve rane i kasne oksidacije C-22.
Dalje, postoji iznenadujuca slicnost izmedu puteva biosinteze BRs i zivotinjskih
steroidnih  hormona (Bajguz, 2007). Prva reakcija u putu biosinteze BRs od
kampesterola je redukcija AS5,6 veze i formiranje Sa-kampestanola. Konverzija
kampestanola u BL se dalje nastavlja preko dva puta, ranom C6 oksidacijom ili kasnom
C6 oksidacijom (Yokota, 1997).

1.6.3.1. Od kampestanola do BL preko 6-oksobrasinosteroida

U slede¢em koraku biosinteze se C6 oksidacija odvija pre oksidacije bo¢nog
lanca A prstena. Ovaj korak se naziva rani put C6 oksidacije. Kampestanol se prvo
prevodi u 6a-hidroksikampestanol, koji se zatim prevodi u 6-oksokampestanol (Yokota,
1997). Najverovatnije dolazi do hidroksilacije 6-oksokampestanola na C22 atomu i
dobija se 22 a-hidroksil-6-oksokampestanol (katasteron). Iako je pronaden endogeni
katasteron, jos uvek nije pokazana ova konverzija molekula. Moguéi razlog je taj sto je
endogeni pul katasterona 500 puta nizi od 6-oksokampestanola (Fujioka et al., 1995).
Katasteron je hidroksilovan na poziciji C23 i prevodi se u teasteron, BRs koji se ¢esto
nalazi kod biljaka. Teasteron se prevodi u tifasterol, a ovaj put ukljucuje inverziju 3-
hidroksil u 3 a-hidroksil, pretpostavljajuci da je doSlo do redoks tipa reakcije preko 3-
dehidroteasterona. Sli¢na reakcija je pokazana u biosintezi zu¢nih kiselina, ekdisteroida
i kardenolida. lako 3-dehidroteasteron nije naden kao metabolit teasterona, on se
prevodi u tifasterol (Fujioka et al., 1995). Ova konverzija je takode pokazana u ¢elijskoj
kulturi ljiljana (Lilium longiflorum). Stoga se smatra da je 3-dehidroteasteron

intermedijer kratkog zivota. Treba pomenuti da se tifasterol delimi¢no prevodi nazad u
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teasteron preko 3-dehidroteasterona (Suzuki et al., 1994). Dalje dolazi do hidroksilacije
Co atoma tifasterola i nastaje BRs sa dva seta vinil hidroksilnih grupa. 6-okso grupa se
zatim oksiduje u laktonsku (6-0kso-7oksa) grupu, daju¢i BL, najjaci prirodni
brasinosteroid (Yokota, 1997). Konverzija teasterona u Cs je prisutna u intaktnim
biljkama C. roseus, duvana i pirin¢a. Konverzija Cs u BL je takode posmatrana u
sadnicama C. roseus. Cini se da se put rane C6 oksidacije odvija u intaktnim tkivima
(Suzuki et al., 1995).

1.6.3.2. Od kampestanola do Cs preko 6-deoksobrasinosteroida

U razli¢itim biljkama su obilato prisutni BRs koji nemaju 6-0kso grupu. Na
primer, 6-deoksokastasteron i srodni BRs se u velikoj koli¢ini akumuliraju u polenu
Cupressus arizonica. Zbog veoma niske bioloske aktivnosti 6-deoksobrasinosteroida u
poredenju sa 6-oksobrasinosteroidima, oni se smatraju slepim putem u biosintezi BRs.
Ipak, pronadeno je da se 6-deoksokastasteron sintetiSe iz 6-deoksoteasterona preko 3-
dehidro-6-deoksoteasterona i 6-deoksotifasterola, a dalje se prevodi u BL preko Cs kod
C. roseus (Yokota, 1997) (Slika 6). Konverzija 6-deoksokastasterona u Cs je takode
posmatrana u sadnicama C. roseus, duvana i pirin¢a. Ovaj put biosinteze se naziva put
kasne C6 oksidacije. Znacaj ovog puta za biosintezu BL u biljnim tkivima zahteva dalja
istrazivanja. Postoji mogucnost da je kampestanol prekursor 6-deoksobrasinosteroida,
iako nema eksperimenata koji to i potvrduju (Griffiths et al., 1995). Putevi oksidacije
brasinosteroida se odvijaju pomoc¢u enzima citohrom P-450 tipa monooksigenaza koje
pripadaju blisko srodnim familijama CYP 85 i CYP 90. Iako je vecina ovih enzima
pronadena kod A. thaliana, nekoliko ortologa je ubzo pronadeno i kod drugih vrsta.
Sli¢nost metabolickog profila 1 enzima biosinteze BR kod razli€itih vrsta visih biljaka
sluzi kao jasna indikacija evolutivne konzervisanosti njihove sinteze (Fujioka and
Sakurai, 1997). Analize sadrzaja endogenih BRs i biohemijski testovi BRs-biosintetskih
Cyt-P450 enzima su pokazali da oni imaju Siroku specifiCnost za supstrat,
dozvoljavaju¢i konverziju vise strukturno razliitih intermedijera. Kao rezultat,
biosinteza BRs se moZe odvijati u dva paralelna puta koji formiraju kompleksnu
metabolicku mrezu (Hayat and Ahmad, 2010). Dalja, detaljna ispitivanja enzima

pokazuju da, uprkos Sirokoj specificnost za supstrat, aktivnost Cyt-P450 enzima
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biosinteze BRs moze bitno da se razlikuje u zavisnosti od trenutnog supstrata (Fujita et
al., 2006; Ohnishi et al., 2006; Hayat and Ahmad, 2010).
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Slika 6. Biosinteza brasinolida od kampesterola (putevi rane i kasne oksidacije)
(Preuzeto iz: Yokota, 1997).

1.6.4 Metabolizam brasinosteroida

Metabolizam BR moze da dovede do gubitka aktivnosti i smanjenja uloge
aktivnih BRs. Stoga su detaljne analize metabolizma BRs na molekularnom i
biohemijskom nivou neophodne za razumevanje regulatornih mehanizama bioaktivnih
BRs. Razlic¢iti eksperimenti su pokazali da se BRs dodati biljkama brzo metabolisu

(Fujioka and Yokota, 2003). Metabolizam BL i Cs je ispitan na biljkama pasulja
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(Phaseolus vulgaris). Cs se ne konvertuje u BL, ve¢ u nepoznate metabolite rastvorljive
u vodi ¢ija se osnovna komponenta ¢ini neglikozidnom. Za razliku od njega, osnovni
metabolit BL je 23-O-p-D-glukopiranozilbrasinolid. Kako su prirodni glukozidi, 23-O-
B-D-glukopiranozil-25-metil-dolihosteron i njegov 2-epimer, izolovani iz nezrelog
semena Phaseolus vulgaris, izgleda da je 23-O-glukozilacija vazan proces inaktivacije
BL, barem u biljkama P. vulgaris. Ipak, glukozilacija BL nije posmatrana u sadnicama
ili etioliranim listovima (rasli u mraku) pirin¢a gde su dobijeni isklju¢ivo metaboliti
rastvorljivi u vodi koji se ponasaju kao neglikozidna jedinjenja (Fujioka and Sakurai,
1997).

Metabolizam 24-EBL-a (Slika 7), je ispitan na c¢elijskim kulturama paradajza
(Solanum esculentum). Pronadena su dva metabolita, 25-3-D-glukopiranoziloksi-24-
EBL i 26-B-D-glukopiranoziloksi-24-EBL. Metaboli¢ki proces u dva koraka ukljucuje
hidroksilaciju bo¢nog lanca na C-25 i C-26 atomu, prac¢enu glukozidacijom
novoformiranih hidroksilnih grupa. Upotrebom specifi¢nih inhibitora se pokazalo da su
jedan citohrom P-450 oksidaza i jo$ jedna hidroksilaza ukljuc¢eni u C25 i C26
hidroksilaciju (Clouse, 2011).

OH

HO.,,,

HO™™ O 24-Epibrassinolide
O

Slika 7. Preuzeto sa: (Anonymus e., 2016).
Biosintetski pripremljen 25-hidroksi-24-EBL, ponovo dodat u ¢elijsku kulturu,

isklju¢ivo je glukozilovan na 25-hidroksilnoj grupi, pokazuju¢i da je odgovor

glukoziltransferaze regiospecifican. Ove studije su prvi put obezbedile informacije o
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enzimima metabolizma BRs (Fujioka and Sakurai, 1997). Kod A. thaliana je pronadena
glukoziltransferaza koja katalizuje 23-O-glukozilaciju BL i Cs, a prekomerna ekspresija
ovog enzima je prisutna kod fenotipova sa nedostatkom BRs, $to ukazuje da
glukozilacija takode regulise aktivnost BRs kod A. thaliana (Poppenberger et al., 2005).
24-epikastasteron (24-Cs) i 24-EBL (Slika 8) se metabolise u suspenziji ¢elijske kulture
Ornithopus sativus u 2a,3B,6B-trihidroksi-5a-pregnan-20-on i 2a,3B-dihidroksi-B-
homo-7-oksa-5a-pregnan-6,20-dion, kao glavni metaboliti. Ovo je metaboli¢ki proces u
viSe koraka, ukljucujuéi epimerizaciju na C-3 i raskidanje bo¢nog lanca §to dovodi do
stvaranja pregnanskog metabolita (Fujioka and Sakurai, 1997). Pored glukozilovanih
formi, zabelezeni su i1 konjugati BL sa razli¢itim estrima masnih kiselina. Teasteron 3-
laurat i teasteron 3-miristat su izolovani iz prasnika dugocvetnog ljiljana (Lillium
longiforum) i ispitivanja nivoa endogenih BRs tokom razvica polena su dovela do
pretpostavke da se teasteron skladiSti u konjugovanom obliku 1 da se oslobada tokom

sazrevanja polena kako bi obezbedio biosintezu BL (Asakawa et al., 1996).

Unos i transport 24-EBL-a su ispitani na intaktnim sadnicama krastavca i raznim
travama, koriste¢i 14C-obeleZeni supstrat. Kada se 24-EBL doda korenu, on odmah biva
preuzet i transportovan u obe vrste. Medutim, kada se 24-EBL doda listovima, usvajanje
se znatno razlikuje od usvajanja korenom, a transport BRs iz listova je generalno spor.
Metabolizam 24-EBL je takode ispitan kori$¢enjem istih biljnih sistema. Kod krastavca
se 24-EBL metabolise u sekundarnim listovima i peteljkama, ali ne u hipokotilima i
korenima. Kod raznih trava 24-EBL se potpuno metaboli$e u listovima nakon dva dana.
Ovi rezultati ukazuju na to da se 24-EBL metabolise u listovima i peteljci opisanih vrsta
(Nishikawa et al., 1995; Fujioka and Sakurai, 1997).

1.6.5 Mehanizam dejstva brasinosteroida

1.6.5.1. Receptori za brasinosteroide i dalja signalna transdukcija

Rasvetljavanjem strukture BR (Grove et al. 1979), postalo je o¢igledno da su oni
jedinstveni medu regulatorima rastenja i razvica biljaka zbog velike strukturne sli¢nosti
sa steroidnim hormonima biljaka i insekata. Zivotinjski steroidni hormoni igraju klju¢nu

ulogu kao signali uklju¢eni u rastenje i1 razvice tih organizama, Sto je dalje potvrdivano
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obimnim ispitivanjem receptora za animalne steroide. Sve to je dalo precizan opis
dejstva animalnih steroidnih hormona na molekularnom nivou (Mangelsdorf et al.
1995).

Na slican nac¢in zapoceto je ispitivanje mehanizma dejstva brasinosteroidnih
fitohormona. Obimne geneti¢ke analize mutanata sa izgubljenom signalnom funkcijom
BRs kod Arabidopsis, identifikovale su jo$ jedan lokus, BRI1, koji kodira LRR RLK
protein (Kauschmann et al., 1996). Fenotip bril mutanata identi¢an je onom kod BR-
deficitarnih mutanata, ali se ove mutacije ne mogu prevladati dodavanjem egzogenih
BRs. U dodatnim testovima gaSenja i aktivacije funkcije BRs, okarakterisano je i
nekoliko drugih komponenti puta signalne transdukcije BRs. Ovi putevi ukljucuju i
druge LRR RLK proteine, poput, BRI1 proteinom povezanu receptor kinazu-1 (BRI1-
associated receptor kinase-1, BAKZ1); serin/-kaboksipeptidazni BRI1 supresor-1
(BRS1); kinazu sliénu glikogen sintaza kinazi 3 (glycogen synthase kinase 3-like
kinase, GSK3-like kinase), BIN2 (BRs insenzitive-2), fosfatazni BRI1 supresor-1
(BSU1) (Hayat and Ahmad, 2010) i dva transkripciona faktora, BZR1 (brassinazol-
resistant 1) i BZR2/BRI1-EMS supresor (BES1) (Hayat and Ahmad, 2010; Yin et al.,
2002). U daljim istrazivanjima, pri ispitivanju dva hibrida kvasca, kao deo signalne
kaskade BR, izolovani su i transtiretinu-slican protein (TTL), inhibitor BRI1 kinaze
(BKI1) i 14-3-3 proteini. Zahvaljuju¢i molekularnim i biohemijskim ispitivanjima ovih
komponenti, ustanovljen je signalni put biljnih BRs, razli¢it od signalnog puta sisarskih
steroida. Dok animalni steroidi bivaju prepoznati od strane nuklearnih receptora, uticuc¢i
direktno na aktivnost transkripcije gena (Thummel and Chory, 2002), kod biljaka se
BRs vezuju za receptore na plazma membrani i pokrecu signalnu kaskadu posredovanu
fosforilacijama, koje utiCu na nove transkripcione faktore (Hong et al., 2004; Clouse,

2011).

Novije studije proteoma dovele su do revizije dosadasnjeg modela transdukcije
signala BRs, identifikuju¢i komponente koje nisu pronadene u ranijim istrazivanjima,
kao $to su BRs signalne kinaze (BSK) koje povezuju poslednje korake genetski
definisane transdukcije ¢ime je upotpunjen ceo put od RLK do transkripcionih faktora

(Hayat and Ahmad, 2010) (Slika 8).
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Slika 8. Signalna transdukcija brasinosteroida (Preuzeto iz: Hayat and Ahmad, 2010).

BRI protein (plazmalemski receptor za BRs) sadrZi ekstracelularni LRR domen
za vezivanje liganda, transmembranski i intracelularni domen sastavljen od serin/treonin
kinaznog domena i regulatornih sekvenci. Ova ¢injenica sugeriSe da je ovaj protein
verovatni receptor BRs i da BRs hormoni aktiviraju signalni put sli¢an klasi¢nim
slignalnim putevima posredovanim receptorskim tirozinin kinazama (RTKaze)
transformiSu¢im faktorom rasta-p (TGF-B kod Zivotinja) (Feng and Derynck, 1997;
Hayat and Ahmad, 2010).

1.6.5.2. Aktivacija brasinosteroidnog signalnog puta

BRs se vezuje za ekstracelularni domen BRI1 receptor kinaze i aktivira je. BRI1
zatim fosforiliSe negativni regulator BKI1, otpuStaju¢i ga sa membrane, Sto omogucava
da se BRII veze za BAKI1 1 aktivira je transfosforilacijom. Tako aktivirani BAK1 dalje
transfosforiliSe specificno mesto na BRI i tako povecava njen signalni kapacitet, Sto
dovodi do fosforilacije BSK1 i njenog otpustanja iz receptorskog kompleksa. Aktivirani
BSK1 se vezuje za BSU 1 protein i aktivira ga (Clouse, 2011). Dalje, BSU1 fosforilise

19



BIN2 kinazu i inaktivira je, Sto dovodi do defosforilacije BZR1 i BZR2/BESI1 proteina
uz pomo¢ citoplazmatske fosfataze 2A (PP2Aaze). Nefosforilisani BZR1 i BZR 2 se
akumuliraju u nukleusu i vezuju za promotore odgovarajucih gena, izazivajuéi tako
specifian fizioloski odgovor na BRs (Hayat and Ahmad, 2010). Uprkos velikoj
slicnosti sekvence 1 funkcije, BZR1 1 BZR2/BES1 imaju razli¢it nacin regulacije
ekspresije gena. BZR1 vezuje za CGTG (T+C)G motiv (poznat i kao BR-response
element, BRRE) i1 suprimira ekspresiju gena za biosinteze BRs, kao §to su CPD i
DWARF4 geni koji kodiraju citohrom P450, dok se BZR2/BES1 vezuju za CANNTG
sekvencu (poznatu kao E box) promotora SAUR-ACI gena ¢iju ekspresiju aktivira
(Clouse, 2011).

1.7 Fiziolo$ki efekti brasinosteroida

Rani radovi sa ispitivanjem efekta BRs u razli¢itim biotestovima i njihova
interakcija sa raznim inhibitorima i mutantima ukazali su prevashodni uticaj ove klase
fitohormona na: celijsku deobu i izduzivanje Celija, krivljenje ose stabla biljaka
(bending), reproduktivno i vaskularno razvice, polarizaciju membrane 1 rad protonskih

pumpi, kao i u modulaciji odgovora biljaka na stres (Clouse and Sasse, 1998).

1.7.1 Uticaj BRs na rastenje i razvice biljaka

1.7.1.1. Biotestovi za BRs, BRs mutanti i inhibitori BRs

Kada je postalo jasno da su BRs posebna grupa regulatora rastenja, postavilo se
pitanje odgovarajuceg biotesta, dovoljno osetljivog da reaguje na razlicite koncentracije
BRs i dovoljno specificnog da daje odgovore samo pri dejstvu BRs na biljke, ali ne i na
druge fitohormone. Tako je pokazano da BL moze da zameni auksin u testovima
izduzivanja epikotila soje (Clouse et al., 1992) je istrazivao efekat BL na ekspresiju
auksinom regulisanih gena u epikotilu soje. Metodama Northern blot analize,
koriS¢enjem sekvenci za auksinom regulisane gene kao probe, molekularni mehanizam
izduzivanja izazvan BL-om je pokazao razliku ‘u odnosu na izduzivanje izazvano

auksinom, u smislu koncentracionog opsega dejstva (BL izaziva specificne efekte u
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datom auksinskom biotestu pri mnogo nizim dozama nego sami auksini), ali problem
specificnog biotesta za BRs je ostao. Taj problem je reSen uvodenjem testa
zakrivljenosti rastenja lista pirin¢a (rice lamina inclination test), kao specificnog testa za
brasinosteroide (Wada et al., 1984), koriste¢i ¢injenicu da ovi fitohormoni presudno
uti¢u na procese Celijske deobe 1 izduzivanja, $to su procesi od presudnog znacaja pri
izduzivanju lista trava (Hong et al., 2004). Pregled osetljivosti i specificnosti ostalih
biotestova na BRs dat je u Boponnuna (2007). Po uvodenju u praksu biotestova za
brasinosteroide, zapoceto je sa trazenjem odgovarajuc¢ih mutanata za dejstvo BRs, bilo
mutanata biosintetskih puteva ili mutanata signalnih puteva BRs, uklju€ujuci 1 receptore
za brasinosteroide (Clouse, 2011). Nadeno je da se mutanti Arabidopsis patuljastog
rasta (tzv. dwarf mutanti) u mraku ne izduzuju (nisu etiolirane, tj. u mraku pokazuju
tipini fenotip biljaka raslih na svetlosti), a takode nemaju BRs ili ih imaju u
zanemarljivo malim koncentracijama. Takode je zapazeno da veéina dwarf mutanata
kojima nedostaje BRs, moZe nanovo zadobiti normalan, tj. wild type fenotip, egzogenim
dodavanjem BRs, §to ukazuje da BRs spadaju u esencijalne fitohormone (Hayat and
Ahmad, 2010). Kombinovanjem rezultata hemijskih analiza meduprodukata
biosintetskih puteva BRs kod wild type i mutantnih biljaka, nacelno je objaSnjen put
biosinteze BRs, a u pojedinostima su okarakterisani metabolicki mutanti tih
biosintetskih puteva, pri ¢emu su identifikovani geni za konverzione enzime
biosintetskog puta biljnih steroida i identifikovani karakteristi¢ni prekursori biosinteze
BRs (Asami et al., 2003).

Jos jedna od vaznih tehnika u ispitivanju mehanizama i nacina dejstva BRs jeste
koriSéenje specifi¢nih inhibitora za BRs. Vrlo brzo je nadeno da je brasinazol (BZR),
jedinjenje tipa triazola, specifi¢an inhibitor citohrom P450 oksidaza, enzima iz grupe
tzv. meSanih oksidaza, od velike vaznosti u razli¢itim fazama biosinteze steroida
(Clouse and Sasse, 1998; Fujioka and Yokota, 2003), kako onih iz pred-
brasinosteroidnih biosintetskih puteva, tako i1 biosintetskih puteva karakteristi¢nih za
brasinosteroide (Asami et al., 2000). Medutim, visoka cena BZR u prili¢noj meri je
ogranicavala koriS¢enje ovakve tehnike, sve dok nisu Asami et al., (2003) i Hartwig et
al., (2012) su dokazali da triadimefon i propikonazol, triazolna jedinjenja fungicidnog
dejstva, specifi¢no inhibiraju Cyt-P450 oksidaze, a time i neke od specifi¢nih reakcija u
biosintetskom putu BRs.
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1.7.1.2. Uloga brasinosteroida u deobi i ekspanziji ¢elija biljaka

U mnogim biotestovima nadeno je da BRs povecavaju stopu deobe celije, u
uslovima ogranicene dostupnosti auksina i citokinina §to znaci da neki vidovi procesa
deobe ¢elija zavise od brasinosteroida. Kod razli¢itih BRs dwarf mutanata pirinca (d61,
brdl, d2) je zapazeno da se te mutacije odnose na blokadu razli¢itih mesta u biosintezi i
signalnim putevima BRs. Pri analizi tzv. d2 (ebisu dwarf) mutanta koji se moze
povezati sa BRs, zapazene su neobi¢ne fenotipske karakteristike, kao §to su uspravni
listovi 1 specifi¢na inhibicija izduzivanja druge internodije stabla pirinca. Daljim
eksperimentima je pronadeno da D2 gen kodira citohrom P-450 protein, blizak tzv.
CYP90D grupi mutanata, a sa velikom slicnoS¢u sa prethodno okarakterisanim BRs-
biosintetskim mutantima Arabidopsis za Cyt-P450 proteine, kao §to su mutanti
CPD/CYP90A i DWF4/CYP90B. Analize sprovedene tretiranjem oglednih mutantnih
biljaka razli¢itim biosintetskim intermedijerima BR, kao 1 kvantitativna hemijska
analiza BRs intermedijera, ukazuju da produkti pomenutog D2 gena deluju na C-3
oksidacionom koraku u poznom putu biosinteze BRs. Zna se da dwarf fenotip biljaka
uzrokuju defekti u biosintezi ili percepciji biljnih hormona kao Sto su giberelini (GA) ili
BRs. Svi mutanti GA, povezani sa izduzivanjem internodija kategoriSu se u tzv. dn-tip,
dok se ekvivalentni mutanti za BRs klasifikuju u d61-1, d2-1 i d2-2 grupe, tipi¢ne za
tzv. dm-tip mutanata sa skraCenom drugom internodijom. Sli¢ni dwarf fenotipovi
biljaka pirinca su dobijeni i kod OsBRI1 transformisanih biljaka pirin¢a, tako da se
postavilo pitanje na koje procese uti¢u ove mutacije u biosintezi i signalizaciji BRs.
uspravni listovi. Kod pirin¢a, kada su list i lisni rukavac u potpunosti izduzeni, ¢elije
adaksijalne strane lisne ploce pocinju da se izduzuju uzrokujuéi zakrivljavanje lista
dalje od vertikalne ose lisnih rukavaca (koji €ine stablo trava) i u pravcu abaksijalne
strane. Kod BRs deficijentnih mutanata pomenuto zakrivljavanje listova se ne dogada

(Yamamuro et al., 2000; Hong et al., 2003).
Izduzivanje ¢elija lista zavisno od BRs zasnovano je na regulaciji orijentacije

¢elijskih mikrofibrila (Slika 9). Kod BRs mutanata dwarf fenotip i odsustvo

zakrivljavanja lista verovatno su rezultat defekta u diferencijaciji ¢elija koje se dele ili
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izduzuju. Slicno tome, abnormalna morfologija lista verovatno je rezultat
dezorganizacije normalnog ¢elijskog aranzmana i/ili njihovog izduzivanja. Dok se list
wild type pirinca (i drugih trava) deli na pazuhu lista na skoro jednak list i lisni rukavac,
kod BRs mutanata lisni rukavac je mnogo krac¢i od lista, tako da je odnos duZzina
list/lisni rukavac veoma povecan kod BRs mutanata. Pored toga, defekti homeostaze
BRs takode utiCu i na obrazovanje i razvoj korenova i1 semena mutantnih biljaka.
Izduzivanje korena je inhibirano, a ucestanost obrazovanja korenske krune opada kod
BRs-deficijentnih mutanata, ali je obrazovanje lateralnih korenova relativno isto (Hong
et al., 2002). Tokom brzog izduZivanja ¢elija, nodusi se diferenciraju kao odgovor na

obrazovanje interkalarnog meristema u internodijama.

Slika 9. Plejotropne abnormalnosti BRs mutanata (a). Uspravni/erektilni list pri
nedostatku BRs. Listovi wt pirin¢a zakrivljuju list daleko od vertikalne ose lisnog
rukavca (i stabljike), prema abaksijalnoj strani (levo). List d2-2 mutanta je uspravan
(desno). Strelice ukazuju na pozicije prelaza lista u lisni rukavac; (b) Skracivanje lisnog
rukavca pri nedostatku BRs. Lisni rukavac wt pirinca (levo) duZi je odnosno lisnih
rukavaca kod d61 (dve centralne biljke) ili brd (desno) mutantnih biljaka. Odnos duzina
lista/lisnih rukavaca je uve¢an kod mutantnih biljaka. Strelice ukazuju pozicije prelaza
lista u lisni rukavac; (c) Inhibicija rastenja korenova pri nedostatku BRs. Koren brd1-1
mutantnih biljaka (desno) kraci je i kruna korena je manje razvijena odnosno korenova
wt pirin¢a (levo); (d) Smanjenje semena pri nedostatku BRs. Seme mutantne biljke,
deficijentne u BRs (donji red) je malo krac¢e u odnosu na semena Wt pirinca (gornji red).
Preuzeto iz Hong et al., (2004).

23



U interkalarnim meristemima wt biljaka pirin¢a dolazi do aktivne deobe ¢elija u
antiklinalnom pravcu (Slika 10), ¢ime se obrazuju uzduzni nizovi Celija, $to vodi
uzduznom izduZivanju tako rasporedenih nizova celija. Antiklinalne deobe i uzduzno
izduzivanje ¢elija produkuju normalno organizovane nizove c¢elija, koje su pokretacka

sila za brzo izduzivanje stabljike pirinc¢a (i drugih trava).

Slika 10. Remecenje organizovanog rasporeda i polarnog izduZivanja Celija listova 1
stabljike kod BRs mutanata odnosno wt biljaka pirin¢a. Svetlosna mikrografija srednjeg
uzduznog preseka apikalnog regiona wt (a) i brdl-1 (b) mutanta pirina u
reproduktivnoj fazi. Bele strelice ukazuju na noduse. Svetlosne mikrografije (vece
uvecanje) zone Celijskih deoba interkalarnog meristema stabla kod wt (c) i brd1-1 (d)
mutantnih biljaka pirin¢a. Scaning elektronska mikrografija povrSinskih struktura lista
wt (e, g) i brd1-1 (f, h) mutantnih biljaka pirinca. Lisni zalistak (e, f) i adaksijalna strana
lista (g, h) lista pirin¢a. Sematski prikazi (I, j) odgovaraju mikrografijama (g, h).
Imunofluorescentne slike mikrotubularnog aranZmana (k, 1) u ¢elijama internodalnog
parenhima prve internodije kod wt (k) i d61-2 mutantnih biljaka pirin¢a. Merilo: 50
um). Sematski prikaz (m, n) odgovara mikrografijama (k, I). Preuzeto iz Hong et al.,
(2004).

Nasuprot wild-type biljkama, stabljika BRa mutanata se ne razdvaja na noduse i
internodije. U stabljicic BRs mutanata, Sta viSe, nisu zapaZeni organizovani
longitudinalni aranzmani ¢elija, tipi¢ni za internodije wild-type biljaka, $to ukazuje da je

razvoj interkalarnog meristema BRs mutanata defektan. Ovi nalazi pokazuju da su BRs

24



esencijalni za organizovani aranzman nizova c¢elijja u internodijama. Ranije studije
aktivnosti BR kod biljaka su se zasnivale na nanoSenju egzogenih BRs i beleZenju
uocljivog odgovora. Iz ovih eksperimenata je postalo jasno da BRs imaju pozitivan
efekat na celijsko izduzivanje, ukljucujuéi rast epikotila, hipokotila i izduZzivanje
peteljke dikotila, kao i na povecan rast koleoptila i mezokotila kod dikotila (Mandava,
1988). Modulacija ekspresije gena koji kodiraju proteine ¢elijskog zida je jedan od
mehanizama kojim biljni hormoni, kao $to su BRs, auksini i giberelini podsti¢u
izduzivanje ¢elije i mnogi do sada poznati geni regulisani pod uticajem brasinosteroida

kodiraju ovakve proteine (Bishop and Koncz, 2002; Yin et al., 2002).

Zurek i Clouse (1994) su izolovali BR regulisan gen, BRU1 (BR upregulated
gene) iz epikotila soje. Analize sekvence su pokazale veliku homologiju BRU1 gena sa
meri-5 genom kod A. thaliana (Medford et al., 1991), a BRU1 kodira protein koji
pokazuje znac¢ajnu homologiju sa razli¢itim ksiloglukan endotransglukozilazama (XET).
Poznato je da XET ima vaZznu ulogu u relaksaciji ¢elijskog zida tokom izduzivanja
¢elije, delujudi na lanac ksiloglukana u ¢elijskom zidu (Li and Chory, 1999). Kasnije je
potvrdeno da je BRUL protein zaista funkcionalni XET (Oh et al., 1998). Nivo
ekspresije BRU1 u korelaciji je sa celijskim izduzivanjem indukovanim BRs, a
akumulacija BRU1 transkripata odgovara BRs-posredovanom povecanju plasticnosti
¢elijskog zida (Zurek et al., 1994). Daljim istrazivanjima utvrdeno je da BRs reguliSu
ekspresiju BRU1 gena, pre na na nivou postranskripcione obrade, nego na nivou same
transkripcije (Zurek and Clouse, 1994; Zurek et al., 1994). BRs regulisani XET gen je
takode identifikovan i kod Arabidopsis (Xu et al., 1995). Gen TCH4 kodira XET, a
njegova ekspresija se povecava u roku od 30 minuta nakon tretmana BRs, sa
maksimumom aktivnosti za oko 2 sata. Osim BRs, ovaj gen je takode regulisan
dodirom, tamom, temperaturnim Sokom i auksinima. Za razliku od BRU1 gena soje,
regulacija ekspresije TCH4 gena pod uticajem BRs odvija se na nivou transkripcije (Xu
et al., 1995). Zurek et al., (1994) ispitivao je fizioloske i molekularne parametre
povezane sa BRs-regulisanom izduzivanjem stabla kod soje i paradajza. Ovi parametri
pokazali su da postoji usporavanje od 45 min pre nego Sto BL ispolji uocljiv efekat na
izduzivanje (lag-faza), dok je auksinom indukovano izduzivanje kod epikotila soje
zapocinje ve¢ nakon 10-15 minuta, Sto sugeriSe da postoji razli¢it niz signalnih dogadaja

koji se odvijaju pri izduzivanju indukovanom auksinom i onoj indukovano BL. Ovu
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teroiju podrzava ¢injenica da BL pokazuje izduzivanje i kod wild-type i kod dgt
mutanata (mutanti neosetljivi na auksin) paradajza i da ne indukuje brzu ekspresiju

SAUR gena koji su jedna od familija indukovanih auksinom na nivou transkripcije.

Inhibicija izduZivanja korena egzogenim hormonima je opsti odgovor kod wild-
type klijanaca A. thaliana, gde auksin, etilen, citokinini i metil jasmonat pokazuju ovaj
efekat. Clouse et al., (1993) je pokazao da je 24-EBL koncentracije 107 M pokazuje
priblizno 60% inhibiciju i primarnog korena Arabidopsis. EMS-mutagenizovani klijanci
Arabidopsis testirani su zbog njihove sposobnosti da produzuju korenove u prisustvu
gorepomenute koncentracije BL. Pronadeno je i nekoliko mutanata neosetljivih na BR

(Fujioka and Sakurai, 1997).

1.7.1.3. Uloga BRs u diferencijaciji kod vaskularnih biljaka

Nadeno je da pored auksina i citokinina i egzogeno dodati BRs takode stimulisu
diferencijaciju traheja i traheida kod Helianthus tuberosus i Zinnia elegans, dva
primarna model sistema za ksilogenezu. Clouse and Zurek (1991) utvrdili su da nM
koncentracije BL uvecava diferencijaciju trahearnih elemenata Helianthus tuberosus za
10 puta i to posle svega 24 ¢asa. Uobicajeno, diferencijacija trahearnih elemenata se kod
Helianthus tuberosus odvija za 72 ¢asa. U izolovanim mezofilnim ¢elijama Zinnia
elegans (druga koris¢ena model-biljka za proucavanje ksilogeneze) diferencijacija
ksilema i formiranje trahearnih elemenata odvija se u tri faze (Fukuda, 1997). U prvoj
etapi mezofilne ¢elije se dediferenciraju posle indukcije auksinom, citokininom ili posle
povrede tkiva, pri ¢emu se sintetiSu specifiéni transkripti fenilpropanoidnog
biosintetskog puta, ukljuciju¢i i PAL i cinamat hidroksilazu. Tokom druge faze
ekspresija produktata fenilpropanoidnog biosintetskog puta se usporava, ali se obrazuje
trodimenzionalna mrezu aktinskih filamenata. U tre¢oj fazi ksilogeneze, ekspresija gena
za PAL i cinamat hidroksilazu se opet povecava, obrazuju¢i visoko lignifikovani
sekundarni celijski zid, posle Cega dolazi do programirane celijske smrti. Postoje
indicije koje ukazuju na veliki znacaj endogenih BRs za ulazak u fazu 3 ksilogeneze
(Fukuda, 1997). Ti nalazi su ojaCani ogledima sa unikonazolom, triazolskim
inhibitorom biosinteze BRs i giberelena. Poznata je ¢injenica da je BRUL gen (kodira
protein ksiloglukan endotransglukozilazu; XET), takode regulisan BRs, §to ukazuje na

veliki znacaj ovih fitohormona i u procesu ksilemske diferencijacije, jer je XET enzim
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koji je klju¢an za modifikaciju ¢elijskog zida, neophodnog procesa, ne samo pri

izduzivanju Celija, ve¢ i pri ksilogenezi i sazrevanju plodova.

