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Uvod

1. UvOD

U posljednjih dvadesetak godina, stres je postao popularna tema u fiziologiji razli¢itih
organizama, od jednostani¢nih do ¢ovjeka. Potrebno je naglasiti da je definicija stresa
stvar dogovora, jer je nemoguce odrediti fiksne ili apsolutne vrijednosti stresa,
specificne za pojedini organizam ili zivotne uvjete. Stresni uvjeti okolisa mogu biti
Sirokog raspona, te odredena razina nekog Cinitelja moze na organizam djelovati
razli¢ito, ovisno o velikom broju drugih Cinitelja, kako vanjskih (okolisnih) tako i
unutarnjih, odnosno sposobnosti organizma da reagira na stres u smislu tolerancije ili

netolerancije.

Prema Cesto citiranoj definiciji Lichtenthalera iz 1996. godine, stres kod biljaka u
Sirem smislu podrazumijeva bilo kakve uvjete okolisa ili prisustvo tvari koje utjecu ili
blokiraju metabolizam, te rast odnosno razvoj biljaka. Medutim, ,stres treba
razlikovati od ,,poremecaja“ koji dovode do reakcije biljke u smislu promjena u

dinamici njenog rasta i razvoja, ali ne ugrozavaju funkcioniranje biljnog organizma.

U osnovi, stres se kod biljaka moze svrstati u dvije osnovne kategorije. Abiotski stres
izazivaju fizikalni ili kemijski Cinitelji okoliSa kao Sto su osvjetljenje, temperatura,
vlaga, razli¢ite toksi¢ne tvari, dok je biotski stres izazvan djelovanjem drugih
organizama, najée$ée patogenih mikroorganizama i stetnika. Cesto se ove dvije osnovne
kategorije okolis$nog stresa u djelovanju na biljke preklapaju, tj. pojavljuju istovremeno
ili su medusobno povezane. Biljke najéesce nisu izloZzene samo jednoj vrsti stresa jer se
u odredenim uvjetima tla 1 klime moze dogoditi viSestruki stres ako su dva ili vise

¢initelja izvan granica optimuma za biljke.

S fizioloSkog stanovista, prezivljavanje ili oporavak organizma biljke je glavno svojstvo
koje se podrazumijeva kada se govori o tolerantnosti na stres, za razliku od agronomske
tocke gledista gdje je za determinaciju tolerantnosti bitna znacajka prinos ostvaren u
stresnim uzgojnim uvjetima. Iz agronomske perspektive, okoliSne vrste stresa se
smatraju najznacajnijim cCiniteljima velikog 1 nepredvidljivog smanjenja produktivnosti
biljaka u suvremeno vrijeme. Uslijed evidentnih klimatskih promjena na globalnoj i
lokalnoj razini, smanjenju proizvodnih podrucja s optimalnim uvjetima za uzgoj biljaka,

kao 1 rastuc¢ih potreba za povecanjem biljne proizvodnje uslijed porasta stanovnistva na

1



Uvod

Zemlji, pronalazenje ili stvaranje biljnih genotipova sposobnih za visoku produktivnost

u stresnim uvjetima uzgoja postaje sve vazniji cilj znanstvenih i stru¢nih aktivnosti.

Pretrazivanjem baze Web of Science prema pojmu ,,plant abiotic stress* dobiva se za
razdoblje od 1995. do 2015. godine 10 570 rezultata, od ¢ega 8 949 znanstvenih radova
u cCasopisima, 1 527 preglednih radova te 77 poglavlja u knjigama. Ogroman interes
znanstvenika za ovo podrucje u biologiji biljaka potvrduju i podaci o broju objavljenih
publikacija u navedenom razdoblju po godinama (Slika 1.1.). Uocljiv je trend izrazitog
povecanja istrazivanja i objavljivanja znanstvenih radova na temu abiotskog stresa u

biljkama, te se moze zakljuciti da je aktualnost i znacenje te problematike sve vece.
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Slika 1.1. Prikaz broja objavljenih publikacija o abiotskom stresu u biljkama citiranih u bazi

Web of Science po godinama (1995. - 2015.), prema pretrazi u bazi na dan 10. veljace 2016.