1.7.2 Uloga brasinosteroida u obrazovanju i klijanju semena

Odredeni BRs mutanti, iako produkuju seme, ipak pokazuju abnormalan fenotip
skracenih semena (Hong et al., 2004). Takode je potvrdeno da 24-EBL pozitivno utice
na rastenje klijanaca kukuruza (He et al., 1991). Kroz razli¢ite studije je potvrdeno da
brasinosteroidi imaju sposobnost da stimuliSu klijanje semena jer se prirodno nalaze u
semenu i verovatno su podjednako vazni kao i giberelini 1 abscisinska kiselina u
kontroli procesa klijanja (Gomes et al., 2011). Dokazano je da viSe koncentracije
brasinosteroida imaju inhibitorno dejstvo na klijanje i pocCetne faze rastenja i razvica
kako plumule tako i radikule kod Arabidopsis, dok nize koncentracije imaju
stimulatorni efekat na iste i mogu pozitivno uticati na mutante koji imaju nedostatak
endogenog giberelina (Haubrick and Assmann, 2006). Kod gorcice (Brassica juncea) je
dokazano da u zavisnosti od koncentracije 24-EBL ima stimulatorni efekat na klijanje,
duzinu 1 biomasu plumule 1 radikule kod sedmodnevnih klijanaca dok istovremeno utice
na smanjenje usvajanja rastvorenih teskih metala (Ni, Co, Zn, Mn) iz supstrata (Sharma
and Bhardwaj, 2007). Kod bastenske grbice (Lepidium sativum) je pronadeno da BL u
zavisnosti od koncentracije inhibira rastenje. Jedna od pretpostavki je da brasinosteroidi
uti¢u na produkciju etilena i da se na taj nac¢in menja produkcija biomase (Jones-Held et
al., 1996, Schlagnhaufer and Arteca, 1985). Sli¢ni efekti su primeceni i kod pirinca
(Oryza sativa) gde 24-EBL uvecava klijavost semena (Ozdemir et al., 2004), kao i
izduzuvanje plumule (Farooq et al., 2009) u kontrolnim i stresnim uslovima (NaCl
salinitet i su$a). Takode, BRs deluju i na aktivnost protonskih pumpi (H* pumpe), §to
uti¢e vodni reZim i rastenje biljaka (Khripach et al., 2003; Sairam, 1994). Za kineski
preparat “Tianfengsu“ na bazi 24-epibrasinolida je dokazano da pozitivno utice na
klijanje, rast i prinos kod pamuka (Gossypium Sp.), pirin¢a, kukuruza, duvana, voéa i
povréa (Ikekawa and Zhao, 1991).
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1.7.2.1. Uticaj brasinosteroida na vigor klijanaca

Vigor je jedan od aspekata kvaliteta semena koji uti¢e na pobolj$ano stanje i
performanse biljaka gajenih u nekontrolisanim spoljnim uslovima (Adebisi et al., 2014).
Termin vigor se koristi 1 za opisivanje fizioloSkih karakteristika semena koje kontrolise
njegovu sposobnost da brzo klija u zemljistu i da toleriSe razlicite, uglavnom negativne
faktore zivotne sredine. Procenat klijanja, suva masa cele biljke 1 pocetna visina biljke
su parametri koji su potvrda visokog vigora (Adebisi et al., 2013). Iz literature je
poznato da visoko inicijalno rastenje kod biljaka sa visokim vigorom moze u buduc¢nosti
rezultirati brzim rastenjem i ve¢im prinosom, $to je i zabelezeno kod kukuruza (Mondo
et al., 2013). Vigor moze biti uzet kao bitan parametar kako bi se koristili hibridi sa
vis§im vigorom, u sredinskim uslovima sa ucestalim stresnim epizodama i kada se
o¢ekuje niska klijavost semena (Milosevi¢ et al., 2010). Visok vigor podrazumeva da
biljke moraju imati sto brze isklijavanje, visok procenat klijavosti, vecu biomasu
Klijanaca i povrsinu listova (Simi¢ et al., 2009). Visina biljke je bitna kako fizioloska
tako 1 poljoprivredna osobina i moze biti kontrolisana od strane nekoliko
fitohormonskih faktora, ukljucuju¢i auksine, gibereline, abscisinsku kiselinu 1
brasinosteroide. U tim procesima uloga brasinosteroida je najmanje poznata i izu¢ena.
Slede¢i parametri su bitni u povecanju otpornosti na stres kao i1 kompetitivnoj
sposobnosti kod kukuruza: visok vigor, intenzitet rastenja u inicijalnim fazama rastenja,
ubrzano povecanje biomase listova, ve¢a povrsina listova, brzi rast korena kao 1 visina
biljke (Mondo, 2012; Simi¢ et al., 2009). Pronadeno je da BL pozitivno uti¢e na prinos,
rastenje kao i vigor kod Zitarica (Mitchell and Gregory, 1972).

1.7.3 Metabolizam biljaka i BRs

1.7.3.1. Uloga brasinosteroida u procesu fotosinteze

Jedna od razli¢itih funkcija BRs kod visih biljaka je njihovo mogucée ucesée u
regulisanju fotosinteze. Za egzogenu primenu BRs je dokazano da poboljSava neto
stopu fotosinteze kod nekoliko biljnih vrsta i ova pojava je obi¢no viSe izrazena kada su
biljke izlozene razli¢itim abiotickim faktorima stresa (kao $to je susSa, visoke ili niske
temperature, salinitet ili teSki metali). Medutim, ta¢ni uzroci ovog fenomena jo$ uvek

nisu rasvetljeni. Mogucu scenariji su da je BRs mogao da spreci gubitak fotosintetickih
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pigmenata aktiviranjem enzima koji uc¢estvuju u biosintezi hlorofila. Druga moguénost
je da BRs poboljsavaju efikasnost fotosinteticke fiksacije ugljendioksida
prevazilazenjem stomatalnih ogranicenja. Za BRs je takode pokazano da indukuju
sintezu i / ili aktiviranje ugljene anhidraze, enzima koji katalizuje interkonverziju COz2 i
HCOs -, da bi se zastitili enzimi ukljuCeni u regeneraciju ribuloza-1,5-bisfosfata.
Primeceno je povecanje efikasnosti fotosistema II ali je i dalje ostalo mnogo nedoumica
(Hol, 2011).

Pozitivan efekat BRs na hlorofil a i b bi mogao dovesti do povecanja efikasnosti
1 1 poboljSanja fotosintetske stope. Brojne studije govore o povisenom ukupnom
hlorofilu i hlorofilu a ili b u zavisnosti od primene BRs u biljkama. Medutim, brojne
studije nisu nasle nikakav efekat BRs na hlorofil, tako da jo§ uvek postoji sumnja u
pogledu moguceg uticaja BRs na fotosintetske pigmente. Uglavnom su saznanja da 24-
EBL nema uticaja na hlorofil, mada je kod nekih biljaka nadeno da ima. Takode se
dolazi do zakljucka da razliciti tipovi brasinosteroida drugacije uti¢u na nivo razlicitih
hlorofila u biljci. Do sada je pronadeno da HBL, bilo da je aplikacija bila folijarna ili
potapanjem, uti¢e na nivo hlorofila kod indijske gorcice (Hayat et al., 2001), 24-EBL u
kukuruzu (El-Khallal et al., 2009), a istrazivanje ¢elija alge Chlorella vulgaris pokazuje
da je 24-EBL imao viSe uticaja na nivoe hlorofila od HBL-a (Bajguz and Czerpak,
1998). Takode, istrazivanja na secernoj repi (Beta wvulgaris L.) i geranijumu
(Pelargonium graveolens) pokazuju poveéane koli¢ine kako hlorofila a, tako i hlorofila
b (Swamy and Rao, 2009; Hradecka et al., 2009) Istrazivani su i uticaji Sirokog opsega
koncentracija brasinosteroida i pronadeno je da koncentracija od 10 ima najveéi efekat
na povecanje hlorofila a i hlorofila b dok druge koncentracije nisu imale znacajan efekat
(Bajguz and Asami, 2005) Sto se ti¢e karotenoida, pronadeno je da kod kukuruza
brasinosteroidi uti¢u na uvecanje istih kod kukuruza potopljenog u rastvor 24-EBL-a ali

ne i na kukuruz tretiran folijarno (Kocova et al., 2010; El-Khallal et al., 2009).

1.7.3.2. Uloga brasinosteroida na metabolizam Secera

Ugljeni hidrati su polihidroksikarbonilna jedinjenja (aldehidi ili ketoni) ili slozenija
jedinjenja koja hidrolizom daju polihidroksilna jedinjenja. U zavisnosti od sastava,
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slozenosti strukture i osobina ugljeni hidrati se klasifikuju u tri strukturne grupe:
monosaharidi i njihovi derivati (karbohidratne jedinice koje ne podlezu hidrolizi),
disaharidi i oligosaharidi (hidrolizom daju nekoliko (2-10) monosaharidnih jedinica),
polisaharidi (hidrolizom daju viSe/mnogo monosaharidnih jedinica). Monosaharidi
(prosti $eceri) - su primarni oksidacioni proizvodi polihidroksilnih alkohola, kojima se
jedna hidroksilna grupa (-OH) dehidrira u karbonilnu aldo- (-HC=0) ili keto-grupu (>
C=0). Svi monosaharidi su lako rastvorljivi u vodi, $to je uslovljeno prisutnim -OH
grupama i imaju sladak ukus. U prirodi se rede nalaze slobodni, a ¢eS¢e su sastojCi
oligo- i polisaharida. Svi monosaharidi imaju nerazgranat ugljovodoni¢ni lanac (Ahmad

and Rasool, 2014).

Medu ugljenim hidratima, monosaharidi predstavljaju produkte fotosinteze i
supstrat disanja, tako da igraju veoma vaznu ulogu u primarnom energetskom
metabolizmu biljaka. Disaharidi igraju vaznu ulogu u floemskim transportnim
procesima, dok polisaharidi imaju strukturnu (celuloza) ili ulogu rezervnih materija
(skrob). Glukoza i fruktoza nastaju kod vaskularnih biljaka kao produkt hidrolize ili
fosfatnih estara ili njihovog disaharida saharoze kao primarnog transportnog Secera u
floemu biljaka. Studije pokazuju da visok nivo glukoze i saharoze tokom toplotnog
stresa predstavlja vaznu osobinu fizioloSki povezanu sa tolerancijom toplotnog stresa
(Liu and Huang, 2000) Saharoza je glavni krajnji proizvod fotosinteze, koji se
translocira od izvora do ostalih organa kroz floem. Saharoza i njeni produkti razlaganja
reguliSu razvoj biljaka i odgovor na stres putem translokacije ugljenika 1 Secerne
signalizacije (Roitsch and Gonzélez, 2004). Fruktoza (Fru) je najznacajnija ketoheksoza
poznata pod nazivom voéni Secer koji sa glukozom formira saharozu. Manoza (Man)
kao aldoheksoza je sastojak visokomolekularnih biljnih polisaharida (hemiceluloze,
mono- i heteromanana, i biljnih sluzi). U toku metabolizma moze se transformisati u D-
glukozu. Retko se nalazi slobodna. Cesto se srece u obliku polihidroksilnog alkohola
manitola. Dobija se hidrolizom hemiceluloze. Maltoza je izgradena iz dva molekula D-
glukoze. Ona je stereoizomer celobioze i jedan je od najrasprostranjenijih disaharida.
Nalazi se u listovima, krtolama i semenu biljaka, a maltoza i njen izomer izomaltoza
(produkt karamelizacije glukoze) najcesc¢e nastaju prilikom klijanja semena kao produkt

hidrolize polisaharida, celuloze i skroba (Anonymus f., 2016), od kojih nastaju i
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izomaltotrioza, maltotrioza, panoza, a svi zajedno ucestvuju u formiranju pektina,
hemiceluloze, celuloze i lignin (Horton, 2012). Skrob koji se nalazi u organima za
skladiStenje se sastoji od dve glavne komponente, amiloze i amilopektina (Pan, 2000).
Trehaloza je disaharid izgraden od dva molekula a- glukoze. Predstavlja najefikasniji
ugljeni hidrat u o¢uvanju strukture 1 funkcije bioloskih sistema tokom dehidracije (Sun
and Davidson. 1998) U semenima koja obi¢no akumuliraju saharozu i oligosaharide,
formiranje intracelularnih staklastih formacija je povezano sa odrzavanjem vitalnosti
semena tokom skladiStenja (Sun and Leopold, 1994). Primeceno je, medutim, da
formiranje staklastih formacija nije dovoljno samo po sebi za ofuvanje membrana
(Crowe et al., 1994) i proteina (Duddu and Dal Monte, 1997). Trehaloza efikasno
uspostavlja vodoni¢ne veze, i ima najveci potencijal medu disaharidima za formiranje
vodoni¢nih veza sa biomolekulima (Sun and Davidson. 1998), ¢ime se stabilizuju
razli¢ite bioloSke makromolekularne strukture osetljive prema razli¢itim vidovima
stresa. Veruje se da su i staklasta struktura i vodoni¢ne veze neophodne za oCuvanje
membrane i proteina (Sun and Leopold, 1997; Crowe et al., 1994; Chang et al., 1996).
Trehaloza je poznata po svojim zasStitnim sposobnostima (Paul et al., 2008), stabilnosti i
niskoj reaktivnosti. Ona Stiti proteine 1 membrane od denaturacije zamenom vode u
vodoni¢nim vezama. Tokom suSenja trehaloza formira amorfnu staklastu strukturu koja
ogranicava molekularno kretanje, spreava agregaciju proteina i difuziju slobodnih
radikala. Konfiguracija a, a -1,1 je od klju¢nog znacaja za sposobnost trehaloze da
saCuva lipidnu dvoslojnu strukturu u odsustvu vode (Albertorio et al., 2007.) Kod
kukuruza, egzogena primena trehaloze izaziva toleranciju na vodni deficit (Ali and
Ashraf, 2011). Za Secere je dokazano da su efikasni u zastiti membrana snizavanjem
tranzicije gel-fluid faze nakon dehidratacije. Ovaj fenomen je uocen za glukozu,
saharozu 1 trehalozu. Efekat se moze objasniti direktnom zamenom molekula vode za
molekul Secera, sprecavajuéi povecanje lipidnih acil lanaca u suvom stanju. Ovaj efekat
se naziva “hipoteza o zameni vode” (Moiset et al., 2014). Arabinoza (Arab) je
aldopentoza koja je u biljkama (za razliku od ostalih monosaharida) nadjena u L-obliku.
Retko se nalazi slobodna ve¢ je sastojak glikozida, hemiceluloze, pentozana, biljne
gume, pektina, biljnih sluzi, melase, smole tre$njevog drveta, poliglikozida arabana i
drugih visokomolekularnih poli-saharida pentozana. Riboza (Rib) je aldopentoza koja je

univerzalni sastojak ¢elije jer ulazi u sastav nukleotida ribonukleinskih kiselina, a u 8-
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D-furanoznom obliku koenzima (ATP, ADP, GTP, NAD, FAD, CoA i dr.). Sadrzi tri
asimetri¢na ugljenika, a stvara se iz D-glukoze kao intermedijer u pentozo-fosfatnom
ciklusu. Redukcijom riboze dobija se alkohol ribitol koji ulazi u sastav mnogih bioloski
aktivnih jedinjenja (Cui, 2005). Kao glavni sastojci morskog fitoplanktona, makroalgi i
veéine gljiva, polioli (Se¢erni alkoholi) zna¢ajno doprinose proizvodnji ugljen dioksida
na svetu. Verovatne fizioloske funkcije koje ukljucuju poliole ticu se skladistenja COz,
preraspodele asimilata i osmoregulacije (Lewis, 1984). Poznato je da je sorbitol
primarni fotosintetski proizvod u mnogim vrstama porodice Rosaceae, ukljucujuéi
ekonomski vazne rodove Malus (jabuka), Pyrus (kruske) i Prunus (kosti¢avo voce:
breskve, tresnje, Sljive, kajsije i sl.), ali i dunja, grozde i ribizla (Loescher, 1987).
Poznata literatura sugeriSe da sorbitol Stiti Celije od Stetnih efekata izazvanih visokim
osmotskih pritiscima i da ovaj alkoholni Seéer igra vaznu ulogu u procesu rasta ¢éelija,
etanolnoj fermentaciji i sintezi proteina (Sootsuwan et al., 2013). U Zivotinjskom
carstvu, sorbitol ima ulogu zastite i stabilizacije osmolita (Street et al, 2006). Galaktitol
je Secerni alkohol koji nastaje kao produkt redukcije galaktoze i koji se moZe na¢i u
odredenim bakterijama, kvascima, gljivama i biljkama. Aplikacija 24-EBL na socivici
(Wolffia arrhizal) u koncentracijama od 107** do 107° je stimulisala rast i poveéala
koli¢inu fotosintetickih pigmenata, Secera i proteina. Najoptimalnija koncentracija,
odnosno koncentracija koja je pokazala najbolji efekat je 10° M (Bajguz and Asami,
2005). Utvrdivani su i efekti 24-EBL na rast krastavca (Cucumis sativus L.). Dodati
EBR je doveo do povecanja koncentracije fruktoze, saharoze i ukupnih rastvorljivih
Secera u korenu, ali ne i u listovima (Kang et al. 2009) Potvrdeno je kod Sargarepe
(Daucus carota) da u odredenoj koncentraciji BRs stimuli$u i aktiviraju vakuolarnu H*-
ATPazu $to dovodi do izduzivanja ¢elije, snizavajuci potencijal vakuole i povecavajuci

usvajanje jona i Secera (Gogarten et al., 1992; Tominaga and Sakurai, 1996).

Rastenje je povezano sa porastom potrebe za ugljenim hidratima koji se koriste i
troSe u osnovnom metaboliSkim procesima. Pronadeno je da je koren uronjen u EBR
znacajno promovisao izduZenje epikotila kod sadnica krastavca (Cucumis sativus),
prate¢i preraspodelu Secéera od primarnih listova do epikotila, sugeriSu¢i da je
akumulacija Secera usko povezana sa promocijom izduzivanja. Za biljke tretirane 24-

EBL se pkazalo da imaju povecan sadrzaj glukoze i saharoze u zavisnosti od
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koncentracije 24-EBL, kao i da 24-EBL uti¢e ne nagomilavanje Secera u delu biljke koji
najvise raste. Dodatni dokaz da BRs izazivaju stimulaciju rastenja daju povecani nivoi
Lin6 gena koji kodiraju ekstracelularne invertaze i jedan jedan su od klju¢nih enzima u
preraspodeli saharoze Evidentno je da BRs indukuju poveéanu sintezu odredjenih secera
koji imaju bitnu ulogu u rastenju 1 razvicu biljaka (Nakajima and Toyama, 1999; Goetz
et al., 2000; Roitsch et al., 2003). Takode je zapazeno da BRs uti¢e na povecanu
proizvodnju glukoze u listovima pirin¢a kao i pretvaranje glukoze u skrob u zrnima
pirinca (Wu et al., 2008). Pored direktnih efekata na regulaciju rastenja, takode je
nadeno da BRs deluju kao posrednici asimilacije i preraspodele ugljenih hidrata.
povecanje uspesnost oplodnje, utiCe na aktivnost enzima, skracuje trajanje vegetativnog
rastenja, aktivira sinteze proteina i nukleinskih kiselina, uti¢e na veli¢inu plodova i
uvecava prinos voca, menja sadrzaj hranjivih komponenti i kvalitet ploda, utice na
sastav masnih kiselina, deluje na svojstva celijskog zida pri sazrevanju plodova,
uvecava prinos kod zitarica i ostalih useva (Khripach, 2000.; Maugh, 1981; Fujita,
1985; Abe, 1989; Mandava, 1991).

1.7.3.3. Mineralna ishrana i mineralna toksi¢nost kod biljaka i BRS

Pokazalo se da BRs izazivaju hiperpolarizaciju membrane i stimuliSu ATPaznu
aktivnost, sve procese neophodne pri aktivnom usvajanju elemenata iz zemljiSta, a
takode mogu i da utiu na translokaciju mikroelemenata u biljci Khripach, 2000;
Maugh, 1981; Fujita, 1985; Abe, 1989; Mandava, 1991). Po fizioloskoj ulozi u biljkama
mikroelementi se dele na esencijalne (npr. Cu, Fe, Mn, Zn, Mo, Ni) i neesencijalne (Cd,
Cr, Pb, Hg, As). Neesecijalni mikroelementi mogu biti veoma toksi¢ni za biljke,
predstavljaju vazne zagadivace zivotne sredine (Dhillon and Dhillon, 1996) i nemaju
nikakvu poznatu funkciju u biljkama (Mihaljev et al., 2015). BRs imaju sposobnost da
reguliSu apsorpciju jona u biljne ¢elije 1 mogu se koristiti za smanjivanje akumulacije

teskih metala i radioaktivnih elementa u biljkama.

Teski metali u vidu finih Cestica prasine mogu dospeti u atmosferu, odakle se
taloze u vodama i tlu. Bakar postaje jako fitotoksi¢an kada se nalazi u vecoj
koncentraciji u korenu. Takode moze biti jedan od uzroka inhibicije rastenja ili ¢ak i

smrti biljaka. Bakar je sastavni deo citohrom oksidaze i vecina enzima kod kojih je
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komponenta bakar reaguju sa Oz i produkuju H20 ili H202 (Marko, 2014). Cink je
konstituent mnogih enzima i aktivator karbonske anhidraze (otpusta COz2 iz bikarbonata.
Pored lana i soje na nedostatak cinka je osetljiv i kukuruz. Mangan je sastavni deo
mnogih enzima, a nezamenjivu ulogu ima u fotosintetiCkom transportu. Gvozde je
potrebno za sintezu hlorofila, redukciju nitrita i sulfata, asimilaciju N2 kao i transport
elektrona. Kobalt je bitan element za viSe biljke jer potpomaZe simbiotsku fiksaciju
azota sa bakterijama (Neskovi¢ et al., 2010).

Egzogeno dodati brasinosteroidi mogu imati Siroku primenu u redukciji stresa
izazvanog biotickim 1 abiotickim faktorima (teSki metali, herbicidi, slani stres, stres
suSe) (Gomes, 2011). Pokazano je da BRs imaju mogucénost da reguliSu usvajanje
elemenata iz spoljne sredine kao i da mogu uticati na smanjenje akumulacije teskih
metala i radioaktivnih elemenata u biljkama. Metali kao $to su kadmijum, hrom, bakar,
nikl se smatraju kao bitni zagadivaci zivotne sredine (Dhillon and Dhillon, 1996).
Kadmijum je ekstremno toksican za biljke 1 moze izazvati oksidativni stres a moze
uticati 1 na biosintezu hlorofila ¢ime uti¢e i na proces fotosinteze. Pronadeno je da je
doslo do povecanja biomase kod Brassica juncea kada su semena bila tretirana
epibrasinolidom. Takode, epibrasinolid je blokirao usvajanje i akumulaciju bakra u
biljnim organima (Sharma et al., 2008). Nova istrazivanja otkrivaju uticaj
brasinosteroida na redistribuciju elemenata u biljnom sistemu, ¢ime se potvrduje da
brasinosteroidi ne uti¢u samo na toleranciju elemenata nepovoljnih za rastenje biljke,
ve¢ 1 na akumulaciju istih u odredenim delovima biljke (Khripach et al., 2000). lako su
u semenu elementi kao §to je cink, prisutni u niskim koncentracijama, oni su neophodni

kako bi biljka mogla normalno da se razvije (Graham and Welch, 1996).

1.7.3.4. Uloga brasinosteroida u sekundarnom metabolizmu kod biljaka

Fenolna jedinjenja su Siroko rasprostranjena kod biljaka kao $to su Zitarice,
povrée, voce i1 njihovi proizvodi. Ona pokazuju Sirok spektar bioloske aktivnosti,
antibakterijsko, antiinflamatorno, antialergijsko, hepatoprotektivno, antitrombinsko,
antivirusno, antikarcinogeno i vazodilatorno dejstvo (Middleton et al., 2000; Nardini
and Ghiselli, 2003). Biljke postaju znatno otpornije na nepovoljne uslove spoljasnje
sredine jer biljke sa povecanim sadrzajem fenolnih jedinjenja ispoljavaju antifungalna i

antibakterijska svojstva (Sarma and Singh, 2003). Fenolne kiseline se nalaze u vecini
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biljaka dok ih sisari ne mogu sintetisati ali su im potrebne za normalno funkcionisanje
organizma. BRs indukuju sintezu etilena u krtolama krompira povecanjem nivoa
terpenoida, a takode uvecavaju i nivo fenola preko fenilpropanoidnog sintetskog puta.
To potvrduje da interakcija etilena i BRS-a igra klju¢nu ulogu u indukciji otpornosti na
bolesti (Bajguz and Hayat, 2009). Tretmanom biljaka krompira brasinosteroidima,
smanjena je ucestalost plamenjace krompira (Phytophthora infestans). Povecanje
otpornosti kod tretiranih krtola krompira sa BRs je povezano sa povecanjem nivoa ABA
hormona i etilena i prisustvom fenolnih i terpenoidnih supstanci (Vasyukova et al.,
1994).

Zastitni efekat 24-EBL na bolesti krastavca iskazan je preko povecane aktivnosti
enzima peroksidaze i polifenoloksidaze koji su ukljuceni u metabolizam polifenola §to
ukazuje da su brasinosteroidi znac¢ajan faktor u poveéanju otpornosti na bolesti izazvane
glivicnim oboljenjima (Churikova and Vladimirova, 1997). Pronadeno je i da EBR utice
na sadrzaj fenolnih komponenti kao i da uvecava antioksidativni kapacitet kod razli¢itih
vrsta grozda (Xu et al., 2014), a time i otpornost prema patogenima (Korableva et al.,
1999). Neke od fenolnih kiselina koje su pronadene u zrnu i u delovima lista kukuruza
su: taninska kiselina, galna kiselina, vanilinska kiselina, O (orto)-kumarna kiselina,
kafeinska kiselina, ferulinska kiselina, cinaminska kiselina, salicilna kiselina. Sve ove
kiseline aktivno ucestvuju u odbrani biljke od negativnih uslova spoljasnje sredine

(Pandey et al., 2013).

1.8 Uloga brasinosteroida u odgovoru biljaka na stres

BRs pokazuju antistres dejstvo, $to otvara mogucnost njihove prakti¢ne
upotrebe u biljnoj proizvodnji. Wilen et al., (1995) je pratio efekat 24-EBL u odgovoru
na ¢eliju kulturu Bromus inermis pri stresu niskim i visokim temperaturama. 24-EBL je
povecao toleranciju na visoke i niske temperature 20 puta kod celija B. inermis i
indukovao sintezu toplotno-stabilnih polipeptida kao i na akumulaciju 90 kDa heat-
shock proteinskih transkripata (hsp90). To zna¢i da BRs mogu imati i ulogu u stvaranju

tolerancije na toplo i hladno (Fujioka and Sakurai, 1997). BRs posreduju pri reakciji
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biljaka na abiotske i biotske stresove, ukljucujuéi stres suSe, saliniteta, ekstremnih

temperatura i napada patogena (Clouse, 2002).

1.8.1 Uticaj brasinosteroida na reaktivne Kiseonic¢ne i reaktivne azotne vrste

Reaktivni oblici kiseonika 1 reaktivni oblici oksida azota spadaju u jedne od najvaznijih
slobodnih radikala u bioloskim sistemima (Piston et al., 2014). Sve ove reaktivne vrste
mogu reagovati sa molekulima prisutnim u ¢elijskim strukturama i izazvati njihovu
inaktivaciju. Radikali koji su nastali redukcijom kiseonika predstavljaju najznacajniju
Klasu slobodnih radikalskih vrsta u zivim sistemima. Termin reaktivne kiseoni¢ne vrste
se Cesto koristi u naucnoj literaturi 1 nije samo zajedniCki termin koji obuhvata
radikalske kiseoniCne vrste, ve¢ 1 neradikalske kiseoni¢ne forme kao $to su vodonik-
peroksid, singletni kiseonik i hipohlorna kiselina. Pored reaktivnih kiseoni¢nih vrsta,
reaktivne azotne vrste su takode znacajne za bioloSke sisteme. Reaktivne kiseoni¢ne
vrste (ROS), kao i reaktivne azotne vrste (RNS), produkuju se konstantno u normalnom

¢elijskom metabolizmu (Cramer et al., 2011).

Teski metali mogu uzrokovati stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta razli€itim
mehanizmima, §to moZe dovesti do oksidativnog stresa &itave biljke (Stajner and
Popovi¢, 2008; Trudi¢ et al., 2012). ROS vrste mogu da menjaju gensku ekspresiju i
modeliraju aktivnost specificnih odbrambenih proteina, a mogu i da budu ekstremno
Stetne zbog svoje sposobnosti da oksiduju proteine, lipide, nukleinske kiseline, dovodeci
do poremecaja u celijskoj strukturi i mutageneze (Halliwell and Gutteridge, 1989).
OdrZzavanje normalnog nivoa razliitih reaktivnih kiseoni¢nih i1 azotovih vrsta je u
biljnoj celiji obezbedeno raznim mehanizama neutralizacije koji zavise od opstih
fizioloskih uslova u biljci, kao i faze razvoja (Asada, 1999). Enzimi ucestvuju
delimi¢nom neutralisanju superoksid anjona 1 peroksida, a neki od njih su superoksid-
dizmutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation-reduktaza (GR), askorbat-peroksidaza
(APX), tioredoksin i peroksi-redoksinska familija proteina (Bajguz and Hayat, 2009 i
Mittler et al., 2004). Antioksidativna odbrana, pored proteina ukljucuje i neproteinske
skevendzere ROS-a i RNS-a, poput askorbata i glutationa, karotenoida, tokoferola,

lipoiéne kiseline, fenolnih jedinjenja, poliamina i dr. (Noctor and Foyer, 1998). Svi ovi
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sistemi odbrane od oksidativnog stresa, odreduju redoks stanje celije 1 pojedinih
organela, 1 reguliSu gensku ekspresiju koja je povezana sa abiotickim i bioti¢kim
stresom. ,,Oksidansi, kao i antioksidansi, ucestvuju u signalizaciji kako bi obezbedili
neophodne informacije o potrebi aktivacije odbrambenih mehanizama, u zavisnosti od
redoks ravnoteze, koriste¢i redoks osetljive receptore koji pokrecu kinaza/zavisne ili
nezavisne metabolicke kaskade kod visih biljaka. Visoke unutaréelijske koncentracije
antioksidanata mogu da sprece nekontrolisanu oksidaciju kljuénih Celijskih

komponenti“ (Marko, 2014).

Prethodna istrazivanja su pokazala da egzogeno dodati BRs mogu uticati na
aktivnost antioksidativnih enzima (Li et al., 1998) Takode je pronadeno da egzogeno
dodati BRs mogu povecati aktivhost SOD kod pirinca i uticati na antioksidativnu
aktivnost u zavisnosti od koncentracije egzogeno dodatog BRs-a (Mazorra and Nufiez,
2000). Kada se klijanci kukuruza podvrgnu stresu izazvanom nedostatkom vode,
pokazano je da se povecava aktivnost SOD, CAT, APx, kao i koli¢ina askorbinske
kiseline i karotenoida (Li et al., 1998). Pronadeno je i da BRs u zavisnosti od
koncentracije menjaju aktivnost CAT, da uticu na smanjenje aktivnosti peroksidaze i
askorbinske kiseline tokom osmotskog stresa kod sirka (Sorghum vulgare) (Vardhini
and Rao 2003).

1.9 Primena Kkineti¢kih i termodinamic¢kih merenja dehidratacije u biljnom

sistemu

Dehidratacija je kompleksan termofizicki i biohemijski proces koji obuhvata
istovremeni prenos toplote i mase, koji je pracen uklanjanjem vode iz biljnog sistema.
Uklanjanje vode iz uzoraka delova klijanaca kukuruza nije lako, imaju¢i u vidu da
postoji niz faktora koji mogu uticati na "prirodu" fizickog mehanizma odlaska vode, kao
§to su koncentracije prisutnih hemijskih sastojaka (proteini, celuloza, hemiceluloza,
lignin, ugljeni hidrati, ulja) (Lunn et al., 2014). Naime, povrSinska voda iz sistema
prelazi u paru i uklanja se u prvoj fazi, a potom dolazi do kretanja vode iz unutraSnjosti
sistema na povrSinu, koja zatim biva naknadno uklonjena. Prenos vlaznosti iz

unutrasnjosti sistema na njegovu povrsinu zavisi od strukture i osobina ispitivanog
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sistema, koji je pod direktnim uticajem tipa veze izmedu vode i hemijskih elemenata u
biljnom sistemu. Proces dehidratacije ne utice samo na smanjenje sadrzaja vode u
biljnom sistemu, ve¢ takode utice 1 na druge fizicke i hemijske reakcije (Leopold, 1990),
kao S$to je promena u aktivnosti enzima (Ntuli et al., 2011), ¢ime dolazi do
metabolickog disbalansa. Medu biljkama koje su osetljive na poviSene temperature,
usled kojih dolazi do promena u metabolizmu Secera, enzima i proteina, spada i kukuruz

(Leprince et al., 1992).

Kineticka ispitivanja u izotermnim uslovima merenja su bitna da bi se procenile
tacne vrednosti kinetickih parametara 1 dobio pouzdan mehanizam reakcije vezan za
proces dehidratacije u razli¢itim bioloskim sistemima (Ojediran et al., 2013.). Kineticke
studije se mogu zasnivati na fenomenoloskom pristupu, koriste¢i neke od osnovnih
(mehanistickih) parametara (hemijski elementi, hemijska jedinjenja). Za preliminarna
kineticka istrazivanja na osnovu pomeranja kinetickih krivi sa promenom temperature
duz vremenske ose, vazno je rastojanje dveju kinetickih krivi pri promeni temperature.
Ukoliko je podjednako rastojanje izmedu dveju kinetickih krivi na razli¢itim
temperaturama, tada se preliminarno moze pretpostaviti da se proces odvija po istom
kinetickom mehanizmu. Ukoliko rastojanje izmedu dveju krivih nije jednako, tada se
proces moze odvijati preko dva reakciona mehanizma ili moze do¢i do promene u
odlucujué¢em reakcionom mehanizmu. To znaci da ukoliko su kineticke dehidratacione
krive strmije, u tom slucaju voda brze odlazi iz sistema. U slu¢aju kompleksnih procesa,
moguce su izvesne nepouzdanosti u tumacenju kinetickih karakteristika procesa koje
mogu proisticati iz ¢injenice da moZe do¢i do velikih varijacija u vrednostima prividne
energije aktivacije (Ea) sa stepenom konverzije, tokom celokupnog procesa. Prividna
energija aktivacije je slozena veli¢ina koja u sebi sadrzi promene energije aktivacije
koja predstavlja kineti¢ku veli¢inu, a odnosi se na najmanju koli¢inu energije potrebnu
da bi se odigrala elementarna hemijska reakcija (A—B). U sluc¢aju kompleksnih procesa
(koji sadrze vise reakcionih stupnjeva, pri ¢emu se svaki od tih stupnjeva posmatra kao
elementarna hemijska reakcija), oni se mogu odigravati preko uzastopnih ili paralelnih
reakcija. Ukoliko postoje dve uzastopne reakcije (A—B—C), koje Cine jedan sloZen
proces, svaka od ovih reakcija se moze posmatrati kao jedan elementarni stupanj koji se

karakteri$e svojstvenom vrednoscu energije aktivacije (Ei, 1 = 1,2). Prividna (efektivna)
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energija aktivacije je kumulativna veli¢ina 1 predstavlja sumu energija aktivacije ovih
elementarnih stupnjeva izrazenu kao: Ea= w1 x E1+ y2 x E2, pri ¢emu y11 2 predstavljaju
doprinose (%) prvog i drugog elementarnog stupnja, redom. Da bi se ustanovilo da li
postoje varijacije Ea sa a, Cesto se koriste izokonverzione metode (Vyazovkin and
Shirrazzuoli, 2006). Stepen dehidratacije (konverzije) (o)) predstavlja bezdimenzionalnu
veli¢inu koja predstavlja reakcioni prinos u odnosu na kineticku veli¢inu koja se moze
posmatrati u odnosu na reaktante (1-a) ili na produkte (o). U nasem slucaju, to se odnosi
na vodu Koja je isparila iz sistema. Ove metode omoguéavaju izraCunavanje vrednosti
Ea bez modelistickih pretpostavki, odnosno bez unapred pretpostavljenog matematickog
oblika reakcionog modela. Takode, ove metode omogucavaju da se iz oblika zavisnosti
Ea sa a moZe izvuéi zaklju€ak o opStoj mehanistickoj shemi ispitivanog procesa.
Medutim, ovakve metode imaju odredena ogranicenja, jer je potrebno da se uvede

reakcioni model kako bi se kompletirao kineticki mehanizam procesa.

“Master” krive prema Ozawa-inoj metodi (Ozawa, 1986) predstavljaju
poredenje eksperimentalnih podataka koji obuhvataju vreme dehidratacije i stepen
dehidratacije transformisane u reakcione modele sa teorijskim kinetickim krivama od
kojih se svaka konstrui$e za specifi¢ni kineti¢ki model. Poredenjem ovih dveju krivih,
moze se ustanoviti po kom reakcionom mehanizmu voda odlazi iz klijanaca kukuruza.
U realnim uslovima, termalni i hemijski uticaji, ukljucuju¢i i pojavu difuzije i
mehani¢ke degradacije, mogu znacajno skratiti zivotni vek ispitivanog sistema.
Primenom kineticke analize moguée je predvideti maksimalnu korisnu radnu
temperaturu, optimalnu temperaturu za rast, i proceniti vek trajanja klijanca posle
gubitka vode. Procena vremena zivota je veoma korisna u razvoju, dizajnu i izboru
procesnih postupaka u tretmanu uzoraka biljnog sistema tokom i nakon termicke
obrade. Sa druge strane, termodinamicki parametri se mogu koristiti kako bi se
predvidela vrsta reakcije izmedu molekula vode i biomolekula od kojih se dati sistem
sastoji. PovrSinska karakterizacija bioaktivnih centara za desorpciju vode moze biti
adekvatno teorijski opisana kroz analizu ponasanja termodinamickih veli¢ina. Medutim,
proces dehidracije moze biti znatno otezan ako se ispitivani biosistem dodatno hemijski
tretira. Da bi se razumele termodinamicke osobine biosistema, vazno je razumeti

interakciju izmedu prisutnih molekula vode, energetske zahteve dehidratacionog
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procesa, zatim poznavanje kinetiCkih parametara adsorpcije i desorpcije, osobine vode,
kao i fizicko hemijskih osobina molekula prisutnih u biosistemu (Kaya and Kahyaoglu,
2005).

Gubitak vode iz ¢elija biljaka predstavlja veoma vazan abioticki parametar. Ove
promene mogu uticati na kompleksne termodinamicke i kineticke fenomene vezane za
strukturnu stabilnost i sve aspekte bioloskih funkcija. Odgovor biljaka na desikaciju je
povezan sa termodinamickim 1 kinetickim statusom vode prisutne u ¢elijama, koji je
vazniji za status biljnog sistema, za razliku od ukupnog sadrzaja vode prisutne u biljci.
Status vode u biljci se moze izraziti preko veli¢ina povezanih sa energetskim statusom
molekula vode, kao $to su parcijalna molarna Gibbs-ova slobodna energija ili potencijal
vode. Ovakav termodinamicki pristup se bazira na zakonu o dejstvu masa prilikom
sorpcije (usvajanje) vode jer su promene u termodinami¢kim parametrima direktno
povezane sa odgovaraju¢im fizickim 1 bioloskim promenama koje doprinose
desikacionom stresu i utiCu na toleranciju biljke od isuSivanja. IsuSivanje biljke
predstavlja prelazak vode iz te€nog u gasovito stanje. Temperatura uti¢e na isparavanje
preko parcijalnog pritiska vodene pare u vazduhu i na energetski status vode u biljci,
kako u prirodnom (nepromenjenom) stanju, tako i u dehidratisanom stanju. Porast
temperature uzrokuje opadanje ravnoteznog sadrzaja vode pri datoj relativnoj vlaznosti
(aktivnost vode) (Holclajtner-Antunovi¢, 2000). U izotermnim uslovima vazduh deluje
kao membrana, tako da je uspostavljanje ravnoteze u sistemu sporo i zavisno od
temperature. Porast temperature dovodi do opadanja ravnoteznog sadrzaja vode u
sistemu pri datoj relativnoj vlaznosti unutar biljke. Promena aktivnosti vode pri
konstantnom sadrzaju, pod uticajem temperature je prvenstveno posledica promene u
vezivanju vode za dati biomolekul, disocijaciji vode i fizickom stanju vode. Stoga je u
praksi potrebno izratunati odgovarajuée termodinamicke veli¢ine (dH", dG™ i dS”), pod
izotermnim uslovima, zbog toga §to su dH", dG” i dS” u funkciji sadrZaja vode u sistemu

(Pwa, 1988)

Staklasti prelaz predstavlja vremensko-temperaturski zavisni prelaz drugog (1)
reda, koji se karakteriSe diskontinualnos$¢u ili drugim re€ima, promeni u nagibu krive
neke od fizickih, mehanickih, elektri¢nih, termalnih i drugih osobina materijala u

funkciji temperature (Rahman, 1995). Za ovaj proces tranzicije se smatra da pripada

40



reakciji drugog reda u kojoj ispitivani sistem menja svoje stanje ali ne i fazu. Korisnije
je definisati staklasti prelaz kao promenu drugog reda po svojoj prirodi s obzirom da je
svaka merna tehnika zasnovana na pracenju promene neke specificne osobine sistema.
Bilo koja promena (u smislu preloma eksperimentalne krive ili njenog naglog rasta ili
opadanja) se moze okarakterisati kao postignuti prelaz (u fiziCkom smislu) unutar nekog

specifinog temperaturnog opsega (Rahman, 2009).

Temperatura staklastog prelaza (Tg) predstavlja vaznu veli¢inu, posebno u
bioloskim sistemima koji podlezu fizickim promenama i koji sadrze amorfne Secere,
¢ije je prisustvo od velike vaznosti tokom ocuvanja bioloskog sistema. Ovo proistice iz
porasta molekularne pokretljivosti (smanjenje viskoznosti) iznad staklastog prelaza i
formiranje visoko uredenog kristalnog stanja, $to dovodi do gubitaka absorbovane vode
u amorfnom sistemu. Brzina kristalizacije amorfnih Secera zavisi od sadrzaja vode 1
vrednosti temperature iznad staklastog prelaza T — Tg. Porast sadrzaja vode dovodi do
povecanje molekularne pokretljivosti Sto ubrzava kristalizaciju amorfnih Secera putem
smanjenja Tg (Roos and Karel, 1992). Takode, zajedno sa SeCerima, prisutni su i
antioksidativni enzimi stresa. U biosistemu, zajedno sa SeCerima, mogu biti prisutni i
proteini vezani za procese tolerancije na dehidrataciju. Jedna od grupa proteina koja
pomaze biljci u prevazilazenju stresa izazvanog visokim temperaturama su LEA
proteini, prisutni u nizim i vis§im biljkama. Iz literature je poznata interakcija Secera i
proteina (posebno dehidrina) koji ucestvuju u mehanizmima odbrane od dehidratacije,
niskih temperatura i osmotskog stresa (Close, 1996; 1997). Za ugljene hidrate prisutne
kod biljaka otpornih na isusivanje se pretpostavlja se da imaju ulogu u zastiti proteina i
¢elijskih membrana. Takode, nadeno je da Seceri ucestvuju u formiranju staklastog
matriksa u citoplazmi anhidrobiota (Buitink et al., 1996). Formiranje staklastog
matriksa u citoplazmi anhidrobiota rezultuje u imobilizaciji molekula citoplazme, $to
omogucava zaStitu organizama od stresa izazvanog poviSenom temperaturom i
gubitkom vode. Dehidrini (LEA grupa proteina) se kod biljaka nalaze u razliitim
celijskim komparmentima. NajviSe dehidrina je pronadeno u citoplazmati¢nim
endomembranama klijanaca kukuruza (Egerton-Warburton et al., 1997), §to sugerise da

su ovi proteini ukljuceni u zastitu ¢elijskih membrana.

Zajedno sa Seerima, proteini stresa mogu odrediti fizicke osobine ispitivanih

klijanaca hibrida kukuruza (sistema kao celine) tokom dehidratacionog stresa, tako da je
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veoma vazno odrediti temperature staklastog prelaza kada se sistem priblizava stanju
isuSenosti. Trebalo bi naglasiti da je staklasto stanje termodinamicki nestabilno, tako da
stabilnost dehidriranih membrana u staklastom Seéernom matriksu zavisi od kineticke

stabilnosti staklastog stanja (Sun and Leopold, 1994).
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2 CILJEVI

Predmet disertacije je ispitivanje efekta 24-epibrasinolida u Sirokom rasponu
koncentracija na pocetne faze rastenja dva hibrida kukuruza (ZP 434 i ZP 704) koji
pokazuju razli€itu toleranciju prema osmotskom stresu. S obzirom na razli¢ite geneticke
predispozicije i nerazjasnjenu ulogu 24-epibrasinolida na pocetne faze rastenja i razvica
kukuruza, kao i1 prevazilazenje stresa izazvanog suSom, naucni ciljevi doktorske

disertacije su:

e Utvrdivanje stepena uticaja egzogeno dodatog 24-epibrasinolida na klijanje
semena, promene u rastenju i biomasi klijanaca pomenutih hibrida kukuruza

tokom perioda od sedam (7) dana.

e Utvrdivanje uticaja 24-epibrasinolida na promenu sastava fenolnih jedinjenja,
Seera, mineralnih elemenata i1 fotosintetickih pigmenata pomenutih hibrida

kukuruza.

e Ispitivanje odgovora delova klijanaca u prisustvu 24-epibrasinolida na stres
izazvan poviSenom temperaturom primenom razli¢itih  kinetickih i

termodinamic¢kih metoda.

e Odredivanje optimalne koncentracije 24-epibrasinolida koja bi mogla imati

zastitnu ulogu u ranim fazama razvica klijanaca pomenutih hibrida kukuruza.
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3 MATERIJAL | METODE
3.1 Hemikalije

Kao izvor aktivne supstance (24-epibrasinolid), koris¢en je preparat “Epin-
Ekstra”, proizveden od strane NEST-M (Russia, Moscow). Preparat je kupljen od

Galenika-Fitofarmacija a.d., Beograd-Zemun.

3.2 Biljni materijal

Semena koja su koriS¢ena u ovoj doktorskoj disertaciji predstavljaju proizvod
“Instituta za kukuruz Zemun Polje”, Zemun polje, Srbija, starosti do godinu dana,

dobijena u okviru istrazivackog projekta. Semena hibrida koja su koris¢ena:

a) Hibrid ZP704: Rodan klasic¢an hibrid osetljiv na susu, FAO grupe zrenja 700,
gaji se do 300 m nv., sa gustinom setve 55-60000 biljaka po 1 ha i procenjenim

prinosom od 14-15 tona po 1 ha, tipa zuban zutog zrna.

b) Hibrid ZP434, rodan hibrid, tolerantan na suSu, FAO grupe zrenja 400, gaji
se do 600 m nv., sa gustinom setve 70000 biljaka po 1 ha i procenjenim prinosom od

13 tona po 1 ha, tipa zuban zutog zrna (Anonymus g., 2016).

Tokom eksperimentalnog rada, koriS¢eni su delovi klijanca (plumula i radikula)
semena hibrida kukuruza ZP 434 i hibrida ZP 704. Plumula i radikula su odvajani od

klijanaca kukuruza i skladisteni u zamrziva¢ na — 70°C.

3.3 Uslovi gajenja biljaka

Semena su pre isklijavanja podvrgnuta ispiranju u destilovanoj vodi. Semena (4
x 50, ¢ija je masa prethodno izmerena) su isklijavana u plasti¢nim kutijama zapremine 2
1 (24x12%x12cm) koje su zatvarane kako bi se sprecilo isparavanje te¢nosti u kojoj su
semena isklijavana. U kutije je stavljano po 50 semena na prethodno sterilisan filter
papir (60 min na 105°C), koja su potom prelivana razli¢itim koncentracijama rastvora
od 5,2 x107, 5,2 x108, 5,2 109, 5,2 x1071°, 5,2 x101, 5,2 x101?, 52 x103 52 x10°

1452 x10'1> M 24-epibrasinolida. Kutije su potom stavljane u fitotron (Loske tovarne
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hladilnikov Skofja Loka, d.d., Slovenia) na temperaturne, dan/no¢ 30/20°C, vremenske
12/12h, i svetlosne 110 - 160 umol fotona m s* uslove isklijavanja (ISTA, 1996).

3.4 Fizioloska istrazivanja

3.4.1 Ispitivanje klijavosti semena

Klijavost semena je izracunata kao srednja vrednost klijavosti semena u 4 kutije,

pri istom tretmanu razli¢itih koncentracija 24-EBL-a.

3.4.2 Odredivanje morfometrijskih parametara klijanaca

Duzina, $irina i debljina plumule, radikule i ostatka semena je merena
koris¢enjem nonijusa (pomo¢no merilo, Subler) sa preciznos¢u od 1/10 mm. Masa
odvojenih delova klijanaca (plumula, radikula, ostatak semena) merena je na analiti¢koj
vagi (“Radwag”, Poland), ta¢nosti 0,1 mg. Merene mase su izrazene u apsolutnim (mg)
i/ili relativnim merama (masa organa / masa celog klijanca; mg/ g) (Farrar et al., 1998).
Merenje sveze mase klijanaca i mase nakon susenja na 60, 105 i 130°C (Carbolite Gero

GmbH & Co. KG) je iskori§¢eno za termodinamicke 1 kineti¢ke proracune.

3.4.3 Ispitivanje vigora klijanaca

Pojam vigora se koristi kako bi se opisale fizioloske karakteristike klijanaca i
predvidela sposobnost Kklijanca da brzo raste i da se izbori sa nepovoljnim uslovima
zivotne sredine (Milosevic et al., 2010). Procena vigora klijanaca je vrSena kroz
izraCunavanje “Vigor Indeksa klijanaca-I1I” (SVI-II (Seedling Vigour Index-Il))
dobijenih iz rezultata merenja klijavosti semena i ukupne suve mase klijanaca na 60°C.

IzraCunavanje je izvrSeno prema formuli (Kharb et al., 1994):

Suva masa klijanca x procenat klijavosti

Vigor Indeks klijanaca-Il =

100
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3.4.4 Spektrofotometrijska analiza fotosintetiCkih pigmenata
Za izolaciju hlorofila i karotenoida kori$¢eno je po 20 mg zamrznutog biljnog
materijala za svaki tretman i1 2 ml 96% etanola. Ependorfe su stavljene u termo Sejker 1
inkubacija je trajala 10 min na 70 °C. Etanol sa estrahovanim 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 i 664 nm. Koncentracije fotosintetickih pigmenata, racunate u odnosu na suvu

masu uzoraka, izracunate su prema slede¢im formulama (Lichtenthaler, 1987):

C(a+h) = 5,24 Assa + 22,24 Asss -ukupna koli¢ina hlorofila

Ca= 13,36 Asss — 5,19 Asas

Cb = 27,43 Asss — 8,12 Ases

Cx+c) =1000 As70 — 2,13 Ca — 97,64 Cpn/209 -ukupna koli¢ina karotenoida

3.5 Analiza Seéera jonskom hromatografijom

3.5.1 Hemikalije i rastvaraci

Svi standardi i rastvaraci su bili analiticke ¢istoce. Acetonitril, mravlja kiselina,
metanol i etanol (HPLC ¢istoce) kupljeni su od Merck-a (KGaA, Darmstadt, Germany).
Ultracista voda (Thermofisher TKA MicroPure sistem za preciS¢avanje vode, 0.055
puS/cm) koriSéena je za pripremu standardnih rastvora, uzoraka i slepih proba
(blankova). Standardi Secera: trehaloza, fruktoza, saharoza, maltoza, glukoza, arabinoza
kupljeni su od Tokyo Chemical Industry, TCI, (Belgija), dok su riboza, rafinoza, izo-
maltoza i panoza kupljeni od Tokyo Chemical Industry, TCI, (Tokyo, Japan); galaktitol,
manitol, ramnoza i sorbitol kupljeni su od Sigma—Aldrich (Steinheim, Germany). Filteri
za precis¢avanje uzoraka (NY:0.22 um, 13 mm, PTFE membrane 0.45 um) kupljeni su
od firme Supelco (Belefonte, PA, USA).

3.5.2 Ekstrakcija Seéera

Odmerena je koli¢ina od 0.25 g uzorka svakog ispitivanog biljnog dela i

ekstrahovana sa 5 mL ultraciste vode. Ekstrakcija je vrSena uz primenu ultrazvucnog
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kupatila tokom 30 minuta. Potom je izvrSeno centrifugiranje na 4000 obrtaja u trajanju
10 minuta. Ekstrakcija je ponovljena dva puta, supernatant je sakupljen i ¢uvan na +4°C
do upotrebe. Pre analize uzorci su profiltrirani kroz PTFE membranske filtre, veli¢ine

pora 0.22 pm.

3.5.3 Odredivanje profila Secera jonskom hromatografijom

Analiza ispitivanih Secera izvrSena je primenom DIONEX ICS 3000 DP
hromatografskog sistema (Dionex, Sunnyvale, CA, USA) opremljenog kvaternarnom
gradijentnom pumpom (Dionex, Sunnyvale, CA, USA). Za razdvajanje Secera je
upotrebljena Carbo Pac PA100 sferna anjon-izmenjivacka kolona (4 x 250 mm), na
radnoj temperaturi od 30°C. Upotrebljena mobilna faza se sastojala od linearnih
gradijenata prikazanih u Tabeli 3 (protok 0.7 mL/min), pri ¢emu je A — 600 mM
natrijum-hidroksid, B — 500 mM natrijum-acetat i C — ultra Cista voda (TKA).

Tabela 3. Sastav mobilne faze sa promenom vremena.

Vreme (min) %A %B | %C
0-5.0 15 - 85
50-51 15 2 83
51-12.0 15 2 83
12.0-121 15 4 81
12.1-20.0 15 4 81
20.0-20.1 20 20 60
20.1-30 20 20 60

Pre analize, sistem je bio kondicioniran u toku 15 minuta mobilnom fazom koja
se sastojala iz 15% A 1 85% C. Svaki uzorak (25 pL) je razblaZen 25 puta i injektovan
pomocu ICS AS-DV 50 autosemplera (Dionex, Sunnyvale, CA, USA). Koris¢en je
elektrohemijski detektor sa zlathom elektrodom kao radnom, dok je kao referentna
koris¢ena Ag/AgCl elektroda. Ovom metodom odredivan je sadrzaj iz spraSenih
uzoraka tretiranih na 130°C (Richter et al., 2009, Wanek et al., 2001, Hurtta et al,.
2004)-monosaharida (arabinoze, glukoze, fruktoze, riboze, ksiloze, ramnoze i manoze),
disaharida (trehaloze, saharoze, izomaltoze, maltoze i melibioze), trisaharida
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(izomaltotrioze, rafinoze, panoze i malotrioze) i Secernih alkohola — sorbitola i

galaktitola.

3.6 Odredivanje hemijskih elemenata u uzorcima

3.6.1 Postupak ekstrakcije mikrotalasnom digestijom

Mineralizacija jakim kiselinama potpomognuta mikrotalasnim zra¢enjem
(Berghof, Speed wave 4, Germany) je koris¢ena da bi se ekstrahovali elementi iz
uzoraka delova klijanaca kukuruza (plumula, radikula, ostatak semena). Digestirano je
0.5 g suvog uzorka dobijenog susenjem svezih uzoraka 16 h na 105°C iz kontrolnih
uzoraka klijanaca i klijanaca tretiranih koncentracijama 24-EBL-a od 5.2 x 10° M, 5.2
x 102 M and 5.2 x 10" M. Postupak digestije uzoraka je uraden po US EPA methodi
3051B (EPA 3051B, 2007) (sa Azotnom Kkiselinom (HNOs), Hlorovodoni¢énom
kiselinom (HCI) i Vodonik peroksidom (H202)).

3.6.2 Odredivanje koncentracija elemenata ICP-OES metodom

Ekstrakti dobijeni mikrotalasnom digestijom su analizirani Spectro Genesis ICP-
OES instrumentom sa Smart Analyzer Vision softverom (SPECTRO Analytical
Instruments GmbH, Boschstr. 10. 47533 Kleve, Germany). Krive su odredene na
osnovu individualnih (Ultra Scientific U.S.A. (koncentracije 1 g L)) i multi standarda
(SPS-SW2, LGC, UK) za ispitivane elemente Mangan (Mn), Natrijum (Na), Cink (Zn),
Bakar (Cu), Hrom (Cr), Nikl (Ni), Kadmijum (Cd), Molibden (Mo), Kalcijum (Ca),
Magnezijum (Mg), Olovo (Pb), Gvozde (Fe), Fosfor (P), Kalijum (K), Arsen (As),
Sumpor (S), Ziva (Hg). Potvrde vrednosti su izvriene spajkovanjem (dodavanje poznate

koncentracije analita konkretnom uzorku koji se analizira) na tri razli¢ite koncentracije

(Tabela 4).
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Tabela 4. Spajkovane vrednosti

Fe 50 5 5
Mn 10 1 0.1
Zn 5 0.5 0.05
Cu 10 1 0.1
Cr 5 0.5 0.05
Pb 5 0.5 0.05
Ni 5 0.5 0.05
Cd 5 0.5 0.05
As 20 2 0.2
Hg 5 0.5 0.05
Mo 1 0.1 0.01
S 3.3 3.3 0.33
Ca 10 10 1
Mg 50 5 05

3.7 Odredivanje polifenolnog profila ekstrakata klijanaca kukuruza

3.7.1 Hemikalije i rastvaraci

Svi  koriSéeni rastvara¢i bili su analitiCkog stepena Cistofe. 2-
Aminoetildifenilborinat (2-Aminoethyl diphenylborinate, NTS) je proizveden od strane
Fluka-e (Steinheim, Germany); metanol, etanol, aceton (svi HPLC ¢&istoce), toluen, etil-
acetat je proizveden od strane Merck-a (KGaA, Darmstadt, Germany); polietilenglikol
4000 (PEG) proizveden od strane Sigma-Aldrich-a (Steinheim, Germany); mravlja i
siréetna kiselina proizvedena od strane Zorka-e (Sabac, Srbija). Kertridzi za sistem za
ekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPE, solid phase extraction) koriS¢eni za ekstrakciju i
koncentrovanje uzoraka bili su tipa Strata C18-E (500 mg/3 mL) proizvedeni od strane
Phenomeneks-a (Thermo Fisher Scientific). Ultradista voda (ThermoFisher TKA
MicroPure water purification system, 0.055 uS/cm) je koriS¢ena za pripremu ekstrakata.
Filteri (13 mm, PTFE membrane 0.45 pm) su proizvedeni od strane Supelco-a
(Bellefonte, PA, USA).

3.7.2  Optimizacija metode za ekstrakciju polifenola

Metode koje su koris¢ene za izolovanje polifenola iz kukuruza predstavljaju

modifikaciju metoda opisanih u prethodno navedenoj literaturi.
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Izolovanije slobodnih polifenolnih jedinjenja:

Metod 1 — Masa od 1 g uzorka ekstrahovana je sa 5 mL hladne smese etanol-
voda (80 : 20, v/v), u toku 10 minuta upotrebom ultrazvu¢nog kupatila. Uzorci su
prethodno bili tretirani na 130°C, a potom spraseni. Nakon toga izvrSeno je
centrifugiranje na 4000 obrtaja u trajanju od 15 minuta. Ekstrakcija je ponovljena tri
puta. Rastvori su sakupljeni i upareni do suva pomocu vakuum uparivaca (45°C). Zatim
su rastvoreni sa 2 mL vode i tako su ¢uvani na +4 °C do upotrebe (Ramos-Escudero et

al., 2012).

Metod 2 — Masa od 1 g uzorka ekstrahovana je sa 10 mL ohladenog rastvora
smese etanol-voda (80 : 20, v/v), tokom 10 minuta na ultrazvu¢nom kupatilu. Nakon
toga centrifugiran je (4000 obrtaja) tokom 10 minuta. Postupak je ponovljen tri puta.
Dobijeni rastvor je uparen na zapreminu od 2 mL 1 ¢uvan na temperaturi od +4 °C do
upotrebe. Dobijeni talog koris¢en je za ekstrakciju vezanih polifenola, opisanu u

nastavku (Ramos-Escudero et al., 2012).

Metod 3 — Masa od 1 g uzorka ekstrahovana je tri puta sa 10 mL metanola, koji
sadrzi 1% HCI. Zatim je meSana 2 h na sobnoj temperaturi, u odsustvu svetlosti.
Homogenizat je zatim centrifugiran 15 minuta na 4000 obrtaja. Nakon centrifugiranja,
rastvori su spojeni i upareni do suvog na 40°C. Dobijeni talog je rastvoren sa 2 mL 1%
HCI/MeOH i ¢uvan na +4°C do upotrebe (Del Pozo-Insfran et al., 2006).

Metod 4 - Uzorak je homogenizovan sa 10 mL 50% (v/v) vodenog rastvora
metanola koji sadrzi 0.1% HCI. Homogenizat je ekstrahovan 24 h nakon cCega je
izvrSena adsorpcija na SPE kertridzu. Prekondicioniranje kolone izvrSeno je sa 3 mL
metanola i 9 mL ultraciste vode. Uzorci su naneSeni bez prethodnog cedenja, pod
dejstvom vakuuma. Seceri su isprani sa 6 mL vode. Polifenolna jedinjenja su eluirana sa
kolone pomoc¢u metanola (1.5 mL), ¢ime je izvrSeno izolovanje analita, njegovo

precis¢avanje i obogacivanje (Lopez-Martinez et al., 2009).
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Metod 5 — Masa od 0.5 g uzorka je ekstrahovana sa 10 mL 70% acetona (v/v)
tokom 30 minuta na ultrazvuc¢nom kupatilu, na sobnoj temperaturi. Zatim je izvrSeno
centrifugiranje 20 minuta, na 4000 obrtaja. Postupak je ponovljen tri puta. Dobijeni

rastvori su upareni do suva i rastvoreni u 5 mL metanola.

Izolovanje vezanih polifenolnih jedinjenja:

Metod 6 - Nakon ekstrakcije slobodnih polifenolnih jedinjenja, talog je
digestovan sa 10 mL natrijum-hidroksida na vodenom kupatilu (95°C) u trajanju od 30
minuta. Zatim je uklonjen kiseonik, provodenjem azota. Nakon toga je uzorak meSan lh
na sobnoj temperaturi. Smesa je zakiseljena (pH < 2) sa 2 mL HCI i ekstrakovana sa 10
mL heksana, da bi se uklonili lipidi. Dobijeni rastvor je ekstrahovan pet puta sa 10 mL
etil-acetata. Frakcije etil-acetata su sakupljene i uparene do suva pod vakuumom
(35°C). Vezana fenolna jedinjenja su rastvorena u 2 mL smeSe metanol-voda (50 : 50,

v/v) (Arnous et al., 2001; Pedreschi and Cisneros-Zevallos 2007).

3.7.3 Polifenolni profili ekstrakata kukuruza dobijeni primenom tankoslojne

hromatografije

Visoko-efikasna tankoslojna hromatografija (High-Performance Thin-Layer
Chromatography, HPTLC) primenjena je za dobijanje polifenolnog profila uzoraka
kukuruza. Ekstrakti kukuruza, zapremine 2 ul, naneti su na HPTLC plodice silika gela
(Art. 5641, Merck, Darmstadt, Germany) dimenzija 20 < 10 cm, u obliku traka duzine 8
mm, upotrebom Automatic TLC sampler 4 (ATS4, CAMAG, Muttenz, Switzerland)
aparata. Za razvijanje plo€ica kori§¢ene su smese toluene - etil-acetat - mravlja kiselina
(4:7:1, vivlv) za identifikaciju manje polarnih jedinjenja (hromatografski sistem 1 -
HS1) i etil-acetat — voda - mravlja kiselina (17:2:2, v/v/v) za jedinjenja srednje i velike
polarnosti (hromatografski sistem 2 — HS2). Hromatogrami su razvijeni u vertikalnoj
kadi. Vreme dostizanja zasi¢enja kade parama rastvaraca iznosilo je 20 minuta. Front
rastvaraca iznosio je 80 mm. Nakon razvijanja, hromatogrami su suseni 2 minuta u
struji toplog vazduha. Potom su zagrevane 3 minuta na 100°C na plo¢i za

termostatiranje, TLC Plate Heater 111 (CAMAG) aparata i odmah zatim su uronjene u
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0.5% rastvor NTS u etilacetatu u trajanju od 1 sekunde, upotrebom Chromatogram
Immersion Device III (CAMAG) aparata. Nakon 5 minuta suSenja na sobnoj
temperaturi u kapeli, hromatogrami su uronjeni u 5% rastvor PEG 4000 u dihlormetanu
tokom 1 sekunde, u cilju intenziviranja boje i stabilizacije fluorescentnih zona.
Fotografije su snimljene na 366 nm upotrebom sistema za video dokumentaciju
(CAMAG Video documentation system) spregnutog sa Reprostar 3 (CAMAG)

aparatom i cuvane u TIF formatu za dalju obradu.

3.8 ldentifikacija fenolnih jedinjenja primenom masene spektrometrije visoke
rezolucije (UHPLC-LTQ Orbitrap MS/MS)

3.8.1 Hemikalije i rastvaraci

Svi standardi i rastvaraci su bili analiticke ¢isto¢e. Acetonitril, mravlja kiselina,
metanol i etanol (HPLC ¢istoce) kupljeni su od Merck-a (KGaA, Darmstadt, Germany).
Ultracista voda (Thermofisher TKA MicroPure sistem za preciS¢avanje vode, 0.055
uS/cm) koris¢ena je za pripremu standardnih rastvora, uzoraka i blankova. Standardi
polifenolnih jedinjenja: kvercetin, apigenin, kempferol, luteolin, krisin, pinocembrin,
galangin, naringenin, naringin, i rutin kupljeni su od $vajcarskog proizvodaca Fluka
AG. Katehin, miricetin, cis, trans—abscisinska, p—kumarinska, kofeinska, 3-O-—
kafeoilkininska (hlorogenska), galna, i protokatehinska kiselina kupljeni su od firme
Sigma Aldrich (Stajnhajm, Nemacka). Filteri za predi§¢avanje uzoraka (13 mm, PTFE

membrane 0.45 um) kupljeni su od firme Supelco (Belefonte, PA, USA).

3.8.2 Kuvalitativna identifikacija fenolnih jedinjenja

Pri ekstrakciji polifenola koriséen je prethodno opisan Metod 1. Polazni rastvor
smeSe flavonoida (luteolin, kvercetin, apigenin, kempferol, naringenin, krisin,
pinocembrin i galangin) i fenolnih kiselina (kofeinska kiselina, p-kumarinska kiselina)
koncentracije 1000 mg/l je pripremljen rastvaranjem standardnih supstanci u metanolu.
Razblazivanjem polaznog rastovora metanolom pripremljena je serija radnih rastvora

koncentracija: 0.025; 0.05; 0.10; 0.25; 0.50; 0.75 i 1.00 mg/I. Polazni i radni rastvori su
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¢uvani u mraku na 40°C. Kalibracione krive su dobijene korelisanjem povrSine pikova
(apsorpcioni maksimum) sa koncentracijom standardnih rastvora. Sistem za
ultraefikasnu tecnu hromatografiju (Ultra Performance Liquid Chromatography -
UPLC) sastojao se od Accela 600 pumpe i Accela autosempler (Thermo Fisher
Scientific) aparata. Kolona koriS¢ena za analiticko razdvajanje je Hypersil gold C18
kolona (50 x 2,1 mm, 1,9 um veli¢ina ¢estica) (Thermo Fisher Scientific). Mobilna faza
je sastavljena od (A) vode sa 1% mravlje kiseline i (B) acetonitrila. Gradijentni program
je bio: 0.0-10.0 min, 5-95% B; 10.0-12.0 min, 95% B; 12-12.2 min, 95-5% B; 12.2-15
min, 5% B. Injekciona zapremina za sve uzorke imala je vrednost od 5ul, a brzina

protoka je bila 300 pl/min.

Ultraefikasna tecna hromatografija je spojena sa linearnim jon trap-Orbitrap
hibridnim masenim analizatorom visoke rezolucije, LTQ Orbitrap MS/MS (HESI-II,
Thermo Fisher Scientific). Ovaj instrument ima moguénost izvodenja MSn
eksperimenata uz istovremeno merenje taéne mase. Koristi operativni sistem Windows
XP SP3 opremljen XCalibur softverom za obradu podataka. Jonizacija je izvedena u
negativnom modu. Vrednosti pararametara jonskog izvora su iznosili: napon jonskog
izvora 5 kV, napon kapilara -40 V, napon cevi -80 V, temperatura kapilare 275 °C,
glavni i pomo¢ni protok gasa (N2) 42 i 11 proizvodnih jedinica. Maseni spektar je
sniman u opsegu odnosa m/z 100-900. Za studije fragmentacije podaci koji zavise od
snimanja su ostvareni kolizionom indukovanom disocijacijom (CID). Normalna
koliziona energija (CID) indukovane disocijacije iznosila je 35 eV. Fenolna jedinjenja
su identifikovana prema masenim spektrima ispitivanih jedinjenja. Masa identifikovanih
molekula dobijena na osnovu UHPLC-LTQ Orbitrap MS/MS je poredena sa tacnom
masom izra¢unatom primenom ChemSpider softvera kao referentne biblioteke

identifikovanih jedinjenja.

3.9 Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti EPR metodom

Elektronska paramagnetna rezonantna spektroskopija (EPR), je rezonantna

spektroskopska metoda koja se zasniva na rezonantnoj apsorpciji mikrotalasnog

zracenja u magnetnom polju, u sistemima koji poseduju najmanje jedan nespareni
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elektron. Ti sistemi mogu biti molekuli, joni, intermedijeri, radikali. Ova metoda
koriS¢ena je za procenu ukupne antioksidativne aktivnosti, odnosno proizvodnje ukupne
koli¢ine ROS 1 RNS u klijancima. Sva EPR snimanja radena su na EPR spektrometru
Bruker Exlexsys E-540 u X-oblasti. Prilikom svih EPR merenja, koris¢eni su sledeci
eksperimentalni parametri: Centar polja 3506.3 G, Sirina polja 75 G, mikrotalasna
frekfencija 9.85 GHz, mikrotalasna snaga 6.325 mW, modulaciona amplituda 2 G,
modulaciona frekvencija 100kHz. Kvantifikacija EPR signala sastojala se od merenja
broja preostalih spinova u sistemu nakon redukcije EPR signala spinske probe (3CP) od
strane klijanaca kukuruza. Kao kontrolni signal uzeto je 30 ul 0.075 mM rastvor 3CP
kupljen od Sigma—Aldrich-a (Steinheim, Germany), rastvorenog u dejonizovanoj vodi.
Celi Kklijanci potapani su u 10 mL 0.075 puM rastvora 3CP. Nakon 60 min, 30ul rastvora
uzorkovano je iz epruvete u kojoj se nalazio klijanac i prebaceno u EPR aparat radi
oCitavanja signala. Uzorkovanje je vrSeno uvladenjem rastvora u 5 cm dugacke gas-
propusne teflonske kapilare (Zeus industries, Raritan, NJ) sa debljinom zida od 0.025
mm i unutrasnjim pre¢nikom od 0.6 mm. Dobijeni signali poredeni su sa EPR signalom
kontrolnog uzorka, merenjem intenziteta srednjeg EPR pika. Sva snimanja radena su na
sobnoj temperaturi. Spektri su snimani i1 analizirani koriS¢enjem specijalizovanog

softvera Xepr (Bruker GmbH) i Eleana (Larida.pl)).

3.10 Kineticki pristup ispitivanju mehanizma dehidratacije i odredivanje
kinetickih parametara

3.10.1 Izotermalna (staticka) merenja

Izotermalna merenja su izvrSena na visokoj temperaturi u pecnici (Carbolite
Gero GmbH & Co. KG). Peénica primenjuje brzinu grejanja od 30°C min™. Sva
merenja su izvrSena u statickoj atmosferi kiseonika (bez kontinualnog protoka gasa).
Prethodno odvojeni delovi 25 klijanaca oba hibrida kukuruza (ZP 434 i ZP 704) sa
koncentracijama egzogeno dodatog hormona od 5.20 x 10° M, 5.20 x 102 M i 5.20 x
10> M i kontrolni uzorci su pojedinaéno termicki tretirani na T = 60, 105 i 130°C.
Uzorci su stavljani u pe¢nicu i podvrgavani su temperaturnom tretmanu u vremenskom

opsegu od t = 8min do t = 30min. Nakon toga, uzorci su stavljani u eksikator i potom
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podvrgnuti merenju. Zabelezene mase predstavljaju proseéne gubitke mase uzorka.
Svaki eksperiment na datoj radnoj temperaturi je ponovljen tri puta.
Brzina dehidratacionog procesa moZze biti opisana opStom kinetickom

jednacinom za procese koji se odigravaju u ¢vrstoj fazi, u obliku:

da E,
E:Aexp(— RTj-f(a), 1)

gde je t vreme, A je pred-eksponencijalni faktor, Ea je prividna (efektivna) energija
aktivacije, T je apsolutna temperatura, R je gasna konstanta, f(o) je matematicki oblik
reakcionog modela, koji zavisi od mehanizma ispitivanog procesa, a o predstavlja
stepen konverzije, odnosno stepen dehidratacije. Stepen dehidratacije se definiSe preko
relacije o= (mo-mi)/(Mo-ms), gde je Mo masa uzorka na pocetku termo-analitiCkog
merenja (za t=0), mt je trenutna masa uzorka u vremenu t=t i ms je masa uzorka na kraju

merenja(t=o0).

3.10.2 Metode za odredivanje zavisnosti prividne (efektivne) energije aktivacije od

stepena konverzije

Integralna izokonverziona metoda (Baitalow et al., 1999) se moze predstaviti u

vidu jednacine:

—Int . =1In A, —Ea""
a,i g(OC) RTI ' (2)

gde je tui vreme potrebno da bi dostigla odredena konverziona vrednost (o) na datoj
temperaturi (Ti). Stoga, vrednost prividne energije aktivacije na zadatim vrednostima o
(Ea«) moze se dobiti iz nagiba prave linije, zavisnosti -Intei od 1/Ti. Da bi se utvrdio
oblik zavisnosti Eau« = Ead(a) koji se moze dobiti iz izotermnih eksperimentalnih
podataka, Cesto se koristi diferencijalna izokonverziona metoda poznata kao Friedman-

ova metoda (Friedman, 1964):
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d E.c
In(d_?l,- =In[A,-f(a)]- - ©)

gde za a = const., grafik zavisnosti In(da/dt)«i od 1/Ti konstruisan na nakoliko
izotermnih temperatura treba biti prava linija, iz Cijeg nagiba nagib se mozZe dobiti
vrednost prividne energije aktivacije (Ea«) za datu vrednost o. Medutim, obe gore
navedene metode ne omogucavaju izraCunavaje pred-eksponencijalnog factora (A), niti
pretpostavljaju oblik reakcionog modela (poznavanje ta¢nog matematickog oblika

funkcija g(a) i f(a)).