Razvoj kulturnih biljaka tolerantnih na stres zahtijeva dobro poznavanje fizioloskih
mehanizama reakcije biljke na stres 1 genetske kontrole specificnih pokazatelja,
odnosno pozeljnih svojstava odredene biljne vrste, u razliitim fazama rasta i razvoja.
Dosada$nja istrazivanja nedvojbeno pokazuju da razli€iti oblici abiotskog stresa u
biljkama mogu pokrenuti iste fizioloSke mehanizme obrane. Takoder, utvrdeno je da
poremecaji uslijed djelovanja abiotskih ¢initelja u biljkama izazivaju primarne i

sekundarne ucinke, od molekularne i stani¢ne razine do vidljivih morfoloskih pa ¢ak i
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evolucijskih promjena. Primarni ucinci poput smanjenja vodnog potencijala, 0dnosno
dehidracije stanice izazvane razliitim vrstama stresa, direktno utjeCu na fizikalna i
biokemijska svojstva stanica, Sto izaziva sekundarne ucinke, kao S$to su smanjena
metabolicka aktivnost, citotoksi¢nost pojedinih iona, cjelokupno narusavanje stani¢ne
homeostaze (ravnoteze), uz izrazitu pojavu reaktivnih kisikovih jedinki i drugih
radikala. Kao rezultat tih sekundarnih ucinaka primarnog poremecaja na stanicnoj
razini, kod netolerantnih (osjetljivih) biljaka moze do¢i do oksidacijskog stresa koji
rezultira naruSavanjem struktura i funkcija stanice te njenim odumiranjem. Pri jaCem
intenzitetu ili duljem trajanju stresa, osjetljive biljne vrste se ne mogu oporaviti od
nastalih oSte¢enja. Kod tolerantnih biljnih vrsta, odnosno genotipova, brzo se aktiviraju
mehanizmi obrane, u smislu promjena metabolizma prema sintezi razli¢itih zaStitnih
komponenata i popravljanju eventualnih oSteCenja stani¢nih struktura tijekom procesa
aklimatizacije na stres. Uspostavljanje novonastale homeostaze je rezultat brojnih
fizioloskih procesa 1 aktivacije brojnih signalnih putova, koji se medusobno

nadopunjuju u razli¢itom vremenskom trajanju.

Sve ove spoznaje steCene su kroz ogroman broj Cesto interdisciplinarnih istrazivanja.
Relativno je manji broj takvih istraZivanja u kojima su kao model koriStene kulturne
biljke, u odnosu na najcescée ispitivanu biljnu vrstu Arabidopsis thaliana L., kod koje je
genom potpuno definiran. Saznanja dobivena pomocu A. thaliana potrebno je testirati
na kulturnim biljkama poput soje, koje imaju presudan znacaj za proizvodnju hrane u

svijetu.

Soja je vodeca uljna i proteinska kultura, ¢ije je zrno zbog svog kemijskog sastava vrlo
znacajno u ishrani zivotinja i prehrani ljudi te je vazna sirovina u razli¢itim granama
preradivacke industrije. Osim toga soja, kao leguminoza u plodoredu, ima i veliku
agrotehnicku i ekolosku vrijednost. U simbiozi s bakterijama Bradyrhizobium
japonicum na korijenu, soja zadovoljava dio svojih potreba za dusikom usvajajuci ga iz
zraka, pri ¢emu nakon Zetve u tlu zaostaje znacajna koli¢ina dusika, ¢ime se smanjuje

potreba za primjenom mineralnih dusi¢nih gnojiva kod slijedece kulture u plodoredu.

Soja se uzgaja u vise od 60 zemalja u svijetu, a udjel sojinog ulja u ukupnoj svjetskoj
proizvodnji jestivih ulja ¢ini oko 35%. Prema FAOSTAT podacima, u 2013. godini je u

svijetu bilo zasijano 111 269 782 ha soje, s prosje¢nim urodom od 2,484 t/ha, odnosno
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proizvedeno je 276 406 003 t zrna. U Republici Hrvatskoj je u istoj godini zasijano
47 156 ha, prosjecan urod je bio 2,361 t/ha i proizvedeno je 111 316 t zrna.

Bolje poznavanje genetskog potencijala ove vrijedne kulture sve vise dobiva na znacaju,
s ciljem njenog daljnjeg oplemenjivanja i kreiranja novih kultivara, sposobnih za visoku
produktivnost u uzgojnim uvjetima koji odstupaju od optimuma u odnosu na potrebe
biljke. Medu najznacajnijim ekoloSkim cCiniteljima koji sve viSe ugrozavaju biljnu
proizvodnju u cjelini, pa tako i proizvodnju sojinog zrna, istiCu se raspolozivost vode,
oscilacije temperature i zaslanjenost tla. Bilo kakav poremecaj navedenih ¢initelja i kod
soje moze izazvati abiotski stres, pri ¢emu je tolerantnost genotipa na stres svojstvo koje
¢e biti sve interesantnije u oplemenjivackim programima. Ova doktorska disertacija ima
za cilj doprinijeti boljem poznavanju genetski definiranih fizioloSkih mehanizama

kojima se soja odupire navedenim stresnim uvjetima, u razli¢itim fazama rasta i razvoja.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. Soja