3.10.3 Metode za odredivanje reakcionog mehanizma procesa dehidratacije

3.10.3.1. Metoda redukovanog vremena

Reakcioni mehanizam se moze odrediti iz eksperimentalnih podataka
koris¢enjem graficke metode, poznate kao metoda “redukovanih vremena” (Sharp et al.,
1966; Hancock and Sharp, 1972). Izbor g(a) funkcije je baziran na osnovu oblika
grafika koji najbolje predstavlja eksperimentalne podatke. Racunaju¢i vrednosti o za
odredeni kineticki model (Khawam and Flanagan, 2006; Ninan et al., 1991) i
nanoSenjem ovih vrednosti naspram odnosa t/toso (gde toso predstavlja vrednost
vremena koje odgovara stepenu konverzije o = 0.50 ili “polu-zivot” reakcije). Sharp et
al., (1966) su formulisali 9 tipi¢nih kinetickih krivih, od kojih svaka ima karakteristi¢an
izgled. Poredenje eksperimentalnih podataka na svim temperaturama sa teorijskim
krivama na kojima su ucrtane teorijski predvidene vrednosti a, omoguéava nam da
odaberemo realan kineticki model koji adekvatno moze opisati proces od interesa (u

ovom slucaju proces dehidratacije).

Jednaline brzine procesa se mogu svrstati u nekoliko glavnih kategorija
reakcionih modela, kao §to su: a) reakcije na granici faza, ukljucujuéi reakcije prvog
reda (u Tabeli 5, model je oznafen F1(Al)), b) difuzione-kontrolisane reakcije i c)
Avrami-Erofeev-ove jednaCine (jednacine koje opisuju kinetiku nukleacije i
kristalizacije novo formirane kristalne/amorfne faze) (Tabela 5). Medutim treba
napomenuti, da analiti¢ki izrazi u Tabeli 5 i pored toga $to izgledaju potpuno razlicito,

odgovarajuce teorijske krive mogu izgledati veoma sli¢no. Stoga izuzetan stepen
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pouzdanosti mora postojati da bi se izvrsilo jasno prepoznavanje po kome reakcionom
mehanizmu se “pokoravaju” eksperimentalni podaci, tako da “razdvajanje” reakcionih
modela unutar iste kineticke grupe zahteva pazljivu 1 preciznu selekciju

eksperimentalnih podataka i to do najmanje a = 0.70 [70 %].

Tabela 5. Kineti¢ki modeli predstavljeni u diferencijalnom obliku

Odlucujudi reakcioni

Br. Simbol Ime funkcije g(a) f(w) mehanizam

(I) Sigmoidalni oblik jednacine brzine procesa ili nasumi¢na nukleacija i naknadni rast nove faze

Pretpostavljena nasumicna
(1) AL F1 Avrami-Erofeev  -In(1l-a) (1-o) nukleacija i naknadni rast,
n=1
Pretpostavljena nasumicna

(3/2)(L-o{-In(1- nukleacija i naknadni rast,

2) Al5 Avrami-Erofeev  [-In(1-a)]?®

13
] n=15
Pretpostavljena nasumicna
3 A2 Avrami-Erofeev  [-In(1-0)]*?  2(1-o)[-In(1-a)]¥? nukleacija i naknadni rast,
n=2
Pretpostavljena nasumicna
4 A3 Avrami-Erofeev  [-In(1-a)]*®  3(1-o)[-In(1-0)]?? nukleacija i naknadni rast,
n=3
Pretpostavljena nasumicna
B5) A4 Avrami-Erofeev  [-In(1-0)]**  4(L-0)[-In(1-00)]¥* nukleacija i naknadni rast,
n=4
(ITI) Usporavajudi trend jednacine brzine procesa, (II.1.) Reakcije na granici faza
(6) R1, FO  Stepeni zakon o (1-a)° Skupljaju¢i disk
) IES.,S Stepeni zakon l-(l-a)l’z 2(1-(1)1’2 (Scliﬁfllcjiif;f; simetrijac)lhndalr
R3, . Skupljajuéa sfera (sferi¢na
®) 0.7 Stepeni zakon 1-(1-a) 3(1-a)?® sim;:ij; )

(111) Reakcije zasnovane na difuzionom mehanizmu

Jednodimenzionalna

9 D1 Paraboli¢ni zakon a2 (12)a difuzija

(10) D2 ;gzlj:ésiir—lieva Z)ln(;_a) (1- [In(1-0)] " E)Z\fthiimenzionalna difuzija
I (O S S
(12) D4 CB;:?)Ztrllis:Si-n-ova 1-20/3-(1- (@2 [(1-0) ™ - 1] Trodimenzionalna difuzija

a)?3 (3-D), cilindriéna simetrija

jednacina
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Eksperimentalne o = f(t/toso) krive se uporeduju sa kinetickim modelima
opisanim odgovaraju¢im matematickim funkcijama, predstavljenim u svom

diferencijalnom obliku.

3.10.3.2. Ozawa-ina metoda

Sledec¢a korisna metoda za identifikaciju reakcionog modela predstavlja metoda
“Master* krivih, koje se bazira na uvodenju generalizovanog vremena 6 (Ozawa, 1986;
Gotor et al., 2000). U tom slucaju kineticka jednac¢ina koja bi odgovarala procesu koji bi
se odigravao na beskonatno aproksimiranoj temperaturi, zahteva uvodenje

generalizovanog vremena 6, tako da je:

0= Iexp(— IS‘?’ jdt, (4)

gde @ oznacava reakciono vreme koje se posmatra pri dostizanju odgovarajuceg o na
beskonacnoj vrednosti temperaturi. U tom slucaju integralni oblik kineticke jednacine

poprima oblik:

g(a)=1?%%5=Ajd9=/¥9. (5)

Kori$¢enjem referentne tacke a = 0.50, dobija se konac¢ni oblik jednacine po

kojoj se konstruisu “Master krive (Ozawa, 1986) u obliku:

(33) _ (o) (6)

(daj f (0.50)

do

gde f(0.50) predstavlja konstantnu vrednost za datu funkciju kinetickog (reakcionog)
modela. Jednacina 6 pokazuje da za dato o, eksperimentalno odredena vrednost
redukovano-generalizovane brzine procesa, (do/dd)/(do/df)q« = 0.50 1 teorijski izracunate

vrednosti f(a)/f(0.50) su ekvivalentni, kada je ispravno izabrana (primenjena) f(o)
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funkcija. Da bih se izracunala redukovano-generalizovana brzina procesa na datoj
vrednosti o koriS¢enjem eksperimentalnih podataka, mora se prethodno poznavati

vrednost prividne energije aktivacije (Ea).

3.10.4 Odredivanje vremena Zivota biljnog sistema nakon gubitka vode

Analiza vremena Zzivota je sprovedena simuliranjem ekstremnih spoljasnjih
temperaturskih uslova pod uticajem 24-EBL-a, u koncentracijama od 5.2 x 1079, 5.2 x
1012, 5.2 x 10™®> M i kontrolnih uzoraka na hibride ZP434 i ZP 704. Procenjeni vek
trajanja ispitivanih sistema do totalnog kolapsa u sadrzaju vode moze se definisati kao
vreme za koje gubitak mase uzorka dostigne 5 % od ukupne teZine (o = 0.05).
Zamenom izraza za f(a), koji se odnosi na reakciju prvog reda (Jednacina 1), tada opsta
kineticka jednadina poprima oblik do/dt = A - exp(- Ea/RT)-(1 - a). Nakon postupka

integracije, vreme zivota moze se izracunati iz jednacine u slede¢om obliku:

0.0513 E
t, = Texp[ _"i‘_j za red reakcije n =1 (7)

Na osnovu jednacine 7 vreme zivota (tr) moze se izraCunati kao aproksimativna
vrednost, u tom smislu da se odnosi na kineti¢ku aproksimaciju procesa koji se odigrava

po mehanizmu reakcije prvog reda (n = 1, n — je red reakcije).

3.11 Termodinamicka analiza procesa dehidratacije klijanaca

Aktivnost vode se u sistemu moze opisati kao “efektivni” sadrzaj vode.
Temperaturska zavisnost promene aktivnosti vode (izotermni pomeraj), moze se opisati

Claussius-Clapeyron-ovom jednac¢inom:

.n(@jzmz[i_% (8)
a'Wl R TZ Tl ’
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gde je g toplota sorpcije, Aw je latentna toplota isparavanja za vodu (44.0 ki kg na
25°C), R je univerzalna gasna konstanta, dok su aw: i awz aktivnosti vode na razli¢itim

temperaturama (T1 i T2) pri datom ravnoteznom sadrzaju vode.

Promene spoljasnjih (temperature i/ili vlage) i unutrasSnjih faktora (stabilnost
staklastog stanja), utice na energetski status biljke u pogledu respiratornih procesa zivih
¢elija, $to se moze proceniti (izraCinati) primenom sorpcione izoterme za koje vaze

sledece jednacine (Vertucci and Leopold, 1984):

. RTT,, (a,
dH =TT In(awzj’ 9)
dG* = R(T, —Tl)ln[ﬁ], (10)

a,,

i
(dH*—dG*)
as* =~—— 7, (11)
dT

gde pri datom sadrzaju vode, aw1 iaw2 predstavljaju relativnu vlagu pri nizoj i visoj
temperaturi T1 i T2, redom. dH", dG” and dS" predstavljaju diferencijalnu entalpiju,
diferencijalnu Gibbs-ovu slobodnu energiju i diferencijalnu entropiju dehidratataciju,
redom. Ukupna (kumulativna) promena Gibbs-ove slobodne energije se moze dobiti iz
jednacine (Rizvi, 1995):

AG"=AH"-TAS", (12)
gde Tipredstavlja i-tu izabranu temperaturu.

3.11.1 Entalpijsko-enropijski kompenzacioni efekat

Linearna veza izmedu entalpije (AH") i entropije (AS”) procesa dehidratacije se

opisuje jednacinom (McMinn and Magee, 2003):
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A" =¥ -T 8" (13)

gde Tiso predstavlja izokineti¢u temperaturu (°C), a W predstavlja energetski konstantu
(kJ mol ).

Izokineticka temperatura je karakteristicna osobina povrSine materijala 1
predstavlja nagib prave u jednaCini 12. Na osnovu linearne regresione analize veliine
Tiso 1 ¥ se mogu izraCunati na osnovu gore pomenute jednacine. Potvrda postojanja
entalpijsko-entropijskog kompenzacionog efekta se ogleda kroz definiciju harmonijske

prosecne temperature (Thm), kKoja se moze predstaviti jedna¢inom:

Ty = (14)

B0

gde N predstavlja ukupan broj koris¢enih temperaturskih “nivoa” (nivo predstavlja
jedinstvenu vrednost temperature izdvojenu iz skupa svih temperatura (N=3 gde je N=3
za tri razlicite koris¢ene temperature). Linearni kompezacioni efekat vazi u slucaju kada
je Tiso # Thm. Proces od interesa bice entalpijski “voden” ukoliko je Tiso > Thm, a
enropijski voden ako je Tiso < Thm (Leffler, 1955, 1965). Tam je u funkciji datih
temperaturskih nivoa u termalnim merenjima ali je nezavisan od prirode ispitivanog

materijala, biljke u ovom slucaju.

3.11.2 Jednoslojni sadriaj viainosti

Razmatraju¢i relativnu ravnoteznu vlagu kao aktivnost vode, ravnotezni sadrzaj
vlaznosti i aktivnost vode mogu se uspostaviti za proces dehidratacije u razmatranim
sistemima. Jednoslojni sadrzaj vlaznosti (M) delova klijanaca moze se dobiti iz
srandardne BET-ove (Brunauer-Emmett-Teller) (Brunauer et al., 1938) ili modifikovane
BET-ove jednacine. U ovom slucaju moze se uspostaviti linearna zavisnost izmedu

jednoslojnog sadrzaja vlaznosti i temperature (Menkov, 2000), koja je vaznosti za
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ve¢inu bioloskih sistema gde standardna BET-ova jednadina ne uzima u obzir
temperaturski efekat dok ga modifikovana BET-ova jednacina ukljucuje, $to se moze

predstaviti slede¢im jednacinama:

v (A+BT)Ca, (15)

(1-a,)(1-a,+Ca,)’

M, =A+BT, (16)

gde su A, B i C konstante gore iznetih modela izotermi, Mm predstavlja jednoslojni
sadrzaj vlaznosti za modifikovanu BET-ovu jednacinu. Jednac¢ina 14 postaje standardna
BET-ova jednaCina kada se izraz za jednoslojni sadrzaj vlaznosti (Jednacina 15)
direktno posmatra kao jedinstveni Mm ¢lan. S obzirom da standardna BET-ova
jednacina ne ukljuuje temperaturski efekat, jednoslojni sadrzaj vlaznosti treba
razmatrati za svaku temperaturu ponaosob. Primenom nelinearne regresije, koriS¢enjem
eksperimentalnih podataka na razli¢itim temperaturama mogu se izracunati konstante A,
B i C. Vrednosti dobijene iz modifikovane BET-ova jednacina, mogu se uporedti sa
rezultatima dobijenim iz standardne BET-ove jednacine. Vrednost aktivnosti vode koja
odgovara jednoslojnom sadrzaju vlaznosti (awm) se moze izracunati iz jenacine broj (14),
zamenom M= Mm (Menkov, 2000):

By = (17)

1z jednacine 16 moze se videti da je aktivnost vode koja odgovara jednoslojnom
sadrzaju vode nezavisna od temperature i da je obrnuto proporcionalna vrednosti
konstante C.

3.11.3 Pritisak Sirenja

Pritisak Sirenja je bio prvi put definisan i izveden od strane Iglesias-a (1976) i

Fasina-e (1999) i predstavljen je jednac¢inom:
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=

kT 1"“ M (18)

Ay o Maa,
gde je « pritisak Sirenja (J m™), ks je Boltzmann-ova konstanta (1.380 x 102 J-K'), a
An predstavlja veli¢ina povrsine molekula vode (1.06 x 10°*® m?). Gornji integral se ne
moze resiti ako je aw = 0.00. Zbog toga, da bi se dobio pritisak Sirenja, gornji integral se
reSava na taj nacin $to se dati interval integracije deli u veoma male podintervale, prvo
za aw = 0.00 — 0.05, a zatim preostali deo od 0.05 do aw. Za niske vrednosti aw, integral

se moze reSiti primenom linearne aproksimacije (Henry-jev zakon) izmedu M i aw

(Fasina et al., 1999):

k,TM
= .
AM,

(19)

Integral u jednacini 17 u drugoj aw oblasti (0.05 to aw), moze se resiti posle
uskladivanja (“fitovanja”) izotermnih podataka (M, aw), pomocu odgovarajuce
numericki izvedene jednacCine ¢iji oblik zavisi od fizickog ponaSanja ispitivanog sistema
tokom dehidratacije. Spajanjem rezultata dobijenih iz posmatranih aw oblasti (0.00 do
0.05 i od 0.05 do aw), mogu se dobiti vrednosti pritiska Sirenja za bilo koju vrednost

temperature i vrednosti aktivnosti vode.

3.11.4 Toplota isparavanja

Iganathane et al., (2007) su predlozili postupak za izraZzavanje izosterne
sorpciono/desorpcione toplote. Claussius-Clapeyron-ova jednacina procesa isparavanja

iz Ciste vode se moze predstaviti u obliku (Yang and Cenkowski, 1993):

1
K _0 20
h, P RT? 20

Ako se u jednacini 19 Ps zameni aktuelnim pritiskom pare (Po) u razmatranom

biosistemu, a desna strana jednacine 19 ostane ista za paru iz Ciste vode i paru iz

vlaznosti posmatranog biosistema, moze se dobiti slede¢a jednacCina:
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1 R _1 R
hfg Ps L Po (21)

Integracija (20) pri konstantnom sadrzaju vlaznosti daje:

L
In(R,)=-=In(R)+c, (22)

hy,
gde je c1 konstanta integracije. Saturacioni pritisak pare (Ps) na razli¢itim
temperaturama se moze dobiti iz Rogers-Mayhew-ovog (1981) pristupa, tako da se

naknadno pritisak pare u ispitivanom biosistemu moze odrediti na osnovu jednacine:
R =a,R. (23)

Poznavanjem aw vrednosti iz gore navedenih modela izotermi (BET jednacina i
modifikovana BET jednacina) zajedno sa jednaCinom 23 mogu najbolje opisati
ravnotezni sadrzaj vlaznosti u ispitivanim sistemima pod uticajem prisutnih faktora. 1z
nagiba prave logaritamske zavisnosti In(Po) u funkciji In(Ps), moze se dobiti odnos
toplote isparavanja vlaznosti u ispitivanom biosistemu naspram latentne toplote
saturisane pare. Dobijene vrednosti L/hsg se zatim matematicki koreliraju sa vrednostima
M kroz postupak nelinearne regresije, koja se moze sprovesti u OriginLab® programu
(opcija u OriginLab® za numericko izra¢unavanje). Dobijene numericke jednacine
opisuju sa fizickog stanovista odnos L/hrg i M. Takode, matematicki oblici izvedenih
jednaina u sprezi sa numerickim koeficijentima znacajno mogu prikazati “stanje”

ispitivanog biosistema tokom dehidratacionog stresa tokom povisenih temperatura.

3.11.5 Analiza temperatura staklastog prelaza (Tg)

IzraCunavanje Tg i njenog ponasanja tokom dehidratacije se moze izvesti na bazi
kineti¢kih veli¢ina. Konstruisanje krive koja daje zavisnost polu-vremena (to.s0) je vreme
koje se postize za 50% konverzije (a-stepen dehidratacije) u funkciji temperature (T), i
omogucava odredivanje vrednosti Tq. Vrednost Tq se moze odrediti iz preseka tangenti

na krivu, gde se povlacenje tangenti vr$i na zakrivljenim delovima iste krive. Dobijena
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kriva odslikava ponaSanje eksperimentalnih ta¢aka koje prate zavisnost toso = toso(T).
Na taj nacin, dobijena kriva se moze opisati odgovaraju¢om funkcionalnom zavisnoséu
koja se moZe dobiti putem numeri¢ke analize (opcija u OriginLab® za numeri¢ko

izraCunavanje) ponasanja eksperimentalnih tacaka.

3.11.6 Statisticka merenja

Dobijeni rezultati su nakon provere normalnosti Kolmogorov-Smirnovim
testom, podvrgnuti analizi standardne varijanse (One and Two-way ANOVA testovi).
Srednje vrednosti sadrzaja Secera, mineralnih elemenata i fotosintetickih pigmenata u
delovima klijanaca kukuruza, su dobijene koris¢enjem Tukey HSD testa. Takode, isti
test je primenjen i u sluc¢aju dobijanja srednjih vrednosti morfometrijskih parametara
klijanaca. Statisticka znacajnost primenjena u svim testovima je bila P<0.05. Statisticka
analiza je izvrSena primenom softverskih programa STATISTICA v.7 (StatSoft, Inc.) 1
IBM SPSS Statistics v.20 (SPSS, Inc.).
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4 REZULTATI I DISKUSIJA
4.1 Uticaj 24-EBL-a na klijanje

U ovom radu pracen je uticaj egzogeno dodatog 24-EBL-a na klijavost semena
kukuruza hibrida ZP 434 i hibrida ZP 704. Na osnovu dobijenih rezultata (Slikall)
moze se uociti da razli¢ite koncentracije 24-EBL-a imaju razli¢it uticaj na klijavost
semena hibrida ZP 704 i ZP 434. Najvec¢i efekat se uocava pri najvis§im koncentracijama
gde klijavost iznosi 86% za ZP 434 i 72% za ZP 704, za razliku od kontrolnih uzoraka
¢ija klijavost iznosi skoro 100%. Posmatraju¢i razlike u uticaju razlicitih koncentracija
na klijavost, primecuju se male varijacije na svim ispitivanim koncentracijama osim na
najvisoj koncentraciji (5.2 x 107 M), gde dolazi do najveéeg pada klijavosti za hibrid
ZP 704 u poredenju sa kontrolom. Kod hibrida ZP 434, najvec¢i uticaj je takode zapazen
pri koncentraciji 24-EBL-a od 5.2 x 107 sa statisti¢ki najznacajnijim razlikama u
odnosu na kontrolu. Posmatrajuéi razliku izmedu hibrida moze se uociti da hibrid ZP
704 pokazuje vecu osetljivost od hibrida ZP 434 kao i da hibrid ZP 434 postize klijavost
blizu 100% pri dejstvu svih koncentracija 24-EBL-a dok hibrid ZP704 pokazuje takav

trend jedino pri najnizoj ispitivanoj koncentraciji 24-EBL-a.
B Hibrid 434 ®EHibrid 704
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Slika 11. Efekat razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na klijavost hibrida ZP 434 i ZP 704.
Vrednosti pracene istim slovom nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite (P<0.05) prema Takijevom (Tukey’s)
HSD testu.
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4.2 Uticaj 24-EBL-a na rastenje i akumulaciju biomase

Posmatrajuéi hibrid ZP 434, sve koncentracije 24-EBL-a, osim najvisih (5.2 X
1071 5.2 x 10 M su uticale na izduZivanje duzine plumule u odnosu na kontrolu. Na
osnovu dobijenih rezultata (Slika 12), moze se zakljuéiti da je hibrid ZP 704 imao
vrednosti duzine plumule bliske kontrolnim uzorcima samo pri najnizoj koncentraciji
24-EBL-a od 5.2 x 10%® M, dok su sve ostale koncentracije imale statisti¢i znacajan
inhibitorni efekat na duzinu plumule. Za hibrid ZP 434, najviSe vrednosti su dobijene
pri niskim koncentracijama 24-EBL-a. Kod hibrida ZP 434 statisti¢ki zna¢ajne razlike u
duzini plumule su bile samo pri koncentracijama 24-EBL-a 0d 5.2 x 107, 5.2 x 10°i 5.2
x 1015, dok je hibrid ZP 704 ispoljio veéu osetljivost na rezli¢ite koncentracije 24-EBL-
a, sa viSe statisticki znacajnih razliCitosti. Klijanje semena 1 izduzivanje klijanaca su
direktno zavisni od sinergistickog efekta brasinosteroida i giberelina (Matusmoto et al.,
2016 and Tanaka et al., 2003) kao i uticaja giberelina na ekspresiju gena (Gupta and
Chakrabarty, 2013; Li and He, 2013) i aktivnost a-amilaze, jednog od klju¢nih enzima u

degradaciji rezervi skroba (Yamaguchi et al., 2013).
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Slika 12. Efekat razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na duzinu plumule klijanaca hibrida

ZP 434 i ZP 704. Vrednosti pra¢ene istim slovom nisu statisticki zna¢ajno razli¢ite (P<0.05) prema
Takijevom (Tukey’s) HSD testu
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Prema rezultatima prikazanim u Tabeli 6, hibrid ZP 434 se odlikuje viSim
vrednostima mase plumule i radikule u odnosu na hibrid ZP 704. Mase klijanaca koje su
bile blizu vrednosti kontrole su ostvarene pri koncentraciji 24-EBL-a od 5.2 x 103 5.2
x 10 M za hibrid ZP 434, dok su tezine znaCajno odstupale pri svim ostalim

koncentracijama hormona.

Tabela 6. Efekat razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na svezu masu (g g*) plumule i
radikule klijanaca hibrida ZP 434 i ZP 704

Relativna sveza masa Relativna sveza masa
plumule (g g ) radikule (g g )
Koncentracija

24-EBL-a ZP 434 ZP 704 ZP 434 ZP 704
Kontrola 0.0449¢° 0.0419¢ 0.05184b 0.0482fed
5.2x10715 0.04771b2 0.0375% 0.0548% 0.04569f
5.2x10713 0.04473° 0.0336"dfe 0.0529¢% 0.0486fedc
5.2x10712 0.04573¢ 0.03479f 0.0531% 0.0497¢dc
5.2x10 11 0.04125% 0.0283! 0.05752 0.04519f
5.2x107° 0.03439f 0.0317'hof 0.04599f 0.04549f
5.2x1077 0.0293ih9 0.0286'" 0.0367' 0.0394h

Vrednosti pradene istim slovom nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite (P<0.05) prema Takijevom (Tukey’s) HSD testu

Takode, za hibrid ZP 434 se moZe zakljuciti 1 da su niZe koncentracije 24-EBL-a
(5.2x1071, 5.2x1013 i 5.2x107?) imale stimulatorni efekat na biomasu plumule, dok je
stimulatorni efekat kod radikule prisutan kako pri niskim, tako i pri viSim
koncentracijama 24-EBL-a (5.2x107°). Hibridi ZP 434 i ZP 704 su razli¢ito reagovali u
odnosu na koncentracije prisutnog 24-EBL-a, klijanac hibrida ZP 434 je u prisustvu
nizih koncentracija hormona, u odnosu na kontrolne uzorke, imao ve¢u masu i plumule
(5.2x10%° i 5.2x1012) i radikule (5.2x10%°, 5.2x10%3 5.2x10%2, 5.2x10, dok je
suprotno tome, hibrid ZP 704 imao uvecanu masu radikule pri koncentracijama 24-
EBL-a 0od 5.2x10%% i 5.2x10712,

Poznato je da brasinosteroidi i auksini deluju sinergisticki kada je u pitanju

¢elijsko izduzivanje (Zhang et al., 2009) i upravo izduzivanje i povecanje mase
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klijanaca moze biti povezano sa genima indukovanim brasinosteroidima za koje se zna
da su rani auksinski geni (Li and Chory, 1999; Darley et al., 2001).

Dokazano je da brasinosteroidi, ako se egzogeno dodaju biljci, mogu inhibirati
rastenje korena i lateralnih korenskih formacija (Clouse and Sasse 1998; Clouse 2011),
Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim pri vi§im koncentracijama 24-EBL-a. Moze se
pretpostaviti da najveci uticaj na pocetne faze razvoja klijanaca imaju ukrSteni signalni
putevi brasinosteroida i ostalih esencijalnih fitohormona i da niske koncentracije 24-
EBL-a, uticu¢i na ekspresiju gena zajedno sa auksinima i giberelinima deluju na
izduzivanje klijanaca, dok njegove visoke koncentracije verovatno uti¢u na
favorizovanje jasmonata i aktivaciju DELLA proteina, negativnih regulatora giberelina
(Gallego-Bartolomé et al., 2012).

Slike 13., 14 i 15 prikazuju izgled Kklijanaca razli¢itih hibrida kukuruza. Kao $to

se moze videti na sikama, klijanci razli¢ito reaguju pri razli¢itim koncentracijama 24-

EBL-a, kako po pitanju plumule, tako i radikule.

Slika 13. Spoljasnji izgled klijanaca hibrida kukuruza ZP 434 tretiranih razli¢itim
koncentracijama 24-EBL-a ((a) predstavlja uticaj niskih koncentracija 24- EBL-a na
klijance u poredenju sa kontrolnim uzorkom (s leva na desno), (b) predstavlja klijance
tretirane svim ispitivanim koncentracijama 24-EBL-a (s leva na desno, od vise ka nizoj
koncentraciji))
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Slika 14. Spoljasnji izgled klijanaca hibrida kukuruza ZP 704 tretiranih razli¢itim
koncentracijama 24-EBL-a ((a) predstavlja uticaj niskih koncentracija 24- EBL-a na
Klijance u poredenju sa kontrolnim uzorkom (s leva na desno), (b) predstavlja klijance
tretirane svim ispitivanim koncentracijama 24-EBL-a (s leva na desno, od vise ka nizoj
koncentraciji))

b

Slika 15. Spoljasnji izgled klijanaca hibrida kukuruza ZP 704 (a) i hibrida ZP 434 (b)
tretiranih visokim koncentracijama 24-EBL-a

4.3 Uticaj 24-EBL-a na Vigor indeks Il klijanaca kukuruza

Bitne ciljeve moderne poljoprivrede predstavljaju minimalna ulaganja i primena
agrotehnickih mera, uz simultano povecanje prinosa (Hola et al. 2010 and Richards et
al. 2000).
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Koncentracija 24-EBL-a (5.20 x 10™ M)

Slika 16. Efekat razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na Vigor indeks Il (g g?)
Klijanaca hibrida ZP 434 i ZP 704

Hibrid ZP 434 je imao vece vrednosti SVI-II pri nizim koncentracijama 24-
EBL-a u poredenju sa kontrolnim uzorcima, dok je hibrid ZP 704 imao nize vrednosti
SVI-II na svim koncentracijama, u poredenju sa kontrolnim uzorcima. Ovi rezultati
potvrduju pretpostavku da bi nize koncentracije 24-EBL-a mogle unaprediti vigor
Klijanaca i inicijalne faze rastenja i razvica klijanaca kukuruza koji imaju smanjen vigor.
Iz literature je poznato da klijanci sa uve¢anom biomasom u ranim stadijumima razvica,
duzom plumulom i radikulom i visokim procentom klijavosti mogu biti identifikovani
kao klijanci koji ¢e se u buducnosti razviti u otpornije biljke sa visim rastom (Mondo et
al. 2013).

Posmatraju¢i SVI-Il (Slika 16), a imaju¢i u vidu literaturne podatke gde je
primeceno da brasinosteroidi mogu povecati razvice i prinos kod Zitarica (Mitchell and
Gregory, 1972), moze se pretpostaviti da bi klijanci hibrida ZP 434, tretiranih niskim
koncentracijama 24-EBL-a imali vece $anse za prezivljavanje i toleranciju razli¢itih

negativnih uticaja zivotne sredine.
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4.4 Uticaj 24-EBL-a na fotosinteticke pigmente

Na osnovu rezultata (Tabela 7), uocava se da postoji statisti¢ki zna¢ajna razlika
izmedu kontrolne grupe biljaka i biljaka tretiranih 24-EBL-om. Sve koncentracije 24-

EBL-a dovode do smanjenja koli¢ine ukupnih hlorofila.

Tabela 7. Efekat razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na hlorofil a, hlorofil b i ukupne

karotenoide (mg kg?) plumule klijanaca hibrida ZP 434

Koncentracija

Chla Chlb Chla/Chl b Ukupni chl  Ukupni Car
24-EBL-a
Kontrola ~ 1903*+31 3513%+35 0.54 5416 25169 + 6
-15 1687°+6  3267°+ 15 0.52 4954 33232+ 15
-12 1503°+38 2737°+12 0.55 4240 2826° + 29
-9 13579440 25179+ 21 0.54 3874 2680° + 10
Vrednosti pracene istim slovom nisu statisticki znacajno razli¢ite (P<0.05) prema Takijevom (Tukey’s)
HSD testu

Niske vrednosti odnosa fotosintetickih pigmenata, posmatraju¢i oba hibrida
kukuruza (Tabela 7 i Tabela 8), ukazuju na slabu aktivnost fotosintetickog aparata kod
plumule, §to i nije iznenadujuée za rane stadijume rastenja i razvica klijanaca (Babani
and Lichtenthaler, 1996). Medutim, ovi podaci pokazuju i da veéina asimilata kao $to su
Seceri, neophodnih za rastenje plumule 1 radikule, u ranim stadijumima razvica

klijanaca, dolazi iz semena (Thomas and Rodriguez 1994).

Tabela 8. Efekat razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na hlorofil a, hlorofil b i ukupne
karotenoide (mg kg) plumule klijanaca hibrida ZP 434

Koncentracija Chla Chlb Chl a/Chl b Ukupni chl  Ukupni Car
Kontrola ~ 1817871 2350%+ 70 0.77 4167 1187°+ 6
-15 14072 + 49 2203% + 55 0.64 3610 2363% + 59

-12 13778+ 15 2190° + 44 0.63 3567  2363%+49

-9 1300° + 20 2237%° + 67 0.58 2537 22832+ 15

Vrednosti pracene istim slovom nisu statisticki znacajno razli¢ite (P<0.05) prema Takijevom (Tukey’s)

HSD test
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4.5 Uticaj 24-EBL-a na sadrzaj Secera u delovima klijanca

U uzorcima semena, plumule i radikule oba hibrida (ZP 434 i ZP 704)
identifikovano i kvantifikovano je Sesnaest Secera za ceo koncentracioni opseg 24-EBL-
a, kao i u kontrolnim uzorcima koji nisu tretirani 24-EBL-om. Odredeno je 7
monosaharida, 5 disaharida, 4 trisaharida 1 dva Secerna alkohola. Pracen je uticaj
razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na sadrzaj Secera u razlicitim delovima klijanaca
hibrida ZP 704 i hibrida 434. Na osnovu dobijenih rezultata, posmatrajuci sve delove
klijanca, uocavaju se razlike u sadrZaju svih Secera izmedu dva posmatrana hibrida. Kod
hibrida ZP 704, posmatraju¢i radikulu, uocava se linearan rast sadrzaja glukoze, od
kontrole ka vi§im koncentracijama, sve do koncentracije 24-EBL-a od 5.2x10!, kada
dolazi do naglog pada u sadrzaju glukoze. Pri najviSoj koncentraciji 24-EBL-a moze se
uociti najveci sadrzaj glukoze u radikuli. Plumula sadrzi, kada je u pitanju hibrid ZP
704, priblizno istu koncentraciju glukoze pri koncentracijama 24-EBL-a od 5.2x103 do

5.2x10® dok na najvecoj koncentraciji dolazi do znadajnog pada sadrzaja glukoze.

Fruktoza je jedan od gradivnih elemenata saharoze, glavnog transportnog i
jednog od glavnih metaboli¢kih Secera, i nema posebnog znacaja u procesima klijanja
semena zitarica (Lewis et al., 2000). Hibridi razli¢ito reaguju na najvecu koncentraciju
24-EBL-a, kada je u pitanju sadrzaj glukoze i fruktoze u plumuli i radikuli. Koli¢ina
glukoze 1 fruktoze je znatno veca u radikuli hibrida ZP 704 pri najviSoj koncentraciji,

dok je situacija obrnuta u slucaju hibrida ZP 434.

Glukoza ne samo da predstavlja primarni supstrat u disanju (Noctor and Foyer,
1998), ve¢ je i osnovni monomer pri sintezi skroba (Komor, 2000; Geiger et al., 2000) i
saharoze (Komor, 2000), a njena transformacija u fruktozu i obratno putem razli¢itih
formi enzima invertaze (Ribaut, 2006) predstavlja osnovnu determinantu preraspodele
asimilata izmedu biljnih organa. Nadeno je i da (Slika 17) kod klijanaca hibrida ZP 434
sadrzaj glukoze raste u radikulama tretiranim 24-EBL koncentracija 5.2 X 10?2 i 5.2 X
10> M, u odnosu na kontrolne uzorke, dok je kod semenskog ostatka (RoS) situacija

obrnuta.
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Slika 17. Uticaj 24-EBL-a od (a) do (d) na sadrzaj glukoze i fruktoze (X osa predstavlja

koncentracioni gradijent 24-EBL-a)

Saharoza je glavni transportni Seéer u floemu velike vecine visih biljaka
(Giaquinta, 1983; Komor, 2000), kao i jedan od privremenih skladi$nih Secera u vakuoli
¢elije, ali se njena sinteza odvija u citosolu mezofila lista (Hellmann et al., 2000).
Posmatrajuci sadrzaj saharoze (Slika 18), moze se zakljuciti da je sadrzaj iste veciiu
plumuli 1 u radikuli u odnosu na RoS, §to ukazuje na koriSéenje saharoze pri izduzivanju

delova klijanaca oba hibrida. Najvise koncentracije saharoze su uoCene pri
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koncentracijama 24-EBL-a od 5.2x107" do 5.2x10°%, posmatrajuéi plumulu hibrida ZP
704, dok radikula istog hibrida ima visok sadrzaj saharoze pri svim koncentracijama
osim 5.2x107 M i kontrolnim uzorcima. Posmatraju¢i hibrid ZP 434, dolazi do naglog
pada sadrzaja saharoze u plumuli, kada su u pitanju egzogeno dodate koncentracije 24-

EBL-a 0od 5.2x10°do 5.2x107 M.

Analizom sadrzaja disaharida u uzorcima oba ispitivana hibrida, zapaza se da je
saharoza prisutna u najvec¢oj koncentraciji, §to objaSnjava 1 visok sadrzaj molekula
glukoze i fruktoze (monosaharida koji grade molekul saharoze) u ovim uzorcima, dok je
najmanje zastupljen disahard melibioza (Slika 24). Sadrzaj arabinoze u uzorcima
plumule hibrida ZP 704 tretiranih koncentracijom 24-EBL-a od 5.2x10° do 5.2x10%°
M je veéi u odnosu na kontrolni uzorak. Arabinoza ulazi u sastav biopolimera
hemiceluloze i pektina, koji uCestvuju u izgradnji celijskog zida biljaka. Povecan

sadrzaj ovog Secera u pomenutim uzorcima utice na bolji rast biljke.

U slucaju hibrida ZP434 arabinoza je zastupljena u najvecoj koncentraciji u
kontrolnom uzorku ostatka semena dok se u plumuli i radikuli gubi (0osim u sluéaju
uzoraka tretiranih sa koncentracijom 24-EBL-a od 5.2x10), ukazujuéi na ¢injenicu da

24-EBL ima inhibitorno dejstvo na sadrzaj arabinoze u hibridu ZP 434.

Povecavanjem koncentracije 24-EBL-a, dolazi i do povecanja sadrzaja arabinoze
U plumulama hibrida ZP 704, dok je slucaj obrnut kod hibrida ZP 434, sve do
koncentracije 24-EBL-a od 5.2x10° M. Pri najvis§im koncentracijama 24-EBL-a, moZe se
zapaziti da je sadrZaj arabinoze veoma nizak u plumulama hibrida ZP 704, dok to nije
slucaj za hibrid ZP 434. Takode, zapaza se 1 da je najveci sadrzaj arabinoze u RoS kod

hibrida ZP434, dok kod hibrida ZP 704 to nije slucaj.
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Slika 18. Uticaj 24-EBL-a od (a) do (d) na sadrzaj saharoze i arabinoze (X 0sa
predstavlja koncentracioni gradijent 24-EBL-a).

Zapaza se da tretman klijanaca hibrida ZP 704 razli¢itim koncentracijama 24-
EBL-a ima vrlo neravnomeran uticaj na sadrzaj sorbitola u plumulama i radikulama tih
klijanaca, dok je sadrzaj tog Secernog alkohola veoma nizak u ostatku semena tih
Klijanaca (Slika 19). Nasuprot tome, tretman klijanaca ZP 434 razli¢itim

koncentracijama 24-EBL, osim tretmana najvisom (5.2x107 M) i najnizom (5.2x107%
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M) koncentracijom 24-EBL dovodi do znacajne akumulacije sorbitola u ostatku semena
i plumulama klijanaca ovog hibrida, dok tretmani 24-EBL-om koncentracija 5.2x10! i
5.2x10° M deluju supresivno na sadrzaj ovog $eéernog alkohola u radikulama ZP 434
(Slika 19).

Uoceno je da da tretman klijanaca ZP 704 24-EBL-om nizih primenjenih
koncentracija (od 5.2x10% do 5.2x10*' M) uveéava sadrzaj trehaloze u ostatku
semena, odnosno kontrolnih uzoraka, pri ¢emu je sadrzaj tog Sefera u uzorcima
tretiranim najvisim koncentracijama 24-EBL (5.2x107° i 5.2x107 M) priblizno isti
onom kod kontrolnih klijanaca (Slika 19). Slican trend promene sadrzaja trehaloze pod
uticajem 24-EBL se zapaza i u ostatku semena klijanaca ZP 434 (Slika 19).

Pri tretmanu 24-EBL-om klijanaca hibrida ZP 704, zapazamo da je sadrzaj ovog
protektivnog $ecera u plumuli i radikuli ovih klinanaca veéi u odnosu na kontrolu, sve
do tretmana visokim koncentracijama (5.2x10°i 5.2x107 M) 24-EBL-a, gde je sadrzaj
trehaloze bio priblizno slican kontroli. To nije bio sluc¢aj kod plumula i radikula
klijanaca ZP 434, jer je sve do tretmana 24-EBL-om visokih koncentracija (5.2x107 i
5.2x107 M) sadrzaj trehaloze nizi od kontrole, tj. situacija je obrnuta U odnosu na
klijanace hibrida ZP 704 (Slika 19).
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Slika 19. Uticaj 24-EBL-a od (a) do (d) na sadrzaj sorbitola i trehaloze. (X osa predstavlja
koncentracioni gradijent 24-EBL-a)

Primeceno je (Slika 20) da najviSe galaktitola ima u plumuli hibrida ZP 704,
tretiranog nizim koncentracijama 24-EBL-a, dok je kod hibrida ZP 434 potpuno obrnuta
situacija. Kod hibrida ZP 434, zapaza se linearan rast sadrzaja galaktitola kada sa
povecanjem koncentracije 24-EBL-a, kada je u pitanju radikula. Zapazamo da je sadrzaj
rafinoze u plumulama i radikulama oba hibrida tretiranih 24-EBL-om, pocev od

koncentracije od 5.2x10"® M, pa ka vi§im, generalno gledano visi u odnosu na sadrzaj
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tog Secera u istim organima kontrolnih klijanaca, dok se taj efekat na sadrzaj rafinoze u
ostatku semena oba hibrida primecuje tek pri tretmanu najviSim koncentracijama

(5.2x107°i 5.2x10" M) 24-EBL-a.
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Slika 20. Uticaj 24-EBL-a od (a) do (d) na sadrzaj rafinoze i galaktitola. (X osa
predstavlja koncentracioni gradijent 24-EBL-a)

Na osnovu Slike 21 se uocava da je koncentracija riboze znatno veéa kod klijanaca
hibrida ZP 434 nego kod hibrida ZP 704. Kod hibrida ZP 434 na visokim
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koncentracijama 24-EBI-a dolazi do zna¢ajnog povecéanja koncentracije riboze. Koli¢ina
riboze je kod oba ispitivana hibrida najmanja u ostatku semena. Kod hibrida ZP 704
uocava se da povecanjem koncentracije 24-EBL-a, od kontrole do 5.2 x 10" dolazi do
linearnog povecanja koncentracije izmaltoze u plumuli. Koli¢ina izomaltoze kod hibrida
ZP 434 je znacajno manja nego kod hibrida ZP 704. Maksimalan zabelezen sadrzaj je
oko 150 mg kg u ostatku semena pri tretmanu od 5.2 x 108, dok kod hibrida ZP 704
sadrzaj iznosi i preko 2000 mg kg™*.
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Slika 21. Uticaj 24-EBL-a od (a) do (d) na sadrzaj riboze i izomaltoze. (X osa predstavlja
koncentracioni gradijent 24-EBL-a)
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Najzastupljeniji trisaharid u uzorcima hibrida ZP 704 i semenu hibrida ZP 434 je
izomaltotrioza (Slika 22), dok je u uzorcima plumule i radikule hibrida ZP434
najzastupljenija rafinoza (Slika 20). Kao i za druge ispitivane Seéere i kod
izomaltotrioze se uocava razlika u koli¢ini kod dva ispitivana hibrida. Kod hibrida ZP
434 se uocava znatno veca koncentracija ovog Secera u ostatku semena u odnosu na
plumulu i radikulu. Kod hibrida ZP 704, u plumuli dolazi do linearnog rasta sadrzaja
Secera sa povecanom koncentracijom 24-EBL-a, dok je na najviSoj koncentraciji 24-

EBL-a veoma niska koli¢ina ovog Secera.
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Slika 22. Uticaj 24-EBL-a od (a) do (d) na sadrzaj izomaltotrioze i maltoze. (X osa
predstavlja koncentracioni gradijent 24-EBL-a)
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Maltoza se u ispitivanim uzorcima plumule i radikule nalazi u znatno manjim
koli¢inama u odnosu na RoS, posmatrajuc¢i oba isptivana hibrida. Kod hibrida ZP 434,
na najvisoj koncentraciji 24-EBL-a se uo€ava u ostatku semena najveca koncentracija
ovog $ecera. Pokazano je i da je na niskim koncentracijama 24-EBL-a od 5.2 x 10 do
5.2 x 10 M zabeleZen nizak sadrzaj maltoze u radikuli. Visok sadrZaj u ostatku
semena govori o znacaju maltoze kao rezervnog Secera u semenu (Simpson and Naylor,
1962).

Pri analizi sadrzaja SeCera maltotrioze nalazimo da u plumulama klijanaca
hibrida ZP 704 postoji neravnomeran uticaj tretmana 24-EBL-om razlicitih
koncentracija, $to je slucaj i kod plumula klijanaca ZP 434 (Slika 23). U slu¢aju
radikula klijanaca ZP 704, po¢ev od tretmana 24-EBL-om 5.2 x 1033 M, pa ka vig§im
koncentracijama, sadrzaj ovog Secera je iznad sadrzaja kod kontrolnih klijanaca, dok se
takva pojava deSava kod radikula klijanaca ZP 434 tek pri najviSim koncentracijama 24-
EBL (5.2 x 10° i 5.2 x 107 M), $to vazi i za slucaj sadrzaja maltotrioze u ostatku
semena (Slika 23).

Kod hibrida ZP704, uocava se trend linearnog rasta sadrzaja ksiloze, osim na
najviSoj koncentraciji 24-EBL-a, gde dolazi do znacajnog smanjenja sadrzaja u plumuli.
Kod radikule se za isti hibrid ne uo¢ava zna€ajna promena u sadrzaju ovog Secera pri
razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a. Takode, uoceno je da na nizim koncentracijama
24-EBL-a ima najviSe ksiloze u ostatku semena kod hibrida ZP 434, u odnosu na

ostatak semena tretiranih viSim koncentracijama 24-EBL-a.
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Slika 23. Uticaj 24-EBL-a od (a) do (d) na sadrzaj maltotrioze i ksiloze. (X osa

predstavlja koncentracioni gradijent 24-EBL-a)

Najveci sadrzaj melibioze je pronaden kod hibrida ZP 704, pri egzogeno dodatoj
koncentraciji 24-EBL-a od 5.2 x 10° M. Sve koncentracije dodatog 24-EBL-a su imale
znacajan uticaj na sadrzaj melibioze u svim delovima klijanca. Kada je u pitanju hibrid
ZP 434, sve egzogeno dodate koncentracije 24-EBL-a su imale znacajan uticaj na

sadrzaj melibioze u svim delovima klijanca. Posmatraju¢i hibrid ZP 434, najveci sadrzaj
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panoze moze se uociti pri najvisoj koncentraciji egzogeno dodatog 24-EBL-a. Takode,
primecuje se 1 da je sadrzaj panoze znatno visi u plumuli hibrida ZP 704 u odnosu na ZP

434, posmatrajuéi sve koncentracije dodatog 24-EBL-a 0sim 5.2 x 10° M.
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Slika 24. Uticaj 24-EBL-a od (a) do (d) na sadrzaj melibioze i panoze. (X osa predstavlja
koncentracioni gradijent 24-EBL-a)

Tretman klijanaca kukuruza 24-EBL-om, povisava sadrzaj ramnoze u
plumulama i radikulama hibrida ZP 704 (od 5.2 x 107, pa do 5.2 x 10 M) i ZP 434
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(0d 5.2 x 10'%°, pa do 5.2 x 107" M) (Slika 25). Zapaza se i da je sadrZaj ramnoze mnogo
vi$i u delovima klijanaca hibrida ZP 434, nego kod hibrida ZP 704.

Manoza kod hibrida ZP 704 ima linearan rast sadrzaja sa povecanjem
koncentracije 24-EBL-a u plumuli, gde je i veéa koli¢ina ovog Secera u odnosu na
radikulu. Kod hibrida ZP 434 uocava se nagli porast sadrzaja manoze u radikuli pri
koncentracijama 24-EBL-a od 5.2 x10°. Posmatrajué¢i sadrzaj ramnoze, uocava se

znatno visi sadrzaj ovog Secera u hibridu ZP 704 u odnosu na hibrid ZP 434.
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Slika 25. Uticaj 24-EBL-a od (a) do (d) na sadrzaj ramnoze i manoze. (X osa predstavlja

koncentracioni gradijent 24-EBL-a)
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4.6 Uticaj 24-EBL-a na sadrzaj hemijskih elementa u delovima klijanaca

U slucaju hibrida ZP 704, moze se zakljuciti da sve koncentracije 24-EBL-a
uticu na preraspodelu cinka i mangana. Klijanci kukuruza tretirani nizim
koncentracijama 24-EBL-a, su imali smanjen sadrzaj cinka u plumuli dok je u ostalim
delovima klijanca sadrzaj bio izjednaten. Ovo moze biti jedan od razloga slabijeg
rastenja klijanaca hibrida ZP 704 tretiranog razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a.
Slucaj je obrnut kod hibrida ZP 434 pa bi se to moglo smatrati razlogom povecane
biomase rastucih tkiva (Pearson and Rengel, 1994). Koli¢ine mangana u radikuli
kontrolnih klijanaca i klijanaca tretiranih razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a su bile
ujednacene, dok su ostali delovi klijanca bili podlozniji uticaju fitohormona. Bakar ulazi
u sastavni deo enzima citohrom oksidaze koja ima vaznu ulogu u procesu celijskog
disanja (Neskovi¢ et al., 2010). Zapazeno je da je doslo do povecanja u produkciji
biomase kod Kklijanaca Brassica juncea, u sluc¢aju kada su semena bila pred tretirana
razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a (5.2 x 1077, 5.2 x 10°°, 5.2 x 101! M), i izlozena
povecanim koncentracijama bakra (Sharma and Bhardwaj 2007). U slucaju najnize
ispitivane koncentracije 24-EBL-a (5.2 x 107%°), (Tabela 9) ocigledno je blokiranje
distribucije bakra i ovi podaci bi mogli da znace da bi biljke kukuruza tretirane 24-EBL-
om mogle da dostignu optimalan rast na podruc¢ju zagadenom bakrom. Iz literature je
poznato da razli¢ite koncentracije 24-EBL-a mogu smanjiti toksi¢ni efekat kadmijuma
(Hayat et al., 2007). U sluc¢aju klijanaca tretiranih najnizim koncentacijama 24-EBL-a,
moze se zakljuciti da su hrom i nikl blokirani u semenu, dok je kadmijum delimi¢no
ograni¢en na seme, a delimi¢no distribuiran u plumulu. Sli¢an inhibitorni efekat
brasinosteroida na usvajanje nikla je takode primecen i opisan u literaturi (Sharma et al.,
2008). Iz ovih nalaza o redistribuciji visoko toksi¢nih elemenata na nivou klijanca,
moze se zakljuditi da kukuruz tretiran razli¢itim, uglavnom niskim (5.2 x 10°%
koncentracijama 24-EBL-a, moze preziveti podrucja zagadena teSkim metalima.
Molibden je visoko mobilan element kroz razli¢ita biljna tkiva (Bittner, 2014) i ta
¢injenica moze biti jedan od razloga zaSto koncentracije molibdena nisu znacajno
promenjene u svim delovima klijanaca tretiranim razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a.
Iz Tabele 9 se takode moze zakljuciti da 24-EBL ne utie na sadrzaj magnezijuma u

klijancima.
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Tabela 9. Uticaj razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na sadrZaj hemijskih elemenata (mg kg*) u delovima klijanca hibrida ZP

Koncentracija 24- Mn Na 7021 Cu Cr Ni
EBL-a ZP 704

';ﬁj”rgl‘fl': 3.1%40.65 109.5%+11.3 9803175 50.7°+7.90 5.83+0.68 0.33%£0.04
-9 Plumula 2.5%+0.26 101.5%+13.9 86.3°+13.3 3.27°+0.49 0.67°+0.01 0.26%+0.04
-12 Plumula 2.7%+0.07 90.1%48.2 58.9°+6.2 1.99°+0.20 0.31°+0.08 0.13°+0.02
-15 Plumula 1.8°+0.09 82.2°+10.6 51.7°+3.6 1.43+0.3 0.17°+0.02 0.04°+0.00
Kontrola radikula 1.8°+0.2 137.1%+13.9 407.6°+46.6 23.26+2.8 2.42°%+0.46 0.26°+0.01
-9 Radikula 2.3°+0.29 162.2%+16.3 82.4°+5.2 2.45°+0.07 0.57°+0.07 0.13°+0.02
-12 Radikula 3.8%+0.36 155.3%+32.8 67.2°+6.1 2.71°+0.41 0.45°+0.05 2.28%+0.02
-15 Radikula 2.5°+0.5 144.4°+6.8 47.0°+9.3 1.86"+0.18 0.38°+0.06 0.28°+0.06
Kontrola RoS 2.9°+0.37 194.3%+45.2 80.7%+12.3 4.29°+0.95 1.09°+0.07 0.39°+0.07
-9 RoS 4.740.32 108.94°+9.0 77.6%2.5 2.54°°+0.29 0.43%+0.03 0.18°+0.04
-12 RoS 5.5%+0.38 113.2°+12.0 50.2°+6.3 3.57%+0.17 2.78%+0.20 1.51%+0.18
-15 RoS 5.6°+0.48 64.2°+2.6 57.1°+4.2 1.78°+0.27 2.17°+0.12 1.97%+0.38

Vrednosti pracene istim slovom nisu statisti¢ki zna¢ajno razli¢ite (P<0.05) prema Takijevom (Tukey’s) HSD testu.
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Tabela 9. (Nastavak) Uticaj razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na sadrzaj hemijskih elemenata (mg kg™) u delovima klijanca
hibrida ZP 704.

Koncentracija Cd Mo Mg Fe K P
24-EBL-a ZP 704
Kontrola
olumula 0.28%+0.02  0.07%+0.02  252.9%+38.25  33.23%+2.08  1746.77%+234.45 631.53°+54.04
-9Plumula  0.21%+0.06  0.07°#0.01  285.3%+32.31 10.73°+2.0 1756.40°+127.2 2362.07°+186.99
12 Plumula  0.17°#0.01  0.06%#0.01  230.5®+20.01  23.13°+6.04  1272.73°+110.53 1982.87°+109.65
-15Plumula  0.14°#0.06  0.06*%0.01  207.5°+15.38  0.00%:0.00 1358.13%°+79.74 2015.63°+97.0
Kontrola
dikla 0.21%40.01  0.05°+0.01  116.5°%14.70  3.13°+0.06 1588.23°+149.81 1431.63°+24.93
-9 Radikula 0.14°+0.01  0.04°#0.01  236.5%#2550  11.23°#1.66  3199.23%+662.92 3064.97%+228.25
-12 Radikula ~ 0.22%#0.03  0.08+0.01  174.5°#26.40  60.50°%+7.98  1995.53"+211.39  1772.23%°+115.08
-15 Radikula ~ 0.23%0.04  0.04°+0.01  131.2%°+12.19  27.47°+852  1974.9°+382.91 1968.70°+162.03
KontrolaRoS ~ 0.23°+0.07  0.06°+0.02  429.5°+73.88  30.70°+2.92 598.20°°+78.86 946.70%+144.55
-9 RoS 0.30°+0.08  0.08°+0.01  752.3%#59.22  25.20°42.01  1137.33%4219.46  5424.70°+507.12
-12 RoS 0.69%+0.24  0.12+0.02  761.5%+146.63  121.9%+10.6  1004.53%+217.52  4564.70°+139.34
-15 RoS 0.17°+0.03  0.09%°+0.01  501.3%+99.8  57.73°+1.58 448.03°+76.31 3194.97°+172.56

Vrednosti pracene istim slovom nisu statisticki znacajno razli¢ite (P<0.05) prema Takijevom (Tukey’s) HSD testu.
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Tabela 10. Uticaj razligitih koncentracija 24-EBL-a na sadrZaj hemijskih elemenata (mg kg™) u delovima klijanca hibrida ZP

434,

Koncentracija 24- Mn Na Zn Cu Cr Ni

EBL-a ZP 434
Kontrola

Slumula 3.94°+039  351.41°#31.00  312.80%t18.03  21.52+2.31 2.047£0.09 0.75%+0.10
-9 Plumula 2.88°+0.59  374.52426.86  98.31°+16.78 3.59°+0.16 0.47b+0.03  0.75%+0.01
-12Plumula 328%+016  286.59°+6.06  78.73°+1.25 3.18+0.10 0.42°+0.01 0.85%0.14
-15 Plumula 2.72°+0.09  207.41°42159  68.21°+9.58 2.49°+0.19 0.21°+0.01 0.66°+0.02
Kontrolaradikula 1 964028  427.06°+43.73  209.96*+27.54  12.58%+0.92 1.32%40.04 0.75%+0.04
-9 Radikula 1514011  250.96°435.42  54.92°+4.36like  2.33°+0.05 0.32°+0.02 0.66°+0.05
-12 Radikula 1.82+027  710.01492.93  61.83°+10.94 2.65°+0.09 0.21°40.01 0.72240.17
-15Radikula 1344013 265.12%+27.25  56.83°+8.05 224012 0.29%:0.05  0.53a£0.05
KontrolaRoS 44424052  154.57°421.06  97.53%5.48 4.55°+0.49 0.69°+0.02  0.68%+0.10
-9 RoS 4124055  209.02°430.69  71.08°+5.25 2.77°+0.16 0.43°+0.03 0.79°+0.07
-12 RoS 464°+030  162.89%+8.04 5919541  2.45'+0.03 0.32°40.06  0.72%0.04
-15R0S 4154016  146.68°+4.18  52.75+2.23 1.93%+0.06 0.17%+0.02 0.59°+0.05

Vrednosti pracene istim slovom nisu statisticki znac¢ajno razlicite (P<0.05) prema Takijevom (Tukey’s) HSD testu.



Tabela 10. (Nastavak) Uticaj razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na sadrzaj hemijskih elemenata (mg kg™) u delovima klijanca
hibrida ZP 434.

Koncentracija Cd Mo Mg Fe K P
24-EBL-a ZP 434
Kontrola
o1umula <0.05 0.1240.03  277.47°+14.89  13.33%+0.51 979.70°+108.4 770.03%+64.01
-9 Plumula <0.05 0.142+0.01  268.04%+29.10  13.27%+1.01  1412.83*+89.44 350.07°+44.64
-12 Plumula <0.05 0.15%+0.02  227.75+26.36  5.97°+0.81 1334.4%+94.81 212.80°+18.56
-15 Plumula <0.05 0.13%+0.03  240.8%+19.56  6.17°+0.46  1214.80%+157.26 213.07°+20.21
Kontrola
odikula <0.05 0.13%+0.01  123.13%+11.16  1.07%0.15 1185.5"+257.74 282.73"+53.81
-9 Radikula <0.05 0.10%+0.02  114.81%+11.19  17.77°+0.96  1761.33%+104.01 225.93%+73.95
-12 Radikula <0.05 0.14%40.02  131.09%#19.39  8.93°+1.25  1435.63%+133.35 131.63°+27.53
-15 Radikula <0.05 0.12a+0.03  106.87%+6.69  20.83%+1.61  1428.77%+97.90 104.27°+12.20
Kontrola RoS <0.05 0.13'+0.01  609.61%+38.76  11.23%+1.07  714.70°+166.48 1090.73%+100.15
-9RoS <0.05 0.17%40.01  569.32%+58.61  0.00+0.00  482.20+122.39 411.97°+16.14
-12 RoS <0.05 0.15%+0.01  619.1%499.53  3.77°+0.06  450.73%+179.43 381.03"+36.84
-15RoS <0.05 0.13°+0.01  549.93%+46.54  11.03%+0.35 326.70°+54.31 316.43+8.82

Vrednosti pracene istim slovom nisu statisti¢ki znacajno razli¢ite (P<0.05) prema Takijevom (Tukey’s) HSD testu.



Molibden ima bitnu ulogu u mehanizmu asimilacije azota kao kofaktor nitrat
reduktaze, vaznog enzima u procesu transformacije neorganske forme nitrata usvojenog
iz zemlje. | molibden i mangan su veoma znacajni u procesu fotosintetske foto-
oksidacije vode (Marschner, 1995). 1z rezultata se moze zakljuciti da hemijski elementi
kao Sto je mangan, natrijum, nikl, molibden 1 magnezijum nisu znatno promenjeni u
odnosu na kontrolu, pod uticajem razli¢itih koncentracija 24-EBL-a (Tabela 10), dok je

ovaj fitohormon delimi¢no uticao na koncentraciju cinka u ispitivanim klijancima.

Rezultati pokazuju da je redistribucija bitnih hemijskih elemenata ostala
delimi¢no nepromenjena dok su potencijalno toksi¢ni elementi ostali blokirani pre
ulaska u vitalne delove biljke, sto bi moglo biti od velikog znaCaja za bolje rastenje 1
zaStitu kukuruza u uslovima moguce povecane koncentracije teSkih metala u zemljiStu.
Kao potvrda ove pretpostavke bi moglo da posluzi i1 izduzivanje plumule kod klijanca,
na koju su nize koncentracije 24-EBL-a imale stimulatorni efekat dok je biomasa
radikule ostala u granicama kontrolnih uzoraka (Tabela 6). Tretman klijanaca oba
ispitivana hibrida sa razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a utice na smanjenje bakra u
vitalnim delovima klijanca (Tabela 9 i 10), tako da se moze predpostaviti da 24-EBL
ima pozitivan efekat u smislu izbegavanja potencijalnih toksi¢nih efekata nastalih

prilikom nagomilavanja u delovima klijanca kukuruza.

Transport natrijuma tokom slanog stresa je jo§S uvek nedovoljno proucen ali
istrazivanja sugeriSu da odredene biljke imaju komparmente za skladiStenje toksi¢nih
koli¢ina natrijuma. Verovatno da ovaj fenomen pomaze biljkama u prevazilazenju stresa
soli (Britto and Kronzucker, 2015). Uzimaju¢i u obzir ¢injenicu da 24-EBL uti¢e na
nagomilavanje natrijuma u korenu klijanaca, pogotovu u slucaju hibrida ZP 704 (Tabela
9), i nesto manje ali ipak dovoljno kod hibrida ZP 434, moze se predpostaviti da klijanci
tretirani nizim koncentracijama 24-EBL-a mogu imati vece Sanse za da se razviju u
normalnu biljku u uslovima slanog stresa (Anuradha and Rao, 2003). 24-EBL u niZim
koncentracijama takode uti¢e na redistribuciju bakra i hroma u slu¢aju hibrida ZP 434
(Tabela 10), i ova cinjenica bi mogla da se iskoristi kao bitan parametar pri izboru
pravog tipa hemijskih tretmana koji bi pomogli u prevazilazenju nepovoljnih uticaja

stresa toksi¢nim elementima u zagadenom podrucju.
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lako ispitivanja vezana za distribiciju hemijskih elemenata nisu sprovedena u
ogledima sa gajenjem biljaka u zemljanom supstratu, rezultati jasno pokazuju da niske
koncentracije 24-EBL-a, uti¢u na distribuciju teskih metala u vitalne delove klijanca na
samom pocetku rastenja. Ovi rezultati, zajedno sa gore pomenutom literaturom,
impliciraju da je 24-EBL ukljucen u zastitu bilja od stresa toksi¢énim elementima (Hayat
and Ahmad, 2010) i da bi kukuruz tertian razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a mogao

biti koriS¢en na mestima zagadenim teSkim metalima.

Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da je klijavost ostala relativno stabilna za slucaju
oba hibrida (Slika 11), zajedno sa vi$im rastom klijanaca (u slu¢aju hibrida ZP 704), u
poredenju sa kontrolom, kao i dokaz da nije doslo do distribucije potencijalno toksi¢nih
hemijskih elemenata u vitalne delove klijanca, kandiduje ove hibride tretirane 24-EBL-

om, za gajenje na zagadenom zemljistu.

Kukuruz poseduje veliku biomasu (Semencenko et al., 2013), tako da cak i
minimalne promene u usvajanju hemijskih elemenata mogu rezultovati u eliminaciji
toksicnih elemenata iz zagadenog podrucja. Posmatraju¢i hibride ZP 704 1 ZP 434,
moze se zakljuciti da pod uticajem 24-EBL-a dolazi do smanjene distribucije toksi¢nih
elemenata unutar klijanaca i da ih to ¢ini pogodnim za rastenje na zagadenom podrucju,

ali ih upravo taj razlog ne ¢ini pogodnima za fitoremedijaciju zagadenog zemljista.

4.7 Odredivanje polifenolnog profila ekstrakata klijanaca kukuruza

4.7.1 Optimizacija metode za ekstrakciju polifenola

U ovoj doktorskoj disertaciji je analiziran i polifenolni profil hibrida kukuruza
ZP 434 i ZP 704. Analizirano je 24 uzorka, 9 uzoraka plumule za ceo koncentracioni
opseg 24-EBL-a, 1 uzorak radikule sa koncentracijom 24-EBL-a od 5.2 x 10™** M, kao i
kontrolni uzorci koji nisu tretirani 24-EBL-om, uporedo za oba hibrida. Analizirani

ekstrakti klijanaca prikazani su u Tabeli 11.
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Tabela 11. Brojevi analiziranih ekstrakata klijanaca.

Redni broj ZP434 Redni broj ZP704

1 K\1 plumula 13 K\2 plumula

2 107\ 1 plumula 14 107\ 2 plumula

3 108\ 1 plumula 15 1078\ 2 plumula

4 107°\ 1 plumula 16 107°\ 2 plumula

5 101°\ 1 plumula 17 1071%\ 2 plumula
6 1071\ 1 plumula 18 1071\ 2 plumula
7 10712\ 1 plumula 19 10712\ 2 plumula
8 10783\ 1 plumula 20 1072\ 2 plumula
9 107\ 1 plumula 21 1071\ 2 plumula
10 107\ 1 plumula 22 107\ 2 plumula
11 K\1 radikula 23 K\2 radikula

12 107"\ 1 radikula 24 1071\ 1 radikula

S obzirom na nepostojanje standardne metode za ekstrakciju polifenola iz
osetljivih uzoraka kao §to su delovi klijanaca kukuruza, istrazivanje je obuhvatilo
optimizaciju metode ekstrakcije polifenola, njihovo razdvajanje i identifikaciju
primenom  visoko-efikasne  tankoslojne  hromatografije, obradu  dobijenih

hromatografskih slika i multivarijantnu analizu podataka.

Izolovanje polifenola iz klijanaca. U cilju odredivanja metode kojom bi se izolovala
najveca koli¢ina polifenola iz klijanaca, uzorci su tretirani prema postupcima
navedenim u eksperimentalnom delu. Optimizacija metode za ekstrakciju polifenola
radena je na uzorcima semena kukuruza koja su bila tretirana koncentracijom 24-EBL-a
0d 5.2 x 10> M, paralelno za oba hibrida.
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Pripremljeni uzorci su potom analizirani pomo¢u HPTLC-a primenom
hromatografskih uslova za odredivanje polifenola u uzorcima hrane, opisanim u
literaturi (Leticia et al., 2011; De la Parra et al., 2007). Smesa toluen : etil-acetat :
mravlja kiselina kori$¢ena je kao mobilna faza za analizu flavonoida, dok je sistem etil
acetat : mravlja kiselina : siréetna kiselina : voda koris¢en za fenolne kiseline. Na Slici
26. prikazani su hromatogrami ekstrakata dva semena hibrida kukuruza pripremljenih
prema prethodno opisanim postupcima. Utvrdeno je da se optimalni rezultati, koji
podrazumevaju najve¢i broj hromatografskih zona za oba hibrida 1 obe klase
polifenolnih jedinjenja, dobijaju primenom prve metode. U tom smislu, dalje su
pripremljeni uzorci plumule i radikule za ceo koncentracioni opseg 24-EBL-a, kao i

kontrolne uzorke, prema odabranom postupku.

b

Slika 26. Hromatogrami klijanaca, a) hromatografski sistem 1, b) hromatografski sistem
2. Hromatogrami 1-6 (s leva na desno): hibrid 434, postupci ekstrakcije 1-6,

hromatogrami 7-12 (s leva na desno): hibrid 704, postupci ektrakcije 1-6.
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4.7.2 HPTLC polifenolni profili ekstrakata kukuruza

Polifenolni profili analiziranih uzoraka klijanaca dobijeni su primenom visoko-
efikasne tankoslojne hromatografije. HPTLC uslovi su optimizovani u cilju §to boljeg
razdvajanja slabo, srednje i veoma polarnih fenolnih jedinjenja. Primenjena su dva
razli¢ita hromatografska sistema (HS), HS1 za manje polarnu frakciju i HS2 za srednje i
veoma polarnu frakciju, koji predstavljaju modifikaciju uslova prethodno opisanih u
literaturi (Leticia et al., 2011; De la Parra et al., 2007)

Hromatogrami dobijeni primenom HS1 prikazani su na Slici 27. Utvrdeno je
postojanje velikog broja polarnijih jedinjenja koja se jace adsorbuju na povrsini silika
gela. Pored toga, nepolarniji flavonoidi kao Sto su flavonoli, flavanoni 1 izoflavonoidi se
pojavljuju se na ve¢im Rr vrednostima kao narandzaste, plave i zelene zone. Takode,

polifenolni profili uzoraka plumule i radikule su sli¢ni.

b

Slika 27. Hromatogrami dobijeni primenom HS1, a) uzorci 2-10, 1, 11,12, b) uzorci 14-
22,13, 23, 24.
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U cilju boljeg definisanja hromatografskog profila polarnijih jedinjenja prisutnih
u ekstraktima klijanaca, primenjen je drugi sistem koji je sadrzavao mobilnu fazu vece
elucione moc¢i. Hromatogrami koji su dobijeni primenom HS2 su prikazani na Slici 28.
Koris¢enjem mobilne faze relativno velike elucione moc¢i omoguceno je razdvajanje
srednje 1 jako polarnih komponenata, uglavnom polarnijih fenolnih kiselina, kao $to su
hlorogena, galna i elaginska kiselina, kao i razli¢itih flavonoid aglikona, apigenina,
kvercetina, kempferola i drugih glikozida (Milosavljevi¢, 1994). Na hromatogramima
ekstrakata plumule dominira jedna plavo obojena zona na Rr vrednosti izmedu 0.4 1 0.5,
kao i nekoliko manje intenzivnih plavih i narandzastih zona na nizim Rr vrednostima.
Takode, sadrzaj polarnijih komponenata se znacajno razlikuje u uzorcima plumule i

radikule. Hromatogrami ekstrakata radikule gotovo da ne sadrze pomenuta jedinjenja.

b

Slika 28. Hromatogrami dobijeni primenom HS2, a) uzorci 2-10, 1, 11,12, b) uzorci 14-
22, 13, 23, 24.
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U cilju dalje analize dobijenih rezultata uradena je multivarijantna analiza slike,
kao i Kklasifikaciona metoda-Analiza glavnih komponenata (Principal Component
Analysis — PCA). Dobijeni hromatogrami sacuvani su kao slike koje su potom obradene

primenom programa Image J (http://imagej.nih.gov/ij/, ver. 1.47q, Rasband W. National

Institutes of Health saglasno proceduri koja je objavljena u literaturi (Leticia et al.,

2011). Podaci su potom eksportovani za dalju hemometrijsku obradu.

Iz Slike 29. moze se videti da hromatogrami ekstrakata klijanaca sadrze zone
razli¢itih boja. Kako bi se povecala selektivnost i razlikovanje jedinjenja na osnovu boje
nakon hromatografskog razvijanja, svaka slika je podeljena na tri kanala, crveni, zeleni i
plavi. Na taj nacin, polifenolna jedinjenja iz klijanaca, koja nisu dovoljno razdvojena ali
daju zone razli¢itih boja pod vidljivom svetloS¢u, mogu biti preciznije definisana
koriS¢enjem odgovarajuc¢eg kanala. Primenom ovog postupka dobija se grafik sa jasno
definisanim granicama izmedu pikova, $to dovodi do manjih greSaka u proceni oblasti
ispod pikova koji se preklapaju. Na ovaj nacin, od svakog hromatograma u boji dobijaju
se nova tri, za svaki od kanala, u sivoj skali. Grafik zavisnosti intenziteta sive boje od
Rr vrednosti dobijen za kontrolni uzorak plumule hibrida ZP434, za sva tri kanala i oba

hromatografska sistema, prikazan je na Slici 29.
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Slika 29. Polifenolni profil kontrolnog uzorka plumule hibrida ZP434, za sva tri kanala
dobijen primenom a) HS2, b) HS1.

Na osnovu dobijenih grafika, za dalju analizu izabrani su rezultati dobijeni

koriS¢enjem zelenog kanala za HS2, odnosno plavog kanala za HS1 zbog jasnije
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definisanih pikova, veéeg broja pikova, kao i veceg intenziteta u odnosu na preostala
dva kanala. Uporedivanjem polifenolnih profila kontrolnog uzorka plumule sa
kontrolnim uzorkom radikule, utvrdeno je postojanje znacajne razlike u sadrzaju
polifenolnih jedinjenja kada se razvijanje hromatograma vrsi koris¢enjem HS2 (Slika 30
(@)), za razliku od HS1 koji daje gotovo identi¢ne profile (Slika 30 (b)). Ovo ukazuje na
¢injenicu da uzorci radikule ne sadrze polarnija jedinjenja kao Sto su fenolne kiseline,
aglikone 1 glikozide, dok je sadrzaj nepolarnijih flavonoida gotovo identi¢an. Takode,
utvrdeno je da ne postoji razlika u sadrzaju polifenola u kontrolnom uzorku radikule i

uzorku radikule tretiranom 24-EBL-om (Slika 30 (c) i (d)).
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Slika 30. Polifenolni profil kontrolnih uzoraka plumule i radikule hibrida ZP434 dobijen
primenom a) HS2, b) HS1, polifenolni profil kontrolnog uzorka radikule i uzorka
radikule tretiranog 24-EBL-om koncentracije 5.2 x 102! dobijen primenom c) HS2, d)
HS1.

Kod uzoraka plumule tretiranih 24-EBL-om koncentracije 5.2 x 107 i 5.2 x 108,
uocava se nizi sadrzaj polifenola u odnosu na kontrolni uzorak. Uzorci tretirani nizim

koncentracijama 24-EBL-a 5.2 x 10® do 5.2 x 10™® pokazuju polifenolni profil sli¢an
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kontrolnom uzorku plumule ukazujuéi na ¢injenicu da visoke koncentracije 24-EBL-a
imaju inhibiran efekat na sadrzaj polifenola. Ovakav trend uocava se u oba
hromatografska sistema. Grafici zavisnosti intenziteta boje od Rr vrednosti dobijeni za
uzorke plumule hibrida ZP 434, za ceo koncentracioni opseg 24-EBL-a i oba

hromatografska sistema, prikazan je na Slici 31.
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Slika 31. Polifenolni profil plumule uzoraka ZP434 tretiranih 24-EBL-om koncentracija
107-10*° M i kontrolnog uzorka dobijenih primenom a) HS2, b) HS1.