Kulturna soja (Glycine max (L.) Merr.) je vazna proteinska sirovina kako u ljudskoj
prehrani tako i u hranidbi Zivotinja, te ima velik znacaj u proizvodnji jestivog ulja kao i
biodizela (Vratari¢ i Sudarié, 2008.; Nouri i sur., 2011.; Silvente i sur., 2012.; Fan i
sur., 2013.). Vratari¢ i Sudari¢ (2008.) smatraju da soji nema ravne medu ratarskim
biljkama jer se ona moze koristiti u razne svrhe i kod prerade moze biti iskoriStena
100%, ali naglasavaju da je soja specificna biljka, daleko sloZenija i zahtjevnija od
mnogih drugih ratarskih kultura. Soja je uspravna, granata jednogodiSnja biljka s
velikim variranjem u morfoloskim svojstvima, ovisno o sorti i Ciniteljima vanjske
sredine (Vratarié¢ i Sudaric¢, 2008.), poput fotoperiodizma, temperature i pristupacnosti
vode. Svaki propust u proizvodnji se moze negativno odraziti na konacni urod zrna,
naroCito u kombinaciji sa stresnim klimatskim uvjetima tijekom vegetacije. Autori
Smatraju da se poznavanjem biljke soje 1 pravovremenom primjenom odredenih
tehnoloskih mjera u proizvodnji mogu ublaziti stresne situacije tijekom vegetacije.

Soja je suptropska biljna vrsta, koja se uzgaja na podrucju od umjerenog do tropskog
Klimata, stoga odrzivost i predvidljivost proizvodnje soje mogu biti jako ogranicene
okolisnim stresom (Fenta i sur., 2011.). Kao i kod drugih kultura, razlicite vrste
abiotskog 1 biotskog stresa utjeCu na rast 1 razvoj soje, pri ¢emu su za ovu kulturu
najznacajniji solni i susni stres, prema misljenju Fan i sur. (2013.). Abiotski stres
mijenja metabolizam u stanicama soje i u konacnici utjeée na rast, razvoj i proizvodni
potencijal biljke (Nouri i sur., 2011.). Ovisno o tipu, intenzitetu i trajanju stresa, soja
pokazuje specificne odgovore na stani¢noj razini, promjenama u ekspresiji gena i
proteinskom sastavu. Nouri i sur. (2011.) smatraju da je za razliku od opsezno
proucavanog proteoma biljaka modela poput Arabidopsis thaliana L. i Oryza sativa L.,
analizi vaznih biljaka poput soje dano manje pozornosti. Autori naglasavaju da je
globalno smanjenje obradivih povrSina, kao rezultat ljudske djelatnosti i okoliSnih
Cinitelja, ogranicilo povecanje povrsina pod sojom. Takoder, isticu povecanu pozornost
prema istraZivanjima uzgoja soje na marginalnim tlima, pri ¢emu je produktivnost soje
u nepovoljnim uvjetima okoliSa znacajno ograni¢ena osmotskim stresovima (Sto
ukljucuje zaslanjenost, susu i hladnocu), koji imaju negativan ucinak na rast, fiksaciju

dusika, agronomska svojstva, kakvocu sjemena i prinos.
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Tran i Mochida (2010.) isticu soju kao jedan od ekonomski znacajnih usjeva, kod kojih
abiotski stres poput ekstremnih temperatura, susSe, zaslanjenosti, hladnoce ili
poplavljenosti Cesto rezultira zna¢ajnim gubitcima prinosa.

Prema Vratari¢ i Sudari¢ (2008.), niske temperature usporavaju, a visoke ubrzavaju
klijanje sjemena i razvoj listova, pa broj dana od sjetve do faze nicanja VE moze varirati
od 5 do 15 dana. Sus$ni stres smanjuje prinos soje oko 40%, a utjeCe na sve fenofaze
razvoja od klijanja do cvatnje te smanjuje i1 kakvocu sjemena (Manavalan i sur., 2009.,
cit. Nouri i sur., 2011.). Sjeme soje sklono je oksidativhom stresu zbog visokog
sadrzaja lipida i proteina te pri hipoksi¢nim uvjetima imbibicije u vodi, najveci
intenzitet lipidne peroksidacije je utvrden u tkivu klice, a najmanji u sjemenjaci, u
istrazivanju Lisjak i sur. (2009.). Fan i sur. (2013.) smatraju da ¢e identifikacija gena
odgovornih za toleranciju stresa kod soje dovesti do boljeg razumijevanja molekularnih

mehanizama i genetske osnove tolerancije stresa.