Grafik zavisnosti intenziteta boje od Rr vrednosti dobijen za kontrolni uzorak
plumule hibrida ZP 704, za sva tri kanala i oba hromatografska sistema, prikazan je na
Slici 32. Na osnovu dobijenih grafika, za dalju analizu izabrani su rezultati plavog
kanala za oba hromatogrfska sistema zbog jasnije definisanih pikova, veceg broja

pikova, kao i veceg intenziteta u odnosu na preostala dva kanala.
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Slika 32. Polifenolni profil kontrolnog uzorka plumule hibrida ZP 704, za sva tri kanala
dobijen primenom a) HS1, b) HS2
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Uporedivanjem polifenolnih profila kontrolnog uzorka plumule sa kontrolnim
uzorkom radikule, nije utvrdeno postojanje znacajne razlike u sadrzaju polifenolnih
jedinjenja kada se razvijanje hromatograma vrsi koris¢enjem HS1 (Slika 33 (a)), za
razliku od HS2 (Slika 33 (b)) koji ukazuje na Cinjenicu da uzorci plumule sadrze
polarnija jedinjenja kao Sto su fenolne kiseline, aglikone 1 glikozide, dok je sadrzaj
nepolarnijih flavonoida gotovo identican. Takode, utvrdeno je da ne postoji razlika u
sadrzaju polifenola u kontrolnom uzorku radikule i uzorku radikule tretiranom 24-EBL-
om (Slika 33 (c) i (d)).
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Slika 33. Polifenolni profil kontrolnih uzoraka plumule (K_P) i radikule (K_R) hibrida
ZP704 dobijen primenom a) HS1, b) HS2, polifenolni profil kontrolnog uzorka radikule
i uzorka radikule tretiranog 24-EBL-om koncentracije 5.2 x 10! (R_10?!) dobijen
primenom c¢) HS1, d) HS2
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Kod uzorka plumule tretiranog 24-EBL-om u koncentraciji od 5.2 x 10
uocava se najnizi sadrzaj polifenola, dok se za uzorak plumule sa koncentracijom 24-
EBL-a od 5.2 x 10 dobija profil koji pokazuje najveéi sadrzaj plofenolnih jedinjenja.
Kontrolni uzorak, kao i uzorci plumule sa ostalim koncentracijama hormona se nalaze
izmedu ovih grani¢nih vrednosti. Ovakav trend uoCen je kod oba primenjena

hromatografska sistema.

Grafici zavisnosti intenziteta boje od Rr vrednosti dobijeni za uzorke plumule
hibrida ZP704, za ceo koncentracioni opseg 24-EBL-a i oba hromatografska sistema, su

prikazani na Slici 34.
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Slika 34. Polifenolni profil plumule uzoraka hibrida ZP704 tretiranih fitohormonima
koncentracija 0d5.2 x 10" do 5.2 x 10" mmol i kontrolnog uzorka dobijenih primenom
a) HS1, b) HS2.

U cilju utvrdivanja postojanja razlike izmedu dva hibrida, uradena je analiza
glavnih komponenata na podatke dobijene za HS2. Matrica podataka sastojala se od 24
objekta (ispitivanih uzoraka) i 452 varijable. Varijable predstavljaju intenzitete u
pikselima duz 452 duge linije. Varijable predstavljaju intenzitete sive boje u pikselima

u svakoj tacki hromatograma od mesta nanoSenja do fronta rastvaraca.

Dobijeni PCA model sastoji se od cetiri glavne komponente kojima se

objasnjava 96.40% ukupnog varijabiliteta medu podacima. Prva glavna komponenta

101



obuhvata 58.85% varijabiliteta, dok kumulativna varijansa objasnjena pomocu prve dve
komponente iznosi 83.35%. Uzajamne projekcije zbirova latentnih varijabli, za prve dve
glavne komponente, prikazane su na Slici 35.
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Slika 35. Analiza glavnih komponenata primenjena na podatke dobijene za HS2.

Na grafiku se mogu uociti dva klastera koji odgovaraju uzorcima dva genotipa
ukazujuéi na cCinjenicu da se isti mogu razlikovati prema sadrzaju polifenolnih
jedinjenja. Unutar svakog hibrida, uzorci radikule formiraju podklaster udaljen u odnosu
na uzorke plumule. Takode, uzorci plumule ZP 434 hibrida sa koncentracijom 24-EBL-

a0d 5.2 x107i5.2 x 108 su izdvojeni u odnosu na ostale uzorke iz iste serije.
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4.8 Odredivanje fenolnog profila kukuruza primenom masene spektrometrije
visoke rezolucije

4.8.1 ldentifikacija fenolnih jedinjenja

Poredenjem sa masenim spektrima standarda identifikovani su galna,
protokatehinska kiselina i rutin. Dok je identifikacija ostalih jedinjenja, u nedostatku
standarda vrSena poredenjem tatne mase [M-H]  deprotonovanog molekula i
predvidenog mehanizma fragmentacije sa literaturnim podacima. Na taj nacin u

analiziranim uzorcima kukuruza je identifikovano ukupno 19 fenolnih jedinjenja.

Identifikovana jedinjenja sa retencionim vremenima, srednjim vrednostima
monoizotopskih masa, srednjim vrednostima izraCunatih masa i masenim fragmentima

su prikazana u Tabeli 12.

Identifikacija fenolnih kiselina i njihovih derivata. Analizom dobijenih masenih
spektara, uoceno je da identifikovane fenolne kiseline i njihovi derivati (Tabela 12)
pokazuju isti put fragmentacije koji podrazumeva gubitak molekula CO2. p—kumarinska
kiselina ima deprotonovan [M—H]™ molekulski jon na 163 m/z i [M—H—CO2] produkt
jon na m/z 119. Estri fenolnih kiselina fragmentiSu se raskidanjem estarske veze izmedu
alkohola i fenolnih kiselina, pri ¢emu nastaje fragment na m/z 191 (Jedinjenje 3.). Pored
toga postoji mogucnost gubitka molekula H20, S§to je slucaj kod protokatehinske
kiseline, pri ¢emu nastaje fragment na m/z 135 ili gubitka metil grupe (ferulinska
kiselina). Fragmentacije derivata cimetne kiseline (9, 10) su opisane u literaturi
(Parveen et al., 2004). Hemijske strukture identifikovanih fenolnih kiselina su
predstavljene u nastavku (Tabela 12 i 13).

Ferulinska kiselina (4-metoksi-3-hidroksi-cinaminska kiselina) je identifikovana
u svim analiziranim uzorcima kukuruza, Sto potvrduje ¢injenicu da je najzastupljenija
fenolna kiselina kod biljaka koje pripadaju familiji trava. Zitarice su posebno bogate

ovim jedinjenjem, gde se moze naci kao slobodna ili u obliku estara vezanih u ¢elijskom

zidu (Rouau et al., 2003; Leticia et al., 2009).
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Tabela 12. Strukturne formule fenolnih kiselina (derivata cimetne kiseline)

Skelet osnovnog jedinjenja

Broj pika Jedinjenje R1 R2 Rs

1 Ferulinska kiselina OCHS3 OH OH

2 p-Koumarinska OH H OH
kiselina

3 Hlorogenska OH OH 0~ OH
kiselina ,EET

9 2-O-Feruloil OH OCHBs ,COH
hidroksicinaminska —& /55t
kiselina “coum

10 2-O-Kafeoil OH OH oz
hidroksicinaminska 3¢ OoH
kiselina “cogH

11 3-O- Feruloil OH OCHs 0 on
kininska kiselina ?_,..o..

12 4- H OCHs OH
Metoksicinaminska
kiselina

13 3.4.5-Trimetoksi- OCHz3 OCHzs OH
cinaminska
kiselina

14 Cinarin OH OH "’-\}_ 1

-o—ffl “‘\;ﬁ -;}_\
‘\:\’%ﬁn_{’\ ,>—
J}_r{— L0

Acil-p-D-glukozid ¢
sinapinske kiseline HO

15 OCHs OCH3 ,ﬁ/

HO 0
HO
HO |
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Tabela 13. Strukturne formule fenolnih kiselina (derivati benzoeve kiseline)

P . P Fa. :R'
Skelet osnovnog jedinjenja :—-.;
R—<  —COOH
\__/
R/
Broj pika Jedinjenje R1 R2 Rs3 R4
4 Protokatehinska H OH OH H
Kiselina
5 Vanilinska H OCHs OH H
Kiselina
6 Galna kiselina H OH OH OH
7 Gentizinska OH H OH H
kiselina
8 4- H H OH H
Hidroksibenzoeva
Kiselina

Identifikacija flavonoida. Kod odredivanja flavonoida u negativnom modu, najéesce se
dobijaju fragmenti koji nastaju gubitkom funkcionalnih grupa, kao sto su H20, CO,
C2H20 i COz2. Metilovani ili metoksilovani flavonoidi su karakteristi¢ni po gubitku CHs
grupe. Metilovani ili metoksilovani flavonoidi su karakteristi¢ni po gubitku CHs grupe.
Na osnovu toga, moze se reci da su za analizu puta fragmentacije flavonoida najkorisniji

oni fragmenti koji nastaju u retro-Dils-Alder-ovoj (RDA) reakciji.

Ma et al., su predlozili na¢in za identifikaciju fragmentacionog puta flavonoida
u negativnom jonizacionom modu, tako §to su tri prstena u flavanskoj strukturi obelezili
sa A, B, i C, a dobijene RDA fragmente sa [ WA] i ["B]". Veze na C prstenu su
obelezene brojevima od 0 do 4, radi lakSeg numerisanja fragmenata. Tako, na primer,
[*3A]” fragmentacioni jon koji nastaje prilikom RDA fragmentacije nesupstituisanih

flavona, flavonola, flavanona, i flavanonola iznosi 151 m/z.

Kaempferid pripada grupi flavonola, u masenim spektrima daje fragmente na
m/z 284 i m/z 243, koji nastaju gubitkom CHs grupe i CO-CO grupe. Rutin ili
kvercetin-3-O-rutinozid, je flavonol-O-glikozid koji je takode identifikovan preko

standarda. Analizom masenog spektra rutina dobijen je [M—H]— molekulski jon na 609
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m/z i fragmentacioni jon na 301 m/z, koji odgovara masi kvercetina
([M—H-rutinozid]") (Brolis et al., 1998).

Flavonolni diglikozidi kao $to je kaempferol-7-O-neohesperidozid (kaempferol-
ramnozil-(al1—2)-glukozid) i kaempferol-3-rutinozid (kaempferol-ramnozil-(al—6)-
glukozid imaju istu molekulsku masu (594). Razlika je samo u polozaju Secerne jedinice

I tipu glikozidne veze izmedu dva molekula monosaharida.

Tabela 14. Strukturne formule flavonida identifikovanih u uzorcima kukuruza.

Skelet osnovnog
jedinjenja _ /JR/R

Broj Jedinjenje R1 Rz Rs R4 Rs
pika
16 Kaempferid OH OH OH H OCHs
17 Tangeritin OCHs OCHs H H OCHs
18 Rutin OH OH OH OH OH
\0 HO ) OH
o]
Ho$&#
OH OH
19 Kempferol- OH OH 0 H OH
o - o
Rutinozid oo ¢%% %

U uzorcima plumule hibrida ZP 434 identifikovana su jedinjenja 1, 4, 5, 9, 10,
11, 12, 14, 16, 18 1 19, dok je u radikuli potvrdeno prisustvo jedinjenja 1, 2, 5, 6, 7, 8,
12, 13 i 14. U uzorcima hibrida ZP 704 identifikovan je manji broj fenolnih jedinjenja.
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Za plumulu su karakteristicna jedinjenja 1, 3 i 15, dok su u radikuli pronadena

jedinjenja 1, 141 17 (Tabela 15).

Tabela 15. Fenolna jedinjenja identifikovana u uzorcima kukuruza upotrebom UHPLC-

LTQ OrbiTrap MS/MS.

Bro Identifikovana tr Izracunat Nadena A Fragmentacija Reference

j jedinjenja (min)  amasa, masa,[M-  Pp

Pik [M-H]~ H]- m

a

Fenolne kiseline i njihovi derivati

1 Ferulinska 7.03 193.05008 193.0408 145 178 [M-H-CH3J, 36. 37
kiselina 149 [M-H-CO2]-

2 p-Kumarinska 6.67 163.03952 163.03934 1.1 119 [M-H-CO2] 46
kiselina

3 Hlorogena 531 353.08726  353.08615 3.14 191 [C7H1106]" 45
kiselina

4 Protokatehinska  4.66 153.01878 153.01884 - 135 [M—H-H207", 35.47
kiselina 0.39 109 [M-H-CO2]~

5 Vanilinska 5.92 167.03443 167.03423 1.20 123 [M-H-CO2] 48
kiselina

6 Galna kiselina 5.96 169.01370 169.0136  0.59 125 [M-H-CO2] 47

7 Gentizinska 4.66 153.01878 153.01897 - 109 [M-H-CO2] 35
kiselina 1.24

8 4- 55 137.02387 137.02391 - 93 [M—H-CO2] 48
Hidroksibenzoe 0.29
va kiselina

9 2-O-Feruloil 5.82 383.06144 383.06070 1.93 189 [M—H-ferulinska kis]' 35
hidroksicimetna 171[M-H-ferulinska kis—
kiselina H207], 127 [M—H-ferulinska

kis— H20-CO2],

10 2-O-Kafeoil 4.88 369.04579 369.04480 2.68 207 [M—H-kafeoil] -, 189 45.35
hidroksicimetna [M-H-kafeinska kiselina] -,
kiselina 127 [ M—kafeinska kiselina—

H20- CO2]-

11 3-0- Feruloil 6.39 367.10291 367.10168 3.35 173 [M-H-kininska 35
kininska kiselina]’
kiselina

12 4- 9.15 177.05517 150.117 35
Metoksicimetna 177.05505 0.68
kiselina

13 3,4,5- 6.48 237.0763 24 163.119 35
Trimetoksi- 237.07573
cimetna kiselina

14 Cinarin 7.61 515.11895 515.11975 - 353 [M—H-CgH703] -

15 Acil-B-D- 6.86 385.11347 385.11246 155 267 48
glukozid 2.63
sinapinske
kiseline

Flavonoli

16 Kaempferid 9.56 299.05556 299.05475 2.71 284 [M-H-CH3], 243 [M- 46

H-2CO]-

Flavoni

17 Tangeritin 9.15 371.11308 371.11215 2.51 43

Glikozidi

18 Rutin 6.47 609.14556  609.14374 2.99 301 [M-H-rutinozid] 47

19 Kempferol-3-O-  6.84 593.15064 593.14893 2.88 285[M-H-rutinozid]~ 44
Rutinozid
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4.9 Uticaj brasinosteroida na sadrzaj reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i reaktivnih

azotnih vrsta

Slike 36 i 37 prikazuju uticaj razlicitih koncentracija 24-EBL-a na formiranje
reaktivnih kiseoni¢nih 1 azotnih vrsta u klijjancima hibrida ZP 434. Slobodni radikali su
atomi, molekuli ili joni koji sadrze barem jedan nespareni elektron u spoljnom
elektronskom omotacu, zbog c¢ega su oni vrlo reaktivni, nestabilni i imaju visok
energetski potencijal. Jedan ili viSe nesparenih elektrona znace slobodnu i vrlo
nestabilnu valencu, zbog ¢ega se slobodni radikali vezu za molekule sa kojima dolaze u
kontakt, posebno za proteine, lipide i njima bogate biomolekulske strukture. Pritom
dolazi do lancanih reakcija i brojnih ostec¢enja celija koje na taj nacin brze stare i ulaze u

degenerativne procese (Mc Cord, 2000).

U zivim organizmima, nivo slobodnih radikala i ostalih reaktivnih vrsta
kontrolisan je od strane kompleksnog sistema antioksidativne odbrane koji smanjuje

ostecenje biomolekula (Halliwell and Gutteridge, 2006).

U Slici 36 ukupna povrsina ispod sva tri pika srazmerna je koncentraciji spinske
probe u uzorku (a obrnuto srazmerna koli¢ini slobodnoradikalskih vrsta koje se generisu
u uzorku). Nadeno je (Slika 37) da razliite koncentracije 24-EBL-a imaju razli¢it uticaj
sa sadrzaj ROS-a i RNS-a. Visi EPR signal predstavlja manju ukupnu koli¢inu ROS-a i
RNS-a.

Posmatraju¢i hibrid ZP 434, moze se primetiti da nize koncentracije 24-EBL-a
uti¢u na povecanje ukupne koli¢ine ROS-a i RNS-a, dok je pri vis$im koncentracijama
24-EBL-a, koli¢ina ROS-a i RNS-a smanjena. Takode se moze primetiti da je najmanje

ROS-a i RNS-a detektovano u uzorcima koji nisu tretirani 24-EBL-om.

Hibrid ZP 704 reaguje razli¢ito u odnosu na hibrid ZP 434, kada je u pitanju
koli¢ina ROS-a i RNS-a. Najnize koli¢ine su takode primecene pri kontrolnim urorcima,

dok su niske koncentracije primeéene i kod koncentracije 24-EBL-a 0od 5.2 1073,
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Slika 36. Uticaj razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na sadrzaj ROS-a i RNS-a. Slika

predstavlja oc¢itavanje rezultata dobijenih u programu za obradu EPR signala “Eleana”

(http://larida.pl/eleana/). X osa (B) predstavlja jac¢inu magnetnog polja (Gaus).

1t 9 i

tracija 2:

Slika 37. Uticaj razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na ukupan sadrzaj ROS-a i RNS-au
klijancima kukuruza hibrida ZP 704 i ZP 434. Rezultati predstavljaju vrednosti u

programu “Excel”, prethodno ocitanih u program “Eleana”.
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4.10 Uticaj 24-EBL na procese dehidratacije u zavisnosti od sadrZaja Secera i

minerala u klijancima

Slike 17, 18, 19 i 20 prikazuju vrednosti sadrzaja vaznih Sefera u procesu
dehidratacije ispitivanih klijanaca podvrgnutih razli¢itim koncentracijama 24-EBL- a
(5.2 x10°, 5.2 x10*2 i 5.2 x10%) i kontrolne uzorke. Medu ispitivanim saharidima
(Slika 17 do 20), sadrzaj sorbitola je najnizi, nezavisno od koncentracije 24 EBL-a, ¢ak
1 u slucaju kontrolnih uzoraka. Velike promene u sadrzaju sorbitola nisu uocene, tako da
variranje koncentracije 24-EBL-a nema znacajnijeg uticaja. Posmatraju¢i ZP 434 hibrid,
najveci sadrzaj trehaloze je bio uo¢en u RoS u kontrolnom uzorku, u RoS pri najnizoj
koncentraciji 24-EBL-a, i takode u radikuli i plumuli pri najvisoj koncentraciji 24-EBL-
a. Uzimajuéi u obzir gore navedene Cinjenice, pretpostavka je da 24-EBL moze
unaprediti vodeni status ukoliko je sistem pod stresom soli, i da utiCe na prisustvo

esencijalnih minerala.

Poredenjem prikazanih rezultata za hibrid ZP 434 sa rezultatima za hibrid ZP
704 (Slika 21), moze se videti da je najveci sadrzaj trehaloze identifikovan u kontrolnim
uzorcima RoS, u svim delovima klijanca, za najnizu koncentraciju 24-EBL-a. Sve
vrednosti sadrZaja trehaloze su viSe u svim delovima klijanaca u hibridu ZP 704, od
sadrzaja u hibridu ZP 434 (Slika 21) Izdvojen efekat trehaloze se mozZe pripisati
formiranju veza sa membranama ili sposobnoS¢u da modifikuje solvatacioni sloj
proteina. Trehaloza zauzima minimalno 2.5 puta vec¢u zapreminu od fruktoze i glukoze.
Stoga, zbog njene velike hidratacione zapremine, trehaloza moze zameniti vise
molekula vode od fruktoze i glukoze (Sola-Penna and Meyer-Fernandes, 1998). 1z gore
navedenih razloga, trehaloza moze imati veliki uticaj na termalnu aktivaciju pri
dehidratacionom procesu i takode se moze zakljuciti da moZe imati uticaja na mogucu

promenu reakcionog mehanizma tokom dehidratacionog i termalnog stresa.

S druge strane, velike promene u sadrzaju ostalih Secera kao $to su glukoza,
fruktoza 1 saharoza, se mogu uociti za sve delove klijanaca tretirane svim
koncentracijama 24-EBL-a, i kontrolne uzorke za oba hibrida (Slika 17 i 18) Kao $to se
moze videti za plumulu, a i za radikulu, sadrzaj glukoze i fruktoze je veliki za oba

hibrida u odnosu na ostale Secere (Slika 17 do Slika 20), sto ima direktan uticaj na
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sadrzaj saharoze. Veoma visok sadrzaj saharoze je identifikovan u plumuli oba hibrida,
posebno na koncentraciji 24-EBL-a od 5.2 x107? (Slika 18). Visi sadrzaj saharoze je
neophodan u procesu imbibicije 1 u procesu tolerancije na suSu. Porast u sadrZaju
saharoze u radikuli i plumuli (Slika 18) je verovatno posledica uticaja saharoze na
razvoj embriona, Sto se u rezultatima poklapa sa pocetnim stadijumima tolerancije

semena na desikaciju.

Tabele 9 i 10 pokazuju sadrZzaj najvaznijih minerala u procesu dehidratacije,
ukljucujuéi sve delove klijanaca na ispitivanim koncentracijama 24-EBL-a (5.2 x107°,
5.2 x10%2, 5.2 x101%) i kontrolne uzorke klijanaca. 1z date analize elemenata mozemo
videti da sadrzaj (nezavisno od uticaja 24-EBL-a) Fe, K i P visi za hibrid ZP 704 od
sadrzaja u hibridu ZP 434. Moze se videti da je za sve kontrolne uzorke, nezavisno od
koncentracije, sadrzaj Fe viSi za hibrid ZP 704 od hibrida ZP 434 za sve delove
klijanaca. Ipak, najvisi sadrzaj Fe (Tabela 9) je identifikovan pri koncentraciji 24-EBL-a
od 5.2 x10*2 za ZP 704. Na najnizoj koncentraciji za plumulu u okviru hibrida ZP 704,
nivo gvozda je ispod detekcione granice identifikacije, a isti fenomen se zapaza i za
RoS pri najvi$oj ispitivanoj koncentraciji 24-EBL-a (5.2 x107®) za hibrid ZP 434. Ove
promene u nivou gvozda, posebno za hibrid ZP 434, mogu se pripisati inhibiciji rastenja
delova klijanaca, Sto se javlja pri ogranicenom sadrzaju fosfora (Tabela 10) i mogu biti
pripisane regulatornom mehanizmu fosforilacije. Naime, inhibicija moze biti pripisana
toksicnim efektima gvozda koje verovatno nije viSe u kompleksnom sistemu sa
fosfatom, ¢ime je poveéan individualni uticaj i biodostupnost fosfora (Celik et al.,
2009). Na osnovu rezultata, moze se zakljuciti da 24-EBL viSe uti¢e na hibrid ZP 434 u
smanjenju toksi¢nih efekata gore navedenih elemenata (Tabela 10). Ovo smanjenje je
povezano sa manjim jonskim usvajanjem i porastom aktivnosti ATP-aze. Regulacija
aktivnosti H*-ATP-aze, ne samo sto omoguc¢ava usvajanje nutrijenata, ve¢ kontroliSe i
vodene flukseve, ¢ime indirektno utice na procese dehidratacije (Sze et al., 1999).
Najve¢i sadrzaj kalijuma je zapazen u radikuli za hibrid ZP 704, pri najvisoj
koncentraciji 24-EBL-a, ali sa zna¢ajnim opadanjem pri svim ostalim koncentracijama,
posmatrajuci oba hibrida (Tabela 9 1 10). Porast nivoa kalijuma moze dovesti do porasta
nivoa fenola, $to moze imati veliku ulogu pri odgovorima biljke na stres (Koch and
Mengel, 1974). Opadanje nivoa kalijuma u radikuli i plumuli (Tabela 9. i 10.), pri

kontrolnim uzorcima uzimajuci rezultate hibrida ZP 434 u poredenju sa hibridom ZP
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704, moze sniziti otpornost klijanaca hibrida ZP 434 prema stresu suSe. Odrzavanje
nivoa kalijuma je neophodno u procesima vezanim sa tolerancijom na susu. Iz Tabela 9
I 10, se moze zakljuciti da razli¢ite koncentracije 24-EBL-a uticu na promenu u sadrzaju
kalijuma u delovima klijanaca oba hibrida. Visi sadrzaj kalijuma u hibridu ZP 704, u
poredenju sa hibridom ZP 434 moze uticati na vlaZznost semena. Najvisi sadrzaj fosfora
je primecen u RoS hibrida ZP 704, pri koncentraciji od 5.2 x107°i5.2 x10? (Tabela 9).
Treba napomenuti da takvo povecanje fosfora u hibridima ZP 704 prati povecanje
kalijuma pri koncentraciji 24-EBL-a od 5.2 x10°i 5.2 x10*2, dok takve promene nisu
zabelezene za kontrolne uzorke. Poznato je da interakcija fosfora i vode moze povecati
akumulaciju suve materije i predstavlja pozitivan efekat interakcije vode i fosfora
(Galmes et al., 2007).

4.11 Analiza dehidratacionih krivi dobijenih iz izotermnih merenja

Iz Slike 38. se moze videti da za kontrolne uzorke hibrida ZP 434 uzorke,
vrednosti promena u masi, za radikulu, plumulu i RoS, pokazuju variranja i da te
promene nisu jednake. Najmanji gubitak u masi pokazuje RoS, §to nije slucaj za
plumulu i radikulu (Slika 38). Sve dehidratacione krive pokazuju brzi gubitak u masi u
prvih 60 sekundi od pocetka zagrevanja, prac¢eni periodom sporijim ali konstantnijim
gubitkom mase. Krive na najnizim temperaturama pokazuju najnizi gubitak u masi na
kraju 15min eksperimenta. Ovi uzorci zadrzavaju vecu koli¢inu vode od uzoraka
merenih na vis§im temperaturama (Slika 38 od (a) do (c)). Od svih razmatranih
slucajeva, plumula pokazuje najvisi stepen gubitka vode u odnosu na ostale delove
klijanca za hibrid ZP 434. Sa porastom temperature, sve dehidratacione krive za
posmatrani hibrid se pomeraju u oblasti kra¢ih vremenskih intervala, S$to je

karakteristi¢no za dehidratacione krive prouzrokovane termalnim stresom.

Sa druge strane, dehidratacione krive kontrolnih uzoraka vezane za hibrid ZP
704 pokazuju drugadije ponaSanje. Naime, dehidratacione krive za radikulu, plumulu i
RoS (Slika 38 od (d) do (f)), pokazuju veée varijacije u vrednostima preostale mase sa

promenom temperature.
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Slika 38. Gubitak mase (AT = 60 — 130°C) za procese dehidratacije kontrolnih uzoraka
hibrida ZP434 i ZP704 svih delova klijanaca: radikula ((a), (d)), plumula ((b), (e)), i

RoS ((c), (f)), redom.
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Ipak, za razliku od dehidratacionih krivi kontrolnih uzoraka za hibrid ZP 434,
aktuelne krive su mnogo strmije 1 vidi se da hibrid ZP 704 brze gubi vodu i to u prvih
60 sekundi, tako da se moze videti da se izuzetno brzi gubitak u masi dostize ve¢ u
prvih 45 sekundi od pocetka zagrevanja klijanaca. Na osnovu oblika dehidratacionih
krivi za oba hibrida, moZe se videti da je dostignuta kompletna dehidratacija.
Uravnotezavanje (saturacija) do konstantnosti mase se javlja na svakoj temperaturi,
ukazujuéi na to da ne postoje zaostale koli¢ine vode posle termickog tretmana klijanaca

u datim vremenskim intervalima.

Porede¢i ove dehidratacione krive sa Slikom 38., aktuelne dehidratacione krive
za oba hibrida se razlikuju u nagibima i brzini dehidratacije u razli¢itim vremenskim
periodima.Za hibrid ZP434, u slucaju radikule tretirane koncentracijom 24-EBL-a od
5.2 x 10° M (Slika 39 (a)) pokazuje najveée rastojanje izmedu dehidratacionih krivi,
gde se pri nanizoj temperaturi dogada najsporiji dehidratacioni proces u poredenju sa
ostalim dehidratacionim krivama na preostale dve nize koncentracije (Slika 39 (b) do
(c)). Ipak, posmatraju¢i koncentracione krive na niskim koncentracijama 24-EBL-a (5.2
x 102 M i 5.2 x 10%5 M), kada su radikula, plumula i RoS u pitanju (Slika 39 (b), (c),

(e), (f), (h) 1 (1)), moze se zakljuciti da pokazuju razli¢ito ponasanje od krivi na Slici 38.

Takode, primecuje se da su pri koncentraciji od 5.2 x 10"*2 M, dehidratacione
krive za radikulu i plumulu (Slika 39 (b) i (¢)) (osim u slu¢aju R0S)) na istom
odstojanju, Sto sugeriSe da se dehidratacioni procesi odigravaju istom brzinom. Moze se
primetiti da i za kontrolne uzorke dolazi do promena masa kao i u uzorcima tretiranim

24-EBL-om, s tim $to je to manje izrazeno za tretirane uzorke, osim u sluc¢aju RoS
(Slika 39 (g), (h) i (i)).

U svim posmatranim slucajevima, dehidratacioni proces se zavrSava u mnogo
kra¢em vremenskom periodu za hibrid ZP 704, u odnosu na hibrid ZP 434. Ipak, za
razliku od kontrolnih uzoraka hibrida ZP 434, Kklijanci tretirani bilo kojom
koncentracijom 24-EBL-a, su otporniji na procese dehidratacije. U slucaju radikule za
hibrid ZP 704, pri koncentraciji 5.2 x 102, Slika 39 (j) pokazuje ve¢e variranje
preostalih masa na viSim temperaturama, dok je dehidrataciona kriva plumule na 60°C,
pri istoj koncentraciji 24-EBL-a (Slika 39 (m)), najudaljenija od drugih dehidratacionih

krivi, ukazujuéi na znacajno variranje u njihovim brzinama dehidratacije.
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Slika 39. Gubitak mase (AT = 60 — 130°C) (a) do (r) za procese dehidratacije hibrida
ZP434 i ZP704 tretiranih razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a (5.2 x 10° M, 5.2 x 10°
12M, i 5.2 x 10 M), u svim delovima klijanaca.
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Pri nizim koncentracijama 24-EBL-a, stepen varijacije u ostacima mase raste
posmatrajuci delove klijanaca od radikule ka RoS (Slika 39 (k), (), (n), (0), (q) i (r)).
Najnizi gubitak mase je primecen pri najnizoj temperaturi (60°C) pri nizim
koncentracijama 24-EBL-a (5.2 x 10*2 M i 5.20 x 10" M), ukljucujuéi RoS (Slika 39
(@) i (r)).

Na osnovu ovih rezultata, ocigledno je da koncentracija 24-EBL-a uti¢e na
strmost dehidracionih krivi, a samim tim utiCe i1 na funkcionalnu zavisnost brzine
dehidratacije od reakcionog vremena na razli¢itim temperaturama (Brown and Galwey,

1989).

4.12 Analiza dehidratacionih reakcionih profila koji oslikavaju zavisnosti

prividne energije aktivacije (Ea) od stepena dehidratacije ()

Slika 40 (a) do (b) pokazuje variranje prividne energije aktivacije (Ea) od
stepena dehidratacije (o), za hibride klijanaca ispitivanih kukuruza, koris¢enjem

integralne i diferencijalne (FR) izokonverzione metode.

Na osnovu “grubog” posmatranja rezultata mozemo primetiti da zavisnost Ea —a,
za sve klijance posmatranih hibrida nije ista i pokazuje razli¢ito ponasanje, gde oblasti
konstantnosti vrednosti Ea ne zauzimaju iste regione. Na osnovu rezultata moze se
preliminarno zakljuciti da mehanizmi dehidratacionih procesa u posmatranim

Klijancima nisu isti.

Na pocetku procesa, u ranom stadijumu (do 25 % a) (Slika 40 (a) do (b)) (osim
za slucaj RoS hibrida ZP704 (Slika 40 (b))), u oba sistema, svi delovi klijanaca
pokazuju znacajnu osetljivost na termalni stres, tako da vrednost Ea raste. Ukoliko
posmatramo samo brojéane vrednosti za Ea (koje ne prelaze 20 kJ mol™? u sredisnejm
delu procesa), onda se moze zakljuciti da njihovi dehidratacioni putevi pokazuju sli¢ne
(ali ne identi¢ne) karakteristike. U tom slucaju se mogu ocekivati slicni mehanizmi
nakon uspostavljanja konstantnosti u vrednostima prividne Ea. Ipak, porast u
vrednostima prividne Ea u po¢etnom stadijumu procesa (izuzev za RoS hibrida ZP 704)

(Slika 40 (a) do (b)), sugeriSe da dehidratacija ne prati odreden specifican reakcioni
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model, odnosno da se za proces na osnovu prikazanih rezultata jos uvek ne moze re¢i da
li je usled dehidratacije kod klijanaca doslo do morfoloskih promena ili je u pitanju

uticaj sporednih hemijskih reakcija.

U sluc¢aju hibrida ZP 704 (Slika 40 (b)), za dehidratacione procese vezane za
radikulu i plumulu, javlja se trend pada vrednostiednosti prividne Ea sa porastom o na
pocetku procesa. Ovakav trend odgovara procesu koji ukljuuje dve reakcione oblasti.
Prva, sa brzim opadanjem vrednosti Ea (a0 < 0.10) 1 druga sa sporijim opadanjem
vrednosti Ea (0.10 < o < 0.25), (Slika 40 (b)). Ovo ponasanje pripada kompleksnoj

procesnoj shemi koja ukljucuje povratnu reakciju (Vyazovkin and Wight, 1997).

S obzirom na postojanje kompleksne reakcione sheme, ona obuhvata
reverzibilnu (povratnu) reakciju u jednom stupnju, a koja je zatim pra¢ena
ireverzibilnom (nepovratnom) reakcijom u sledeCem stupnju. Za takvu reakcionu
shemu, prividna energija aktivacije (koja predstavlja kompozitnu veli¢inu) je ograni¢ena
zbirom energije aktivacije (E) nepovratne reakcije i entalpije povratne reakcije, pri

niskim vrednostima a.

Pri niskim vrednostima o, mali deo molekula vode je nepovratno ispario iz
Klijanaca i to se odnosi na ireverzibilnu reakciju, a povratna reakcija se u klijancima
odnosi na mogucénost povratka vode na pocetne adsorpcione centre. Poslednje navedeno
ima endoternmi efekat koji je povezan sa entalpijom procesa kao termodinamic¢kom
velicinom. Medutim, sa porastom vrednosti a, energija aktivacije postaje ograni¢ena
samo energijom aktivacije ireverzibilne reakcije (visoko a), odnosno, dominiraju
reakcije isparavanja vode iz klijanaca, dok se udeo molekula vode ponovo adsorbovane

na pocetnim adsorpcionim centrima drasticno smanjuje.

Sa druge strane, za hibrid ZP 434, posmatrajuci sve delove klijanaca (Slika 40
(@)), oblik zavisnosti Ea- a pokazuje nesto drugaciji oblik na pocetku istog procesa.
Oblik Ea- o zavisnosti u ranom stadijumu dehidratacionog procesa za sve delove
klijanca (Slika 40 (a)), pokazuje prisustvo istovremenog pojavljivanja visestrukuh
slozenih reakcionih stupnjeva pracenih difuzijom (Vyazovkin and Wight, 1997). U tom
slu¢aju Ea vrednosti formiraju takav oblik krive da eksperimentalne tacke pokazuju
odstupanje, formirajuci krivu konkavnu prema gore (Slika 40 (a)). Samo ukoliko je

jedan od dva reakciona stupnja mnogo brzi od drugog, ukupnu brzinu dehidratacije
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odreduje najsporiji supanj i1 tada eksperimentalna vrednost prividne energije postaje
energija aktivacije aktuelnog stupnja (tj. Ea = Er je kineticki kontrolisan proces ili Ea =
Eb je difuziono kontrolisan proces, $to zavisi od odnosa konstanti brzina dva kineticka

rezima).

Reakcija sa viSom Ea vrednoséu za hibrid ZP 704 (Slika 40 (b)), tezi da ima
slabiju inerakciju sa reakcionom povrSinom i iz tog razloga ¢e imati uvecanu
pokretljivost koja se odrazava u vecoj entropiji. Ipak, visoka frekvencija vibracije
izmedu reakcione povrsine 1 molekula vode, ukazuje na jaku vezu, $to ukazuje na visu
Ea vrednost, $to se moZe uociti u slucaju svih delova klijanaca hibrida ZP 704, u

kasnijim stadijumima dehidratacionog procesa (o >0.7) (Slika 40 (a)).

Pocetni stadijumi dehidratacionih procesa su kompleksni 1 uklju¢uju nekoliko
reakcija sa razli¢itim zavisnostima od vremena. Ipak, za oba hibrida (Slika 40 (a) i (b)) ,
u oblastima u kojima je vrednost Ea priblizno konstantna (ZP 434 (kontrola), Slika 40
(a): a) Radikula: <Ea>int = 15.7 + 1.9 k] mol™?, <Ea>rr = 15.9 + 2.1 ki mol™ (za 0.20 < a
<0.90), b) Plumula: <Ea>int = 15.1 + 1.8 kJ mol™?, <Ea>rr = 15.3 + 2.0 kJ mol™ (za 0.30
<1 <0.90), ¢) ROS: <Ea>int = 8.4 + 1.9 ki mol™?, <Ea>rr = 8.6 + 2.1 k mol™ (za 0.25 <
o < 0.90); ZP 704 (kontrola), Slika 40 (b): a) Radikula: <Ea>mnt = 14.9 + 2.1 kJ mol?,
<Ea>rr = 15.1 £ 2.3 kJ mol™ (za 0.30 < a < 0.90), b) Plumula: <Ea>int = 13.9 + 2.0 kJ
mol?, <Ea>rr = 14.2 £ 2.2 k mol™ (za 0.25 < 0. < 0.90), ¢) RoS: <Ea>int = 14.9 + 2.2 kJ
mol?, <Ea>rr = 15.2 + 2.3 k] mol? (za 0.15 < a < 0.85)], za proces dehidratacije se
moze pretpostaviti da prati mehanizam koji se odvija u jednom stupnju i u tom slucaju
se eksperimentalni podaci mogu modelirati u cilju potpunog fizicko-hemijskog

objaSnjenja mehanizma dehidratacije.
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Slika 40. (a) do (b) variranje prividne energije aktivacije (Ea) od stepena dehidratacije
(o), za hibride klijanaca ispitivanih kukuruza, koris¢enjem integralne i diferenijalne

(FR) izokonverzione metode.
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Slika 41 (a) do (i) i (j) do (r), pokazuje variranje prividne energije aktivacije u
zavisnosti od stepena dehidratacije (Ea- o) za procese dehidratacije za sve delove
klijjanaca tretirane razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a, kori$¢enjem integralne i
diferencijalne (FR) izokonverzione metode. U posmatranim sluc¢ajevima, za klijance
tretirane razliCitm koncentracijama 24-EBL-a, njihove Ea — o zavisnosti pokazuju
variranje koje se razlikuje u odnosu na kontrolne uzorke (Slika 41 (a) i (b)) i pokazuju

specifi¢ne osobine u slucaju svih delova klijanaca.

Za hibride ZP 434, opadanje koncentracije 24-EBL-a dovodi do promena u Ea —
a zavisnostima za dehidratacioni proces radikule, dok srednje koncentracije od 5.2 x 10°
12 M odrzava vrednost Ea na najnizem nivou, za razliku od ostale dve koncentracije
(Slika 41 (a) do (c)). Variranje Ea — o je najmanje na najnizoj koncentraciji 24-EBL-a
pri dehidrataciji radikule. Sa druge strane, u slucaju hibrida ZP 704, variranje Ea — a je
nesto drugacije. Naime, radikula pokazuje gotovo identican oblik Ea — a zavisnosti na
svim koncentracijama 24-EBL-a (Slika 41 (j) do (1)), sli¢éno zavisnosti Ea sa a, u slu¢aju
radikule za kontrolni test (Slika 30 (b)). U tom smislu, prisustvo razli¢itih nivoa 24-

EBL-a ne uti¢e na dehidratacioni reakcioni profil radikule za hibrid ZP 704.

U slucaju plumule, prisustvo razli¢itih koncentracija 24-EBL-a (Slika 41 (m) i
(n)), stabilizuje vrednosti Ea u poredenju sa vrednostima u kontrolnim uzorcima (40
(b)). Prisustvo koncentracije 24-EBL-a od 5.20 x 10 M (Slika 41 (0)), dovodi do
porasta u vrednostima Ea na pocetku dehidratacionog procesa kao $to je to bio slucaj
kod kontrolnih uzoraka (Slika 40 (b)). Moze se zapaziti da koncentracija 24-EBL-a ima
najveci uticaj na promenu Ea — a profila za radikulu 1 plumulu kod hibrida ZP 434, a
isto tako i na Ea — o profil za plumulu u okviru hibrida ZP 704 pri koncentraciji od 5.2 x
10°Mi5.2 x 1012 M (Slika 41).
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Slika 41. (a) do (i) i (j) do (r), variranje prividne energije aktivacije od stepena
dehidratacije (Ea- o) za procese dehidratacije za sve delove klijanaca tretirane
razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a, koriS¢enjem integralne i1 diferencijalne (FR)
izokonverzione metode.
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Slika 42 pokazuje prose¢ne vrednosti prividne energije aktivacije, izraCunate
integralnom 1 diferencijalnom izokonverzionom metodom i ukljucuje sve delove

klijanaca, u o region kada vrednosti Ea pokazuju skoro identi¢ne vrednosti.

Poredeci dobijene rezultate za vrednosti Ea svih delova klijanaca oba hibrida sa
kontrolnim uzorcima (Slika 40 i 41), moze se zapaziti da su vrednosti veoma sli¢ne,
izuzev za radikulu u okviru hibrida ZP 434 na koncentraciji 24-EBL-a od 5.2 x 102 M
i za RoS hibrida ZP 434 na svim koncentracijama 24-EBL-a, u poredenju sa

vrednostima kontrolnih uzoraka (Slika 42).

Koncentracija od 5.2 x 102 M uti¢e na snizavanje energetske barijere za
oslobadanje vode iz sistema u slu¢aju radikule hibrida ZP 434, $to je suprotno od
konrolnih uzoraka. Imajuéi u vidu da je trehaloza najaktivniji ugljeni hidrat u ocuvanju
strukture 1 funkcije bioloskih sistema tokom dehidratacije (Sun and Davidson, 1998),
moze se zakljuCiti da je u sluCaju radikule hibrida ZP 434, Ea vrednost direktno
proporcionalna koncentraciji navedenog Secera (Slika 21). Vrednosti prividne Ea za

dehidrataciju rastu sa porastom koncentracije trehaloze u radikuli.

Kontrolni uzorak hibrida ZP 434 ima najnizi sadrzaj trehaloze (Slika 21) i
najnizu vrednost Ea, (Slika 40). Isto tako, u slu¢aju kontrolnih uzoraka OS za hibrid ZP
434, identifikovana vrednost Ea odgovara najnizem sadrzaju trehaloze. Trehaloza je
efektivni donor i akceptor vodoni¢nih veza i ima najve¢i potencijal medu disaharidima u
formiranju vodoni¢nih veza sa biomolekulima (Gaffney et al., 1988), pa se stoga moze
pretpostaviti da u slucaju ispitivanih hibrida trehaloza ima veliki uticaj na procese
dehidratacije. Takode, iz dobijenih rezultata se moze zakljuciti da niske koncentracije

24-EBL-a uti¢u na povecéanje sadrzaja trehaloze.

Uopsteno, prividna Ea predstavlja meru odgovora biljke na gubitak vode. Model
prividne energije aktivacije moze ispitati odgovor biljke na stres izazvan poviSenom
temperaturom i moze identifikovati relativnu osetljivost fizioloskih i biohemijskih
parametara u bioloskom sistemu. Prividna energija aktivacije se moze dovesti u vezu sa
razli¢itim faktorima koji uticu na procese dehidratacije i moze se koristiti za procenu

stresa (kao vremenska funkcija) u uslovima ve¢ narusenog vodenog balansa biljke.
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Slika 42. Prose¢ne vrednosti prividne energije aktivacije kontrolnih uzoraka (a) i (b),

izraCunate integralnom i diferencijalnom izokonverzionom metodom i ukljucuje sve

delove klijanaca, u a regiju kada vrednosti Ea pokazuju skoro identi¢ne vrednosti.
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4.13 Analiza krivih dobijenih metodom redukovanog vremena

Na Slici 43 su prikazane krive redukovanog vremena u cilju vizuelnog
prepoznavanja reakcionog mehanizma dehidratacije za kontolne uzorke oba hibrida. Za
sve delove klijanaca kod oba hibrida kukuruza (Slika 43 (a) do (c) i (d) do (f)),
eksperimentalni podaci na svim temperaturama (T = 60, 105 i 130°C) su izokineticki, §to
zapravo znaci da svi eksperimentalni podaci prate reakcioni mehanizam koji se odigrava
u jednom stupnju (mehanizam je oznacen sa simbolom F1 (Avrami-Erofeev model,
(Tabela 5)).

Iz ovih rezultata, za slucaj oba hibrida se moze zakljuciti da se dehidratacija
moze opisati procesom koji se odvija preko jednog reakcionog stupnja (A— B), Sto
ukljucuje prvostepeni mehanizam. Kriterijum za prihvatanje datog reakcionog modela
jeste “najbolja linearizacija” eksperimentalnih podataka, a to znaci postojanje najmanjeg
odstupanja eksperimentalne krive (t/toso) u poredenju sa teorijski izvedenim krivama
redukovanog vremena, a koje se mogu dobiti na bazi analiti¢ih oblika koriS¢enih

reakcionih modela (Tabela 5).

U posmatranom slucaju imamo trenutno formiranje velikog broja aktivnih
centara za desorpciju vode. Ovo vodi do jednodimenzionalnog desorpcionog procesa.
Pocetni gubitak vode se deSava na liniji difuzionog sloja sa prekusorskim molekulom,
§to moze dovesti do neznatnog povecanja u vrednostima Ea (Slika 40). U tom slucaju,
proces kontrolisan reakcijom prvog reda se moze pripisati gubitku prvog vodenog sloja

koji pripada strukturi meduslojeva od kojih je sistem sacinjen.
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Slika 43. Krive redukovanog vremena kontrolnih uzoraka od (a) do (f) za hibrid ZP 434

i hibrid ZP 704
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Na Slici 44 se mogu videti krive redukovanog vremena za sve koncentracije 24-
EBL-a, za hibride ZP 434 1 ZP 704. U sluc¢aju hibrida ZP 434, za dehidrataciju radikule
pri svim tretmanima razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a (Slika 44 (a) do (c)), proces
nije izokineticki jer postoje odstupanja od prethodno opisanih kontrolnih krivi, pri
koncentraciji 24-EBL-a od 5.2 x 10"*2 M. Za koncentraciju od 5.2 x 10° M i 5.2 x 105
M (Slika 44 (a) i (c)), proces dehidratacije je izokineticki na svim operativnim
temperaturama, kao i kontrolni uzorci. Kao $to se vidi na Slici 44. (b), na 60 i 105°C,
proces je kontrolisan reakcijama prvog reda, dok je na 130°C proces kontrolisan
difuzijom (Sun, 2002). Za dehidrataciju plumule (Slika 44 (d) do (f)), na
koncentracijama 24-EBL-a 0d 5.2 x 10° M i 5.2 x 10?2 M (Slika 44 (d) i (€)), proces se
odvija po modelu reakcije prvog reda (F1) na svim temperaturama, dok na najnizim
vrednostima koncentracije 24-EBL-a (Slika 44 (f)), vidi se prisustvo “meSovitog”
reakcionog modela tj., u posmatranom opsegu temperatura eksperimentalne tacke leze
izmedu modela reakcije prvog reda i modela reakcije na granicama faze sa sfernom
simetrijom (R3). Ipak, na osnovu ponasSanja eksperimentalnih tacaka sa promenom

temperature, moze se zakljuciti da dominira mehanizam reakcije na granicama faza.

Naime, za hibrid ZP 434, najosetljivija na dehidratacioni stres je radikula
tretirana koncentracijom 24-EBL-a od 5.2 x 10 M na 130°C je, dok je plumula
najosetljivija pri koncentraciji 24-EBL-a od 5.2 x 10°%* M.

U slucaju hibrida ZP 704 koncentracija hormona ne menja reakcioni mehanizam
kod klijanca tako da je ponasanje gotovo identicno sa kontrolnim uzorcima. Ipak,
posmatrajuc¢i procese u plumuli (Slika 44 (m) do (0)), moze se zapaziti da postoje
izvesne sekvencionalne promene u mehanizmu dehidratacije zavisno od nivoa

koncentracije 24-EBL-a.

Pri tretmanu 24-EBL-om u koncentraciji od 5.2 x 10° M sa promenom
temperature u opsegu od 60/105 do 130°C, moze se primetiti promena u reakcionom
stupnju iz reakcije prvog reda (hemijski kontrolisan proces), u difuzionu reakciju
(difuziono kontrolisan proces, Slika 44 (m)). Na koncentraciji 24-EBL-a od 5.2 x 102
M, promenom temperature u opsegu od 60/105 do 130°C, moze se primetiti promena u
mehanizmu dehidratacije iz dvodimenzionalno difuziono kontrolisanog procesa (D2) u

proces kontrolisan na granici faza sa sfernom simetrijom (Slika 44 (n)). Na osnovu
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dosadasnjih rezultata mogu se identifikovati tri reakciona mehanizma koja dominiraju u
procesu dehidratacije za klijance tretirane 24-EBL-om: 1) R3 model i F1 model 2) D2
model F1 model 3) F1 model (Slika 44 (p) do (r)).

Osetljivost radikule tretirane koncentracijama 24-EBL-a od 5.2 x 102 M je
verovatno povezana sa niskim sadrzajem trehaloze i fosfora (Slika 21, Tabela 9 i 10).
Plumula klijanaca tretiranih niskim koncentracijama 24-EBL-a 5.2 x 10> M pokazuje
vecu osetljivost koja moZe biti povezana sa nizim koncentracijama kalijuma i1 fosfora

(Wang et al., 2013) (Tabela 9 10).

S obzirom da se smatra da su zastitne uloge trehaloze i saharoze vezane za
interakciju sa vodom, moze se pretpostaviti da jaina vodoni¢nih veza igra znacajnu
ulogu u mehanizmu dehidratacije u slu¢aju radikule, posmatrajuc¢i koli¢ine trehaloze 1
saharoze. Na visokim temperaturama dolazi do raskidanja vodoni¢nih veza i pada
energije aktivacije na niske vrednosti (4.0 kJ mol™) (Tabela 5). Kada se temperatura
promeni sa 105 na 130°C, izgleda da trehaloza ne uspeva da zameni vodu u sistemu
dovoljno brzo, voda ostaje slobodna i difuzionim mehanizmom dolazi do isparavanja
kroz dvodimenzionalni sloj. Vise koncentracije disaharida rezultuju u sporijoj difuziji,
dok viSe temperature izazivaju brze procese difuzije (Ekdawi-Sever et al., 2003). S
druge strane, istrazivanja su pokazala da se mnogi elementi, a posebno fosfor mogu

vezati za povecanje otpornosti na susu (Singh et al., 2000).

U okviru hibrida ZP 704, u slucaju radikule na svim koncentracijama i svim
temperaturama (Slika 44 (j) do (1)), moze se pretpostaviti da reakcioni mehanizam
ukljuCuje podjednaku verovatno¢u =za aktiviranjem aktivnih hemijskih grupa
biomolekula tokom kompletnog procesa dehidratacije, koji moze ukljucivati ,,meSoviti‘

(dva ili viSe mehanizama) reakcioni mehanizam.

U sluc€aju plumule postoji uticaj difuzionih efekata pri koncentraciji 24-EBL-a
od 5.2 x 102 M. Za hibrid ZP 704, 24-EBL najverovatnije uti¢e na proces dehidratacije
jer uti¢e na promenu u sadrzaju fosfora, u poredenju sa kontrolnim uzorcima, dok se
potpuno obrnut efekat moze zapaziti za slucaj hibrida ZP 434 kada je sadrzaj fosfora u
pitanju (Tabela 10). Stoga, gledajuci sadrzaj fosfora i sadrzaj Secera (Slika 17 do 20 i
Tabela 10), moze se pretpostaviti da slobodna voda veoma lako izlazi iz sistema na

temperaturama od 60-105°C.
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Slika 44. Krive redukovanog vremena od (a) do (r) za sve koncentracije 24-EBL-a
koris¢ene kod hibrida ZP 434 1 ZP 704.
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4.14 Analiza rezultata dobijenih Ozawa-inom metodom (metoda ,master®
krivih)

Ozawa-ina metoda je primenjena u cilju potvrdivanja dobijenih kinetickih

modela iz prethodnog potpoglavlja za oba hibrida kukuruza. Kineticke ,,master krive

su bile konstruisane na bazi kinetickih parametara prikazanih u Tabeli 16.

Tabela 16. Kineticki parametri za konstruisanje ,,master krivih, zajedno sa odredenim
Kinetickim modelima za oba hibrida kukuruza

ZP434

Deo klijanca  Radikula
C (M) 5.20 x 10°° 5.20 x 1012 5.20 x 10°1%
T (°C) 60 105 130 60 105 130 60 105 130
A (min)? 6.947 x 102 161282 x 169206 x 16%87 x fi.oc())os x 16%65 x ibb;)?S x 16%65 x ibzlos x
Model F1 F1 F1 F1 F1 D2 F1 F1 F1
R? 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.99875 0.98969 1.00000 0.99956 1.00000
<Ea>

23.0+1.4[0.40 - 0.85] 4.0+0.7[0.35-0.75] 13.2 £1.0 [0.55 - 0.95]
(kJ mol )P
Deo klijanca  Plumula
C (M) 5.20 x 10°° 5.20 x 1012 5.20 x 10°1%
T (°C) 60 105 130 60 105 130 60 105 130
NUTINTRO R A O
Model F1 F1 F1 F1 F1 F1 R3 R3 R3
R? 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.99989 0.99945
<Ea>

20.9+1.9[0.25-0.70] 16.5 + 1.2 [0.35 - 0.80] 18.4 £ 1.3[0.25-0.90]
(kJ moly°
Deo klijanca  RoS
C (M) 5.20 x 10°° 5.20 x 1012 5.20 x 10°%%
T (°C) 60 105 130 60 105 130 60 105 130
Ay e 19 * R e 1 0T g g o
Model F1 R3 R3 F1 F1 R3 F1 F1 R3
R? 1.00000 0.99987 0.99863 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.99995

Tabela 16. Kineticki parametri za konstruisanje ,,master krivih, zajedno sa odredenim
kinetickim modelima za oba hibrida kukuruza
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Tabela 16. (Nastavak)

<& 14.1 + 1.4 [0.55 — 0.95] 15.4 + 1.6 [0.20 — 0.95] 16.3 + 1.5 [0.25 — 0.95]
(kJ mol )P
ZP704

Deo klijanca  Radikula
C (M) 5.20 x 10°° 5.20 x 1012 5.20 x 10'1°
T (°C) 60 105 130 60 105 130 60 105 130
A (min-)? 3.002 x 102 1;>68250 X ?68226 X F{bélzGl X i.OGZYl X ?.02293 X i.OJéZS X 563280 X ioSZZO X
Model F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1 F1
R? 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000
<Ea>

18.5 +1.8 [0.30 — 0.75] 18.1+ 1.6 [0.60 — 0.85] 15.4 +1.2 [0.35—0.95]
(kJ moly°
Deo klijanca  Plumula
C (M) 5.20 x 10° 5.20 x 10°%2 5.20 x 10°%®
T (°C) 60 105 130 60 105 130 60 105 130
A (min)e 1.291 x 102 16?;74 x 551240 x ig‘;lﬁ X 2;62295 X 2;69246 X 263;42 X 61363;89 X 161298 X
Model F1 F1 D4 D2 R3 R3 R3 R3 R3
R? 1.00000 1.00000 0.99999 1.00000 1.00000 0.99997 0.99989 0.99945 0.99939
<E.>

19.2 +1.8[0.30 - 0.95] 17.3+1.5[0.20 - 0.95] 18.2+1.4[0.30 - 0.95]
(kJ mol )P
Deo klijanca  RoS
C (M) 5.20 x 10° 5.20 x 10°%2 5.20 x 10°%®
T (°C) 60 105 130 60 105 130 60 105 130
Ay a0 LS8 I S ST g e i
Model R3 F1 F1 D2 F1 F1 F1 F1 F1
R? 0.99992 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 1.00000 0.99998 1.00000 1.00000
<E.>

18.3+1.4[0.20 - 0.95] 15.3 £ 1.3 [0.40 - 0.80] 17.0+1.4[0.25-0.95]
(kJ mol )P

Vrednosti predeksponencijalnih faktora (Slika 45) u slucaju oba sistema, a

analiziraju¢i sve delove klijanaca su bile izraCunate na osnovu najbolje linearizacije iz

regresione analize, koriS¢enjem jednaCine broj 5. za izabrane kineticke modele
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(podsekcija 3.10.3.1 i Tabela 5). Dobijene “master” krive za procese dehidratacije svih
klijanaca oba hibrida, prikazani su na slici (Slika 45 (a) do (x). Slika 45, od (a) do (x)
jasno pokazuje da je reakcioni mehanizam dehidratacije termicki i hemijski zavistan,
¢iji su reakcioni putevi detaljno diskutovani u potpoglavlju 4.4. Eksperimentalne tacke
za date klijance oba hibrida jasno prate prethodno izvedene kineticke modele iz 4.4.
Eksperimentalne krive jasno prate trend koji je pridruzen datim reakcionim modelima,
gde se odlucujuéi reakcioni stupanj moze jasno identifikovati. Prikazani rezultati
nedvosmisleno potvrduju prethodnu diskusiju. Na visim koncentracijama 24-EBL-a
(Tabela 16), za radikulu 1 plumulu, za oba hibrida, viSe vrednosti prividne energije
aktivacije koje se mogu pridruziti visokim vrednostima Ea verovatno ukazuju na
prisustvo tri procesa koji direkno mogu uticati na ukupnu brzinu dehidratacije. To su
slede¢i procesi:1) prenos toplote ka reakcionoj povrSini; 2) hemijski kontrolisana

reakcija; 3) difuzija vode kroz slojeve.

Difuziono kontrolisana reakcija je sasvim sigurna za oba sistema i stoga, kako
veli¢ina sloja raste, otpor sistema nasuprot difuziji vode raste. Saglasno tome, kako
debljina sloja raste, otpor prema difuziji raste, Sto dovodi do porasta vrednosti prividne
energije aktivacije. Nize vrednosti predeksponencijalnog faktora (red velicine x 102
min™) ukazuju na povrsinsku reakciju, ali ukoliko reakcije nisu zavisne od veli¢ine
povrsine, niska vrednost predeksponencialnog faktora ukazuje na kompleks u kom voda
nije ¢vrsto vezana za povrSinu biomolekula. U okviru predstavljanja mehanisticke
sheme mozemo ocekivati postojanje “praznih meducelijskih prostora”, kao $to su
“pukotine” 1 ove pukotine duz ose izduzivanja su vezane za pravac isparavanja vode.
Stoga je moguce da su ove “pukotine” rezultat skupljanja reakcione povrSine
biomolekula posle praznjenja sistema koji je prethodno imao vodu u sebi. Prethodno
opisana pojava je moguca i u sluc¢aju kada molekuli vode putuju ka spoljasnjoj povrsini
biomolekula. Takode je moguce i1 da se proces dehidratacije odigrava preko
mehanizama koji je “voden” spoljasnjim transportom mase, gde difuziju molekula u
unutra$njosti sistema, koja bi predstavljala odluc¢uju¢i reakcioni stupanj, ne bi trebalo

iskljugiti.
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Slika 45. “Master” krive od (a) do (x) svih delova klijanaca hibrida ZP 434 1 hibrida
ZP 704 na svim ispitivanim koncentracijama.
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4.15 Analiza vremena Zivota klijanaca

Da bi se dobile vrednosti vremena zivota (tf) klijanaca hibrida kukuruza,

potrebno je iskoristiti pogodne kineticke triplete (skup koji obuhvata prividnu energiju

aktivacije, predeksponencijalni faktor i funkciju reakcionog mehanizma), koji ukljucuju

aproksimaciju kinetike prvog reda. To znaci da je u ovom slucaju iskoris¢en model

reakcije prvog reda (Jednacina 7). Vrednosti tf su bile izraCunate u funkciji

ekstrapolisane temperature u opsegu od 25°C do ekstremne vrednosti od 1000°C, za sve

delove klijanaca (za oba hibrida) (sve kontrolne uzorke i za oba hibrida na 5.2 x 1072

M). Rezultati su prikazani u Tabeli 17.

Tabela 17. Vrednosti vremena zivota (tf)

Deo klijanca?

ZP434 Kontrola

tr (Min)

Radikula 25°C 100 °C 200 °C 300 °C 500 °C 1000 °C
1.17x101 3.28x102 1.12x10% 5.60x10° 239x10° 9.15x10*
tr (Min)

Plumula 25°C 100 °C 200 °C 300 °C 500 °C 1000 °C
6.05x 102 1.78x102% 6.35x10% 3.25x10° 1.43x10°% 570x10*
tr (min)

RoS 25°C 100 °C 200 °C 300 °C 500 °C 1000 °C
538x 102 272x10% 154x102 1.06x102 6.71x10° 4.02x10%

Deo klijanca? ZP704 Kontrola
tr (Min)

Radikula 25°C 100 °C 200 °C 300°C 500°C 1000 °C
1.35x 107 4.04x102 1.46x102% 756x10° 3.37x10% 1.36x103
tr (Min)

Plumula 25°C 100 °C 200 °C 300°C 500°C 1000 °C
8.11x10? 263 x102 1.02x102 550x10° 259x10°% 1.11x103
tr (Min)

RoS 25°C 100 °C 200°C 300°C 500°C 1000 °C
6.17 x 102 1.84x102 6.68x10° 3.45x10° 1.54x10°% 6.19x10*
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Tabela 17. (Nastavak)

Deo klijanca?

ZP434

c=520x1012M
tr (Min)

Radikula 25°C 100 °C 200 °C 300°C 500 °C 1000 °C
8.56 x 102 6.19x 10?2 4.71x102 3.95x102 3.18x10? 2.49 x 107
tr (Min)

Plumula 25°C 100 °C 200 °C 300°C 500 °C 1000 °C
3.13x10 822x10? 267x10% 1.28x10% 524x10° 1.91x10°
tr (Min)

RoS 25°C 100 °C 200 °C 300°C 500 °C 1000 °C
240x10" 6.88x102 241x10% 1.22x10% 528x10° 2.06x10°

Deo klijanca?

ZP704

c=520x10"12M
tr (Min)

Radikula 25°C 100 °C 200 °C 300°C 500 °C 1000 °C
1.63x 10T 3.75x102 1.09x102? 4.90x10° 1.83x10% 6.07x10*
tr (Min)

Plumula 25°C 100 °C 200 °C 300°C 500 °C 1000 °C
6.64 x 102 1.63x102 5.03x10°% 233x10° 9.12x10*% 3.17 x10*
tr (Min)

RoS 25°C 100 °C 200 °C 300 °C 500 °C 1000 °C
6.41x 102 1.85x102 6.54x10° 3.32x10° 1.44x10°% 567 x10*

Na bazi predvidanja izvrSenog

prikazanih rezultata, moze se zapaziti:

koris¢enjem gore navedene jednaline, iz

1. Vreme zivota zavisno je od temperature i opada sa porastom temperature, narocito za

slu¢aj kontrolnih uzoraka radikule i plumule hibrida ZP 434 kao i za RoS kontrolnih
uzoraka u okviru hibrida ZP 704.
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2.U slucaju hibrida tretiranih 24-EBL-om, hibrid ZP 434 pokazuje vecu otpornost na
termalni 1 dehidratacioni stres u poredenju sa hibridom ZP 704 (pogotovo ako se

uporede tf izmedu 500 i 1000°C).

MozZe se pretpostaviti da temperatura u sluc¢aju hibrida ZP 704, snabdeva sistem
dovoljnom koli¢inom energije poveéavajuéi mobilnost vode, ¢ime se povecava i brzina

dehidratacije klijanaca, a time 1 skracuje vreme Zivota.

Dehidratacioni proces povezan sa pokretljivoS¢u vode moze se dovesti u vezu sa
energijom disocijacije vode i polarnih funkcionalnih grupa prisutnih u datim sistemima.
U tom smislu treba napomenuti da energija disocijacije veze predstavlja energiju za
raskidanje vodoni¢ne veze koja je u opsegu od 15-23 kJ mol? (Berg et al., 2002), to je
u skladu sa rezultatima predstavljenim u Tabeli 16. Nadeno je (Waisi et al., 2015) da
hibrid ZP 434 sadrZi veoma polarna jedinjenja koja su prisutna u hibridu ZP 434 u vecoj
koli¢ini, za razliku od hibrida ZP 704, gde nize koncentracije 24-EBL-a dovode do
polifenolnog profila sli¢nog kontrolnim uzorcima, tako da visoke koncentracije 24-
EBL-a imaju inhibiraju¢i efekat na sadrzaj polifenola. Ove Cinjenice potvrduju gornju
diskusiju. Uopsteno, razlike u vrednostima tf izmedu dva hibrida i u okviru istog hibrida
tretiranog 24-EBL-om ukazuju na dva potpuno razli¢ita mehanizma dehidratacije, $to
znaci da posmatrani hibridi imaju potpuno razli¢itu toleranciju na povisenu temperaturu,

u zavisnosti od nivoa koncentracije egzogeno dodatog 24-EBL -a.

4.16 Analiza promena termodinami¢kih parametara tokom procesa

dehidratacije klijanaca

Desorpcioni proces odredenih molekulskih vrsta proizilazi iz hemisorpcije, koja
moze biti endoterman proces, sa tacke gledista preraspodele energije. Slika 46 (a), (b),
(©), (d) - (e), (f), (9), (h) pokazuje promene u vrednostima diferencijalne entalpije,
diferencijalne entropije i diferencijalne Gibss-ove slobodne energije, zajedno sa
ukupnim promenama slobodne energije u funkciji svih razmatranih koncentracija 24-
EBL-a (od 5.2 x 107 M do 5.2 x 10> M i kontrolni uzorak), za procese dehidratacije

svih delova klijanaca oba hibrida. Termodinamicke veli¢ine su bile izraCunate za
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razli¢ite temperaturne razlike, $to je oznaceno na Slici 46. Uzimajuci u obzir sve delove
Klijanaca, za hibrid ZP 434, vrednosti dH*, sa promenom koncentracije 24-EBL-a (Slika

46 (a)) pokazuju negativno (egzotermno ponasanje).

Vrednosti glavnih maksimuma (pikova) za dH* se mogu wuociti na
koncentracijama 24-EBL-a od 5.2 x 10 M za RoS (u okviru (130-60°C)H™ i (130-
105°C)H") i 5.2 x 10 M i 5.2 x 10° M za plumulu (u okviru (130-105°C)H"). Pri
posmatranim vrednostima koncentracija 24-EBL-a, vrednosti RoS i plumule za hibrid
ZP 434 pokazuju najvecu izlozenost dehidratacionom stresu sa energetskog stanovista.
Identifikovane vrednosti 24-EBL-a predstavljaju najefektivnije vrednosti koncentracije
za odredivanje osetljivosti na kombinovani termalni i hemijski stres, a koji ukljucuje

znacCajne energetske promene.

Za hibrid ZP 704, najveca vrednost dH* (Slika 46 (e)), se moze zapaziti u
slucaju RoS pri koncentraciji 24-EBL-a od (5.2 x 10® M) za (130-60°C)H", dok je
suprotni efekat uofen u sluc¢aju plumule pri istoj koncentraciji 24-EBL-a za (130-
105°C)H" i za RoS pri 5.2 x 10°%* M koncentraciji 24-EBL-a (takode za (130-105°C)H".
Za razliku od hibrida ZP 434, klijanci hibrida ZP 704 su tolerantniji (u energetskom
pogledu) pri uticaju razli¢itih koncentracija 24-EBL-a na procese dehidratacije. Visoka
negativna vrednost entalpije pri niskom sadrZaju vode moZe ukazivati na visok afinitet
molekula vode ka jonskim centrima ili drugim polarnim centrima biomolekula. Kako

sadrzaj vode raste, dH* postaje manje negativno.

Promena dS” odrazava relativni stepen uredenosti sistema, tako da se pojava
maksimalne vrednosti dS* moze pridruziti saturaciji (popunjavanju) svih hidratacionih
centara. Za oba razmatrana hibrida, pozitivne vrednosti dS* su identifikovane (Slika 46
(b) 1 (1)), ukazujuéi da entropija raste, Sto moze ukazivati na disocijativni mehanizam
(preraspodelu hemijskih veza, kao 1 na moguce konformacione promene unutar

biomolekula u posmatranom bioloskom sistemu).

Trend promene dS* sa promenom koncentracije 24-EBL-a za oba hibrida je
slican onom kada se dH* menja sa promenom koncentracije 24-EBL-a. Za hibrid ZP
434, najuocljiviji maksimumi dS* (Slika 46 (b)) se javljaju na koncentraciji 24- EBL-a
0d 5.2 x 10 M za RoS na ((130-60°C)H") i ((130-105°C)H"). S druge strane, za hibrid
ZP 704, najveée vrednosti se javljaju pri koncentraciji 24-EBL-a od (5.2 x 108 M) i za
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RoS na (130-60°C)H". Na istim koncentracijama 24-EBL-a, dok u slu¢aju plumule na
(130-105°C)H", imamo suprotan efekat od hibrida ZP 434 (Slika 46 (f)).

Ukoliko se posmatraju rezultati povezani sa promenama dG¥*, ukljucujuéi oba

hibrida (Slika 46 (c) 1 (g)), moZe se primetiti da je trend promena gotovo identi¢an sa

promenama dS*. Pozitivne vrednosti dG* ukazuju na ne spontanu (kontrolisanu)

prirodu dehidratacionog procesa. To znaci da je potrebno dovesti energiju iz spoljasnje

sredine da bi doslo do pojave desorpcije vode. Ovo moze sugerisati da su prisutni manje

dostupni sorpcioni centri za visoke vrednosti ravnoteznog sadrzaja vlaznosti dela

Klijanca.
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*Nastavak Slike 46.
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Slika 46. (a), (b), (c), (d), (e), (F), (g), (h) Promene u vrednostima diferencijalne
entalpije, diferencijalne entropije i diferencijalne Gibss-ove slobodne energije, zajedno
sa ukupnim promenama slobodne energije u funkciji svih razmatranih koncentracija 24-
EBL-a. Rimski brojevi u slici od (a) do (e) predstavljaju kontrolu i koncentracije
egzogeno dodatog 24-EBL-a 0d 5.2 x 107, 5.2 x 108 5.2 x 10°, 5.2 x 100, 5.2 x 10,
5.2x 1071?52 x 1013 52 x 104, 5.2 x 10%°, redom.

Ipak, u oba slucaja, viSe vrednosti slobodne energije od onih koje se javljaju u
sistemu (Slika 46), nisu bile dobijene, tako da verovatnoca raspodele dostupnih
sorpcionih centara moze varirati zavisno od promena intervala temperatura. Ovo se
moze videti u trendu vrednosti dG*, kada dolazi do variranja u koncentraciji 24-EBL-a

u hibridu ZP 434 (Slika 46 (c)). U slucaju oba sistema, nezavisno od koncentracije 24-
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EBL-a, radikula i plumula pokazuju gotovo konstantne vrednosti dG* bez znacajnih
varijacija. Moze se zakljuciti da je u slucaju plumule i radikule kapacitet za vezivanje 1
odavanje vode priblizno jednak i da nije isti sa onim povezanim sa RoS-om, §to u
velikoj meri moze zavisiti od temperature, koja moze uticati na morfolosku strukturu

delova klijanaca.

Moze se uociti sa Slike 47. (a) 1 (b) da je za sve hibride i1 delove klijanaca
postignuta jedinstvena super korelacija (super korelacioni entalpijsko-entropijski
komenpezacioni efekat) (R? = 1.00000; Slika 47)
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Slika 47. od (a) do (b) Promene vrednosti AH" u funkciji promene
vrednosti AS” (Jednacina 12), za procese dehidratacije oba hibrida).
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Ukoliko postoji visok stepen linearnosti izmedu AH™ i AS”, za dati proces, u tom
slucaju se entalpijsko-entropijska kompenzaciona teorija moze smatrati ispravnom za

fenomen desorpcije vode u posmatranom sistemu.

Da bi se ispitala validnost entalpijsko-entropijske kompezacione teorije,
izokinetiCka temperatura (Tiso) je bila uporedena sa harmonijskom prose¢nom
temperaturom (Thm), U datom temperaturnom opsegu. Tabela 18 pokazuje
karakteristi¢ne entalpijsko-entropijske parametre u procesu, uzimaju¢i u obzir sve
delove klijanaca oba hibrida.

Tabela 18. Poredenje izokineticke temperature (Tiso) sa harmonijskom proseénom
temperaturom (Thm)

ZP434 ZP704
Deo Deo

klijanca W (kI mol))  Tio (°C)? ?so # klijanca ¥ (kImol)) T (°C)? Tiso #
hm Thm

) 000769 £ 9021 * Ta < . 000037 £ 9031 * Tw <
Radikula ;) 55099 0.03 Ton  Radikula 65001 0.02 Tom

oumula 000101 #9029 % T < o 000070  + 9025 % Tw <
0.00098 0.02 Tom 0.00002 0.03 Tom

000115 + 9030 + T < 000029 + 9131 + Te <
RoS 0.00096 0.02 Tow  OS 0.00002 0.03 Tom

2 Thm = 96.01°C

Iz Tabele 18 se moze videti za oba hibrida, da je izokineticka temperatura niza
od izraCunate prose¢ne harmonijske temperature, potvrduju¢i fenomen entalpijsko-
entropijskog kompezacionog efekta za desorpciju molekula vode u delovima klijanaca.
Izokineticka temperatura predstavlja onu temperaturu u kojoj se sve reakcije odigravaju
u isto vreme, odnosno kada je krajnji produkt reakcije u ravnotezi. U slucaju kada je Tiso
< Thm, tada je proces entropijski kontrolisan. Dobijene Tiso vrednosti ne odgovaraju
pocetnim uslovima termalnog eksperimenta (25°C), $to znaci da je mehanizam
desorpcije vode entropijski voden. Drugim re¢ima, sa svakim odavanjem molekula vode
iz pojedinih slojeva strukture klijanaca, dolazi do prerasporedivanja molekula, kao
odgovora sistema na dehidratacioni stres. Ovo ukazuje da mikrostruktura klijanaca nije
stabilna 1 da poleze promenama tokom dehidratacije, Sto znaci da su molekularna

preuredivanja na visokom nivou tokom dehidrataciog stresa.
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Slika 48 od (a) do (c) pokazuje zavisnost jednoslojnog sadrzaja vlaznosti u
funkciji temperature, za uzorke tretirane razliitim koncentracijama 24-EBL-a i

kontrolne uzorke, za sve delove klijanaca 5.2 x 10°do 5.2 x 102> M).
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Slika 48. od (a) do (c) Zavisnost jednoslojnog sadrzaja vlaznosti u funkciji
temperature, za uzorke tretirane razliCitim koncentracijama 24-EBL-a i
kontrolne uzorke, za sve delove klijanaca.
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Iz prethodno navedenog proizilazi da konformacione promene u biomolekulima
(koje mogu biti uzrokovane i difuzionim efektima, kao i pojavama na grani¢nim
povr§inama izmedu molekeula vode 1 biomolekula), uticu na proces dehidratacije, a ne
oslobodena toplota koja potice iz toplote hemijskih reakcija (npr. reakcije prvog reda,
koje su bile identifikovane u kinetickom delu razmatranja dobijenih rezultata u ovoj
doktorskoj disertaciji.

Konstanta B predstavlja temperaturni koeficijent koji reguliSe nagib pravih
prikazanih na Slici 48. od (a) do (c). Jedina jasna razlika izmedu svih B vrednosti se
moze uoliti za radikulu kod hibrida ZP 434, pri najnizoj koncentraciji 24-EBL-a. U
ovom slucaju, negativna vrednost koeficijenta temperature je bila identifikovana (—

2.40523 x 104°C1) (Tabela 19).

Negativni koeficijent temperature ukazuje na smanjenje vode u monosloju sa
porastom temperature. Poredeci sa ostalim delovima klijanaca, radikula hibrida ZP 434
je najosetljivija, ¢ak 1 na niskim koncentacijama 24-EBL-a, unutar ispitivanog
temperaturnog opsega. U slucaju radikule hibrida ZP 434, znacajno smanjenje aktivnih
centara (organskih molekula koji imaju aktivne funkcionalne grupe i gde postoje sile
interakcije vode 1 okruzenja) se moze pripisati fiziCkim i hemijskim promenama

uzrokovanim porastom temperature (u poredenju sa ostalim delovima klijanaca).

Pretpostavlja se da prisutnost veoma niske koncentracije 24-EBL-a u radikuli ZP
434 utiCe na promenu broja aktivnih centara. Na osnovu standardne BET analize,
izraCunate su odgovaraju¢e vrednosti konstante C i awm (Tabela 19). U slucaju
kontrolnih uzoraka za oba hibrida, vrednosti konstante C variraju u opsegu od 16.43 do
25.31 (Tabela 19). Ovaj opseg variranja je znatno uzi, poredeci sa opsegom variranja
konstante C, za hibride tretirane 24-EBL-om (73.12 do 107.86). U skladu sa ovim

rezultatima, postoje i razliita variranja u vrednostima awm (Tabela 19).

Sa stanovi$ta stanja vode u biljci i fizicko-hemijskog aspekta, vrednosti awm
identifikovane u kontrolnim uzorcima (Sto predstavlja sadrzaj vode u jednosloju), se
mogu povezati sa Cinjenicom da je voda ¢vrsto vezana za matriks i ne moze biti

upotrebljna kao reagens ili koreagens.
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Tabela 19. Dobijene konstante (A i B), povezane sa modifikovanom BET jedna¢inom

ZP434
Radikula Plumula RoS
Kontrola —A B(CH C awm A B(CY) C aum A B(CY) C aum
2.67450 3.55722 2.10596
8'0885 2531  0.16581  0.13148 2210 017541  0.00901 20.54 %80
x 10 x 10 x 10
ZP704
Radikula Plumula RoS
Kontrola —A B(CH C aum A B(CH C Aum A B(CH) C aum
6.52305 7.07954 4.60927
8'0485 1878 018749  0.04232 1798 019083  0.00641 16.43 85197
x 10* x 10 x 106
ZP434
¢ (M)
Radikula Plumula RoS
5.20 x
A B(ChH) C Aum A B(ChH) C awm A B(ChH) C Awm
472612 4.23433 1.64803
10° 8'8466 0.91175 0.44015
x 10 x 10° x 10
2.38635 1.96590 8.23329
10% 2'9057 10050 009070 091151 10786 008783 056630 o489 0098
x 10 : : x 10 : : x 10° : 10
o 1.27861 4.84125
1018 2'9486 2:40523 0.90900 0.48342
x 104 x 10* x 10
ZP704
¢ (M)
Radikula Plumula RoS
5.20 x
A B(CH) C Aum A B(CH) C Aum A B(ChH) C Awm
1.59589 3.32558 1.97643
10° 2'8487 0.83281 0.35922
x 10 x 10 x 10
1.44187 5.76696 2.72345
101 2'8874 0.91476 0.39332 0.104
x 10 85.63  0.09753 x 105 80.45  0.10031 x 10 12 Lo
4.01061 3.76447 4.38564
1075 8'8715 0.88677 0.38921
x 10 x 10° x 10

S druge strane, vrednosti awm (gornje granice), prisutne u uzorcima tretiranim

razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a su identifikovane na “grani¢énim” vrednostima

aktivnosti vode (Tabela 19), §to odgovara molekulima vode koji progresivno postaju

dostupni za hemijske reakcije pa i enzimske aktivnosti.
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Slika 49 (a), (b) i (c¢) pokazuje rezultate zavisnosti ravnoteznog sadrzaja
vlaznosti (M) u zavisnosti od aktivnosti vode (aw), dobijenih iz standardnog BET-a, za
kontrolne uzorke. Sa porastom temperature, plumula i radikula u slucaju oba hibrida,
pokazuju vise aw i M vrednosti, dok je ovakav porast jo§ naglaseniji u slucaju hibrida
ZP 434 (zona 1) (Slika 49 (a)). Ipak, ove vrednosti su i dalje unutar zone koja ukljucuje
trend hemijskih reakcija ispod BET- jednosloja, ali poloZaj tacaka u M- aw sistemu ne

iskljucuje ni efekat na mehanicke osobine sistema (Rahman, 2009) (Slika 49 (a)).

Za razliku od RoS, kod hibrida ZP 434 tretiranog razli¢itim koncentracijama 24-
EBL-a, radikula i plumula na svim koncentracijama pokazuju visoke vrednosti aw (aw
>(0.85), pri viSim vrednostima M (zona II), Sto znali da se osobine vode mogu
promeniti. Efekat temperature u posmatranim sluajevima odrazava ponasanje koje se

manifestuje u smanjenju vezivne moci molekula vode i biomolekula za hibrid ZP 434.

Porast temperature prouzrokuje smanjenje broja aktivnih centara za vezivanje
vode, §to se moze pripisati opadanju privlacnih sila izmedu molekula vode 1 vezivnih
centara na vi§im temperaturama, dovode¢i do smanjenja M vrednosti. Sa Slike 49.,
moze se videti da niske koncentracije 24-EBL-a na radikuli i plumuli u sluc¢aju oba
hibrida uti¢u na porast M vrednosti i pomeranja vrednosti parametra aw U oblast visokih

vrednosti pri viSim temperaturama.

Moguce je da niske koncentracije 24-EBL-a imaju negativan efekat na reakcioni
put koji se odnosi na izlazak vode iz sistema, Sto znaci da molekuli vode nemaju
dovoljno energije da se odvoje od svojih sorpcionih centara, prouzrokujuci time porast

M vrednosti.
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Slika. 49. (a), (b) i (c) pokazuje rezultate zavisnosti ravnoteznog
sadrzaja vlaznosti (M) u =zavisnosti od aktivnosti vode (aw),

dobijenih iz standardnog BET-a, za kontrolne uzorke.
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Slika 50 (a), (b), (c) pokazuje zavisnost pritiska Sirenja () u odnosu na aw, za
kontrolne uzorke i uzorke tretirane razli¢itim koncentracijama 24-EBL (5.2 x 10° M,
5.2 x 102 M i 5.2 x 10® M), svih delova klijanaca hibrida ZP 434 i ZP 704. U slu¢aju
hibrida ZP 434, u poredenju sa hibridom ZP 704 (posmatraju¢i RoS), porast temperature

dovodi do smanjenja pritiska Sirenja.

Sa druge strane, porast temperature, poredeci ostale delove klijanaca, a posebno
radikulu hibrida ZP 704, utice na sniZavanje pritiska Sirenja (zona II sa aw vrednostima)
(Slika 50 (a)). Poredeci ove rezultate sa rezultatima prikazanim na Slici 50. (b) i (c) gde
se primecuje uticaj razlicitih koncentracija 24-EBL-a, moze se doneti zakljuc¢ak da 24-

EBL ima efekat u onemogucavanju brzog porasta u pritisku Sirenja.
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Slika 50. (Nastavak)
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Slika 50 (a), (b), (¢) Zavisnost pritiska Sirenja () u odnosu na aw, za kontrolne uzorke i

uzorke tretirane razli¢itim koncentracijama 24-EBL-a (5.2 x 10°M,5.2x 102 M i5.2

x 10> M), svih delova klijanaca hibrida ZP 434 i ZP 704, redom.
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Podaci za aktuelni ravnotezni sadrzaj vlaZznosti za oba hibrida su uskladivani

(“fitovani”) ogovaraju¢im modelima koji najbolje opisuju zavisnost izmedu M 1 aw,

uzimaju¢i u obzir kontrolne uzorke i sve delove klijanaca tretirane 24-EBL-om.

Rezultati numeri¢kog uskladivanja su prikazani u Tabeli 20.

Tabela 20. Zavisnost izmedu M 1 aw

ZP434 - Kontrola

Belehradek-ova jednacina: M =s - (aw—b)? ; Troparametarski model

Deo klijanca s

b »

R? F-test

Radikula 9.26749 + 0.01210
Plumula 12.32520 + 0.01591
RoS 1.49090 + 0.10910

0.10784 + 0.00155 0.00454 + 0.00011
0.15414 +0.00216 0.02262 + 0.00162
0.01028 +0.00551 0.05555 + 0.00991

0.99910 38584.010
0.99105 31010.981
0.95440 21010.021

ZP704 - Kontrola

Belehradek-ova jednacdina: M =s - (aw—b)? ; Troparametarski model

Deo klijanca s

b »

R? F-test

Radikula 7.24992 + 0.01320

0.09386 +0.01011 0.00571 + 0.00033

0.99562 33110.091

Plumula 8.50674 + 0.01671 0.08829 +0.02210 0.00697 +0.00051 0.99710 36710.764
RoS 0.80905 + 0.07651 0.00674 +0.03141 0.00611 +0.00081 0.99651 34251.178
ZP434

Modifikovana Halsey-eva jedna¢ina: M =a - In[-r - In(aw)] ; Dvoparametarski model

c(M)

5.20 x 10° 1012 101
Radikula

r 3.20819 £ 0.09684  4.98531 + 0.07633 457725 +0.21768

a -8.32430 £ 0.24263  -13.19231 + 0.19686 -12.04753 + 0.54854

R? 0.99983 0.99955 0.99587

F- test 28438.147 25985.380 18348.373

c(M)

5.20 x 10° 1012 10

Plumula

r 4.10776 + 0.08407 5.32975 + 0.32782 4.53972 + 0.27508

a -10.68583 + 0.21414 -14.13922 + 0.88265 -11.88761 + 0.71960

R? 0.99920 0.99224 0.99270
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Tabela 20. (Nastavak)

F- test 26291.610 16231.629 16535.145

¢ (M)

5.20 x 10° 1012 10°%

RoS

r 0.62067 £ 0.07104 0.51786 + 0.10516 0.70096 +0.11482
a -1.15211£0.18319  -1.07354 £ 0.17462 -1.38253 £ 0.27805
R? 0.95068 0.94855 0.92225

F- test 5267.607 3144.475 2588.778

ZP704

Modifikovana Halsey-eva jedna¢ina: M =a - In[-r - In(aw)] ; Dvoparametarski model

c(M)

5.20 x 10° 102 1015
"Radikula

r 2.48466 = 0.05645 3.62059 + 0.20827 4.27335 +0.10720

a -6.30906 £ 0.13913  -9.35342 + 0.54385 -11.29278 £ 0.29734

R? 0.99903 0.99321 0.99861

F- test 27338.931 18028.780 17365.151

c(M)

5.20 x 10° 1012 108
“Plumula

r 2.66035 + 0.11035 4.60652 + 0.06976 3.06644 +0.17018

a -6.73719 £ 0.29011  -12.23973 £ 0.18519 -7.85615 + 0.42150

R? 0.99629 0.99955 0.99426

F- test 17260.119 29616.273 18889.002

c(M)

5.20 x 10° 102 101

RoS

r 0.44380 + 0.14835 0.36811 +0.17331 0.54290 + 0.12114

a -0.70834 £ 0.28121  -0.62326 + 0.25671 -0.95188 + 0.26953

R? 0.75777 0.70978 0.86157

F- test 1002.189 761.001 1599.992
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Iz Tabele 20 se moze videti da se zavisnost M od aw (racunajuci kontrolne
uzorke i one tretirane 24-EBL-om), za sve delove klijanaca, moze opisati modelnim
jednaCinama sa razli¢itim brojem parametara. Za oba hibrida upotrebljena je 3-
parametarska Belehradek-ova jednacina koja najbolje opisuje aktuelnu zavisnost. S
druge strane, za oba hibrida tretirana 24-EBL-om, upotrebljena je dvo-parametarska
modifikovana Halsey-eva jedna¢ina. Vrednosti parametara prikazanih u Tabeli 20
predstavljaju prosecne vrednosti za razmatrani temperaturni opseg. Ove vrednosti su
uzete kao prosecne od dva ocitavanja za svaku temperaturu. Ovi modeli (Tabela 20)
predstavljaju najbolje metode za opisivanje realne zavisnosti izmedu M i aw i 0VO je

predstavljeno jednac¢inama u Tabeli 20.

Logaritamske zavisnosti pritiska pare (aktuelnog In(Po), i saturisanog, In(Ps)) za
sve uzorke oba hibrida, prikazane su na Slici 51. ((a), (b), (c)). U svim posmatranim
slu¢ajevima dobijene su visoko linearne zavisnosti. Nagibi linearnih prava, za sve
kontrolne uzorke se razlikuju od nagiba prava za tretirane klijanace (Slika 51 ((a), (b) i

(c)). Ovo nedvosmisleno ukazuje na razli¢ite vrednosti L/hgg.
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Slika 51. (Nastavak)
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Slika 51. Logaritamske zavisnosti pritiska pare (aktuelnog In(Po), i saturisanog, In(Ps))

za sve uzorke oba hibrida.
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Na osnovu ovih rezultata izvrSeno je uskladivanje vrednosti L/htg, prikazanih u

Tabeli 21. S obzirom da postoji logaritamska linearna zavisnost In(Po) i In(Ps), moze se

zakljuciti da postoji veza izmedu L/hg i M, koja se moze opisati razlicitim

matemati¢kim relacijama.

Tabela 21. Uskladivanje izra¢unatih vrednosti L/hrg

ZP434 - Kontrola

Radikula Plumula RoS
L/hfg

1.01819 1.06505 1.06085
ZP704 - Kontrola

Radikula Plumula RoS
L/hfg

1.05333 1.17210 1.20256

ZP434 — Kontrola; Logicka funkcija:

L/htg = (a1" — a2")/[1 + (M/p)?] + a2

ar 1.02837
a2’ 1.06505
p 5.34433
0 3.00000

ZP704 — Kontrola; Logi¢ka funkcija: L/hgg = (a1” — a2")/[1 + (M/p)?] + a2*

ar” 1.05333
as” 1.21459
p 4.61068
0 3.00000
ZP434
Radikula
c(M)  Lihg
5.20 x
10° 1.01402
1012 1.00660
1015 0.99291
Plumula
c(M)  Lihg
5.20 x
10°° 1.00111
1012 1.00545
1015 1.00384
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Tabela 21. (Nastavak)

RoS
c(M)  Lihg
5.20 x
10° 1.00976
1012 1.00313
1015 1.02494
ZP704
Radikula
c(M)  L/hg
5.20 x
10° 1.00420
1012 1.00438
10°1° 1.01198
Plumula
c(M)  L/hg
5.20 x
10° 1.01026
1012 1.00098
10°1° 1.00119
RoS
c (M) L/hg
5.20 x
10° 1.02858
1012 1.01585
10°1° 1.02725

ZP434 —Eksponencijalna funkcija (prvog reda): L/hig = 1 + a” exp(-h”™-M)

Parametar  Radikula RoS

a’ 0.00441 0.00320
b* 8.48903 11.78133
ZP704 - Eksponencijalna funkcija (prvog reda): L/hsg = 1 + a* exp(-b”™-M)

Parametar  Radikula RoS

a’ 0.00065 0.00893
b 6.45209 9.21501
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Iz Tabele 21 se moze videti da se zavisnost L/hyy od M moze opisati sa dve
razli¢ite matematicke funkcije u razmatranom sistemu. Za kontrolne uzorke oba hibrida,
L/hig = L/htg(M) zavisnost se moze opisati logistickom funkcijom sa Cetiri parametra i
istom vredno$¢éu parametra oblika 6 (6 = 3). Parametar skale (p) se razlikuje za
kontrolne uzorke oba hibrida (Tabela 21). Imaju¢i u vidu iste vrednost parametara
oblika, funkcionalna zavisnost L/htg = L/htg(M) je gotovo ista za sve kontrolne uzorke
oba hibrida, dok razlic¢ite vrednosti parametra skale (Tabela 21) menjaju stepen Sirenja

posmatrane funkcije.

Naime, vec¢i parametar skale podrazumeva vece rasprostiranje funkcije, ¢ime se
skracuje saturacioni period. Posmatrajuci rezultate iz Tabele 21 (vrednosti parametra
skale i L/htg vrednosti), za slucaj kontrolnih uzoraka hibrida ZP 434, ukazuju na
povecanu verovatnoc¢u (u slu¢aju kada je vrednost parametra skale veca, a kada je odnos
L/htg nizi) za zadrzavanje vode u biosistemu u poredenju sa ZP 704, kada su kontrolni
uzorci u pitanju. Ovo potvrduje 1 daje neke od razloga otpornosti na dehidrataciju

hibrida ZP 434 u odnosu na hibrid ZP 704 za koju vazi uvrezeno misljenje.

U prisustvu 24-EBL-a, za oba hibrida zapaza se drugacija situaciju. Zavisnost
L/hig = L/hig(M) se u poslednjem sluc¢aju moze opisati eksponencijalnom funkcijom
prvog reda (Tabela 21). Poveéana vrednost parametra b” za hibrid ZP 434 (Tabela 21),
ukazuje na negativan efekat prisustva 24-EBL-a, na procese dehidratacije u odnosu na
hibrid ZP 704. Ovo znali da egzogeno dodati 24-EBL u hibridu ZP 704 uti¢e na

povecano zadrzavanje vode, a samim tim in a otpornost na dehidrataciju.

Slika 52 od (a) do (b) pokazuje krive polu-vremena (toso) u funkciji temperature
(T), sa jasno naznaCenim vrednostima temperature staklastog prelaza (Tg), koje su
odredene u saglasnosti sa opisanim postupkom. Ista slika pokazuje odgovarajuce
funkcionalne zavisnosti (koje su izrazene datim matemati¢kim oblikom) izmedu tosoi T.
Slika 52 (c) i (d) pokazuje zavisnosti vrednosti konstanti brzine koje su izraunate na
osnovu pretpostavke da se proces dehidratacije odvija kroz reakciju prvog reda (izraz za
konstantu brzine k za reakciju prvog reda ima oblik k = 0.69315 / tos0) u funkciji od
razlike (T — Tg) (koja predstavlja stabilnost sistema na temperaturama ispod i izned
temperature staklastog prelaza (Tg)). U sluéaju kontrolnih uzoraka svih delova klijanaca
za hibrid ZP 434, vidi se variranje u Tg izmedu 81.53 i 98.24°C (Slika 52 (a)). U slucaju
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svih delova klijanaca, za kontrolne uzorke, variranje Tq je znatno manje (u opsegu od
86.52 do 91.51°C) (Slika 52 (b)). Siri opseg variranja Ty za hibrid ZP 434 u odnosu na
hibrid ZP 704 ukazuje da je u hibridu ZP 434, posmatraju¢i sve delove klijanaca,
aktivirano vise jedinjenja i da se vise jedinjenja akumulira i uti¢e na otpornost delova
klijanaca na dehidratacioni stres. Razli¢ito ponaSanje hibrida se odrazava kroz razli¢ito
ponasanje svih delova klijanaca, §to se moze videti sa Slike 52. (c¢) 1 (d). Visa vrednost
(T — Tg) (f. iznad staklastog prelaza) znac¢i vecu brzinu reakcije. Najvece vrednosti
konstanti brzine povezane sa porastom (T — Tg) su bile uo¢ene u plumuli hibrida ZP 434
hibrida i u RoS za hibrid ZP 434 (Slika 52 (c) i (d)).

Sve krive predstavljene na Slici. 52 (c) pokazuju ne tako niske vrednosti
konstanti brzine kada se proces prati na temperaturama ispod Tq. Ovi rezultati potvrduju
prethodno iznetu Cinjenicu da je zadrzavanje vode produzeno u slucaju hibrida ZP 434 u
odnosu na hibrid ZP 704, kada su kontrolni uzorci u pitanju. Razlike se posebno mogu
videti kada je u pitanju plumula (Slika 52 (a) i (b)), i one su reverzibilne. Sli¢no grupi 3
LEA proteina, GmPM16 protein interaguje sa saharozom i rafinozom (prvenstveno sa
saharozom) (Slika 18 i 20) i na taj nacin povecava Ty SeCerno-proteinskog matriksa, $to
sugeriSe da je zajednic¢ka uloga grupe 3 i 4 LEA proteina (Shih et al. 2004) povezana sa
formiranjem ¢vrstog staklastog matriksa u osuSenim delovima klijanaca. Za proteine
ove grupe je pronadeno da se akumuliraju u delovima klijanaca kukuruza (Shih et al.
2004), ¢ime se moze dati pretpostavka za visu toleranciju na susu kod klijanaca hibrida

ZP 434 u odnosu na hibrid ZP 704 (Slika 52).

Pretpostavka je da LEA proteini akumulirani u visokom procentu (Tunnacliffe et
al., 2010; Beckett and Minibayeva, 2007) povecavaju gustinu Secerno-proteinskog
matriksa safinjenog od saharoze, ¢ime se ucvrScuje jacina veze izmedu molekula
vodonika u mreznoj strukturi semena kukuruza, $to prouzrokuje povecanje Tg. Ovakvo
ponasanje je dokazano i u prethodno iznetim rezultatima (kako sa kinetickog tako i
termodinamickog stanoviSta) i dominantnije je kod hibrida ZP 434, ¢iji klijanci
pokazuju karakteristike otpornijeg hibrida u odnosu na hibrid ZP 704 kada je stres suse

u pitanju.
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5 ZAKLJUCCI

Posmatrajuéi uticaj 24-EBL-a na klijanje semana hibrida ZP 434 i hibrida ZP
704, moze se zakljuciti da hibridi reaguju razliito na egzogeno dodati 24-EBL. Najveci
(inhibitorni) uticaj 24-EBL na klijanje semena oba hibrida zapazen je pri najvisoj
primenjenoj koncentraciji (5.2 x 107 M) i iznosi 86% za ZP 434 i 72% za ZP 704.
odnosu na klijanace hibrida ZP704, zato $to semena hibrida ZP 434 imaju viSu klijavost
pri dejstvu svih ispitivanih koncentracija 24-EBL-a, dok hibrid ZP 704 pokazuje tako
visoku klijavost jedino pri najnizoj ispitivanoj koncentraciji (5.2 x 10> M) 24-EBL-a.

Utvrdeno je da nize koncentracije egzogeno dodatog 24-EBL-a imaju pozitivan
efekat na izduzivanje plumule kod klijanaca hibrida ZP 434. Tretman 24-EBL-om
deluje negativno na preraspodelu suve mase u plumulama oba hibrida kukuruza, dok se
zapaza izvesno uvecanje mase kod klijanaca hibrida ZP434, sve do tretmana 24-EBL-
om koncentracije od 5.2 x 10*** M. Koncentracija 24-EBL-a nema bitnog uticaja na
suvu masu korenova klijanaca ZP704 hibrida, sve do najvise primenjene koncentracije
24-EBL (5.2 x 107 M), kada se zapaza inhibitorno dejstvo 24-EBL-a.

Hibrid ZP 434 je imao vece vrednosti SVI-II pri nizim koncentracijama 24-
EBL-a u poredenju sa kontrolnim uzorcima, dok je hibrid ZP 704 imao nize vrednosti
SVI-Il na svim koncentracijama, u poredenju sa kontrolnim uzorcima, $to dodatno
potvrduje zapaZenu Cinjenicu razli¢ite osetljivosti semena 1 klijanaca ispitivanih hibrida
kukuruza na egzogeno dodati 24-EBL. Mozemo pretpostaviti da ¢e klijanci hibrida ZP
434, tretirani nizim koncentracijama 24-EBL (od 5.2 x 10 do 5.2 x 10*2 M) imati
vece Sanse za prezivljavanje i povecanu toleranciju na razli¢ite negativne uticaje iz

zivotne sredine u ranim fazama vegetativnog razvoja.

Niske vrednosti odnosa hlorofila a i hlorofila b (Chl a/b) fotosintetickih
pigmenata, u plumulama oba hibrida kukuruza ukazuje na nisku aktivnost
fotosintetickog aparata, $to i1 nije iznenadujue za rane stadijume rastenja i razvica

klijanaca kukuruza.
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Iz analize sadrzaja mineralnih elemenata i nalaza o redistribuciji visoko
toksi¢nih elemenata na nivou klijanca, moze se =zakljuciti da klijanci kukuruza
ispitivanih hibrida tretirani razli¢itim, uglavnom niskim koncentracijama 24-EBL-a,
mogu preziveti podrucja zagadena teSkim metalima pre svega zahvaljujuéi blokiranju
pokretljivosti toksic¢nih elemenata pre nego §to se distribuiraju u stablo 1 koren (plumulu
1 radikulu). Takode, posmatrajuci hibride ZP 704 i ZP 434, moze se zakljuciti da su
usled smanjene distribucije toksi¢nih elemenata unutar klijanaca isti pogodni za rastenje
na zagadenom podrucju, ali ih upravo taj razlog ne ¢ini pogodnima za fitoremedijaciju

zagadenog zemljista.

Nadeno je da hibrid ZP 434 sadrzi veoma polarna jedinjenja koja su prisutnija u
hibridu ZP 434 u ve¢em obimu, za razliku od hibrida ZP 704, kao i da visoke
koncentracije 24-EBL-a imaju inhibiraju¢i efekat na sadrzaj polifenola. Metodom
masene spektrometrije visoke rezolucije izvrSena je identifikacija razlicitih polifenolnih
jedinjenja i njihovih klasa u uzorcima i nadeno je da 24-EBL razli¢ito deluje na dva
ispitivana hibrida kukuruza. Takode, nadeno je da hibrid ZP 434 sadrzi veéi broj
polifenolnih jedinjenja u odnosu na hibrid ZP 704. Kod oba hibrida, sadrZaj polifenola

je veéi u plumuli u poredenju sa radikulom.

Na osnovu izokonverzionog pristupa primenjenog na klijancima razlicitih
hibrida kukuruza, nadeno je da prividna energija aktivacije verovatno zavisi od
interakcija molekula vode 1 proteinskih struktura u klijancima, narocito u ranim
stupnjevima dehidratacionog procesa. Nadjeno je i da prisustvo 24-EBL-a ima znacajan
uticaj na promenu izokonverzionog reakcionog profila u slu¢aju plumule 1 radikule kod
hibrida ZP 434, kao i na isti profil vezan za plumulu hibrida ZP 704 pri koncentracijama
24-EBL-a od 5.2x 10° i 5.2x 1012 M. Takode, u slu¢aju radikule kod ZP 434 hibrida je
nadeno da je vrednost prividne energije aktivacije direktno proporcionalna sadrzaju

trehaloze, ¢iji porast uzrokuju nize koncentracije 24-EBL-a.

U slucaju kontrolnih uzoraka oba ispitivana hibrida, nadeno je prisustvo
mehanizma dehidratacije prvog reda, koji se moze pripisati gubitku prvog vodenog sloja
koji pripada strukturi meduslojeva od kojih je sistem sa¢injen. Utvrdeno je da porast

temperature smanjuje difuzioni efekat, najverovatnije usled porasta ravnoteznog
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sadrzaja molekula vode koji se oslobadaju iz delova klijanaca, gde uloga proteina i

njihove “okoline”, moze uticati na brzinu dehidratacije.

Ustanovljeno je da u slucaju hibrida ZP 434, 24-EBL-a, najverovatnije uti¢e na
dehidratacione procese preko sadrzaja fosfora u delovima klijanaca. Pretpostavljeno je
da egzogeno dodati 24-EBL, prouzrokuje osetljivost na dehidratacioni stres u plumuli
preko fenomena interakcije vode sa primarnim amino grupama kao katjonima u
poliaminima. Niska koncentracija 24-EBL-a najverovatnije omogucava interakciju
molekula vode sa poliaminima preko vodoni¢nih veza. Detaljna analiza je pokazala da
dobijene vrednosti aktivacije u sluc¢aju oba hibrida odgovaraju vrednostima energije
disocijacije veze potrebne za raskidanje vodoni¢nih veza. Na osnovu analize koja
ukljucuje kineticko predvidanje procesa, pokazano je da ekstremno visoka temperatura
u slucaju hibrida ZP704 snabdeva sistem sa dovoljno energije, time povecavajuci
mobilnost vode, ¢ime se povecava i brzina dehidratacije, a skracuje vreme zivota

klijanaca.

Termodinamickom analizom oba ispitivana hibrida kukuruza tretirana razli¢itim
koncentracijama 24-EBL-a je nadeno da svi delovi klijanca, u slu¢aju hibrida ZP 704, u
poredenju sa hibridom ZP 434, pokazuju visu stabilnost (u energetskom pogledu) na

uticaj egzogeno dodatog 24-EBL-a tokom procesa dehidratacije.

Na osnovu enatalpijsko-entropijske kompezacione teorije, nadeno je da je
mehanizam desorpcije vode u ispitivanim hibridima entropijski kontrolisan, gde
dobijeni rezultati ukazuju da mikrostruktura Klijanaca nije stabilna i da trpi promene
tokom dehidratacije. Takode, na osnovu BET i modifikovanog BET pristupa, nadeno je
da je kijanci hibrida ZP 704 u prisustvu 24-EBL-a lakse odaju vodu za razliku od
hibrida ZP 434, kod koga 24-EBL izaziva teze odavanje vode.

Porast temperature u slu¢aju hibrida ZP704 dovodi do snizavanja pritiska Sirenja

1 brzeg odavanja vode iz radikule, §to nije sluc¢aj kod hibrida ZP 434.
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Mojy [OKTOPCKY AncepTaumjy noxparbeHy y IurutanHu penosmtopumjym YHusepsuTeTa y
Beorpaay mory fia KopucTe CBM Koju nowTyjy oapenbe cagpikaHe y ogabpaHom Tmny nuueHue
KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oa/yymo.

1. AyTtopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPUMjaNHO

3. AyTOpcTBO — HEKOMepLuMjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLUMjANHO — AeNNTU MO UCTUM YCI0BUMA
5. AyTopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — Ae/NTU NoA UCTUM YCI0BMMA

(Monnmo aa 3a0KpyuTe camo jegHy oA, WwecT NoHyHeHMxX AMueHLM, KpaTak onuc AMLeHLM
AT je Ha nonehuHun ancra).

MoTnuc gokTopaHaa

Y beorpagy, 14.07.2016.




1. AyropcTBo - Jl03BOJbaBaTe yMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIM]Y U jABHO CAOIIITABaKE Jeia,
U Tpepajie, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HayWH oJpeheH o CTpaHe ayTopa WM
JaBaolla JUIEHIe, Yak M y KoMeprujanHe cBpxe. OBo je Hajcino0OgHHMja O CBUX
JIALIEHIIN.

2. AyTopcTBO — HeKoMmeplujainHo. J[03BojbaBaTe yMHOXKaBamhe, TUCTPUOYLIM]Y U jJaBHO
caolTaBame Jenla, ¥ mpepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HaduH ojpeheH on
CTpaHe ayTopa WM JAaBaoma JjuneHne. OBa JIHIEHIA HE J03BOJbABA KOMEPIHjATHY
ynotpeOy nena.

3. AytopctBo - HekoMepuujanHo — 0e3 mnpepane. Jlo3BosbaBaTe YMHOKaBambe,
IUCTpuOyLMjy M jaBHO CAaoIlllITaBame Jena, 0e3 IMpoMeHa, NpeoOJIMKOBama WU
ynoTpebe aena y CBOM Jely, aKo Ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH oJ cTpaHe
ayTopa wid naBaoua juueHie. OBa JUIeHIIa He JO3BOJbaBAa KOMEpLUjalHy yHoTpely
nena. Y OJIHOCY Ha CBE OCTaJie JIMIEHIIe, OBOM JIMLIEHIIOM ce€ OorpaHuyaBa HajBehu oOum
npaBa Kopuinhema aena.

4. AyTOpCcTBO - HEKOMEpPLMjaJIHO — JEJUTU MOJ MCTUM YyciaoBuma. Jlo3BoJbaBare
YMHOKaBamwe, TUCTpUOYLM]y U JaBHO CaOMILTaBame Jeja, U Mpepaje, ako ce HaBele
UMe ayTopa Ha HauMH ojapel)eH oJ cTpaHe ayTopa WMJM JaBaolla JMIEHLE U aKo ce
npepajga AUCTpUOyHpa IOA MCTOM WIM CIMYHOM JuueHuoM. OBa JMLEHIa He
J103BOJbaBa KOMEpLMjaIHy yrnoTpeOy Jena u mpepasja.

5. AyropctBo — 0e3 mpepazae. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBame, NUCTPUOYIH]Y U jaBHO
CaolIITaBame Jeia, 0e3 MpoMeHa, MPeoOINKOBaka WIH YIOTpede /iena y CBOM JIely,
aKo ce HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HauMH oJpel)eH o/ cTpaHe ayTopa MU J1aBaolia JUIICHIIE.
Oga sHIIeHIIa 103B0JbaBa KOMEPIIHjalIHy yrnoTpeOy aena.

6. AyTOpCTBO - JeIWTH TOJ UCTHUM YycioBuma. Jlo3BosbaBaTe YMHOXaBame,
TUCTPUOYLIHM]y M jaBHO CAOINIITaBame JieNa, U Mpepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha
HauMH ojpeheH on cTpaHe ayTopa WIM JaBaolla JHMIIEHIIE M ako ce mpepaaa
TUCTpUOyHpa TOJ HCTOM WIM CIAMYHOM JmieHiioM. OBa JHIIEHIIa J03BOJhaBa
KOMepLHjaHy ymnoTpeOy naena u mpepaga. CiawuHa je codTBepCKUM IHIEHIIaAMa,
OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.