Konvencionalno oplemenjivanje soje znacajno je doprinijelo poboljSanju svojstava ove
biljke u posljednjih 50 godina (Pathan i sur., 2007.). Konvencionalnim
oplemenjivanjem je lakSe manipulirati visoko nasljednim svojstvima koja su manje
osjetljiva na promjene okolisa, ali kvantitativna svojstva poput prinosa ili tolerancije na
abiotski stres su znacajno osjetljiva na promjene u okoliSu. Veéina za poljoprivredu
vaznih svojstava biljaka kvantitativno su nasljedna 1 teSko ih je poboljsati
konvencionalnim oplemenjivanjem. UobicCajeni sustav selekcije mogu upotpuniti
molekularni markeri koji pomazu pri izboru zeljenih svojstava u mnogo kracem
vremenu, izbjegavaju¢i radno intenzivni, vremenski zahtjevni, konvencionalni,
fenotipski izbor. Dobro razvijene molekularne geneti¢ke mape, funkcionalni genomski
resursi i drugi molekularni alati dostupni su za soju, a njihovo koristenje omogudit ¢e
bolje razumijevanje osnovnih mehanizama tolerancije na abiotski stres. Autori takoder
smatraju da ¢e integracija tih alata u kombinaciji s dobro razvijenim oplemenjivackim

strategijama pomoc¢i razvoju kultivara soje s visokom tolerancijom na abiotski stres.
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2.2. Abiotski i oksidacijski stres

Biljke rastu u dinami¢nom i nekontroliranom okolisu koji Cesto izaziva poteskoce u
njihovom rastu i razvoju. Prema Reynolds-Henne i sur. (2010.), stres u biljkama se
moze razviti u razdoblju od nekoliko mjeseci (npr. stres uslijed poremecéaja mineralne
ishrane), nekoliko dana do tjedana (npr. susni stres) pa ¢ak i nekoliko minuta (npr.

temperaturni stres).

Grover i sur. (1999.) tumace da se pojam abiotski stres odnosi na ¢initelje poput ispod-
I iznad-optimalnih temperature, suvisak soli (najces¢e NaCl) te smanjenu raspolozivost
vode koji izazivaju stres dehidracijom, suviSak vode u uvjetima poplavljenosti koja
zbog smanjene opskrbe Kkisikom dovodi do anaerobnog stresa, te oksidativni stres
izazvan i svjetlosnim, kemijskim i dr. Ciniteljima. Autori smatraju da abiotski stres
ugrozava gotovo sve glavne usjeve u razli¢itim ekosustavima. Abiotski stres kao $to su
ekstremne temperature, suSa, pove¢ana zaslanjenost supstrata i poplavljenost tla Cesto
rezultira znacajnim gubitcima uroda kod ekonomski vaznih usjeva poput soje (Tran i
Mochida, 2010.). Verslues i sur. (2006.) konstatiraju da su abiotski stres i njegovi
ucinci na biljke, 1 u prirodnom i u poljoprivrednom okruzenju, tema koja izaziva
povecanu pozornost zbog potencijalnih ucinaka klimatskih promjena na raspored
oborina, temperaturne ekstreme, salinizacije poljoprivrednih povrSina zbog
navodnjavanja 1 sveopée potrebe za odrZzavanjem ili povecanjem poljoprivredne

proizvodnje na marginalnim tlima.

Pored ekonomski vaznih usjeva, abiotski i biotski stres izazivaju promjene normalnih
fizioloskih procesa u svim biljnim organizmima (Lichtenthaler, 1996.; Chen i
Murata, 2002.; Alexieva i sur., 2003.). Svi primarni uzroci stresa su ¢esto medusobno
povezani 1 dovode do stani¢nog oSte¢enja 1 pojave sekundarnog stresa, kao Sto je
osmotski i oksidativni stres (Wang i sur., 2003.). Prema istim autorima, pocetni stresni
signali kao $to su osmotski i ionski ucinci, temperatura i promjene fluidnosti membrana,
pokrec¢u nizvodne signalne procese i transkripcijsku kontrolu s ciljem aktivacije
mehanizma odgovora na stres, sa svrhom povrata homeostaze, zaStite i popravka
ostec¢enih proteina i membrana. Autori zakljucuju da nedovoljan odgovor u jednom ili

viSe signalnih koraka, ili aktivaciji gena, moze u konacnici rezultirati ireverzibilnim
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promjenama stani¢ne homeostaze te destrukcijom funkcionalnih i strukturnih proteina i

membrana, Sto dovodi do smrti stanice.

Stresni okolisni uvjeti u biljkama izazivaju promjene na molekularnoj i fizioloSkoj
razini te razini pojedinih tkiva i cijele biljke, pri ¢emu su vidljive morfoloske promjene
biljke rezultat kumulativnog u¢inka pojedinih ¢initelja i sortno-specificnog odgovora na
stres, temeljenog na promjeni ekspresije gena i metabolickih procesa (Rasheed, 2009.).
Atienza i sur. (2004.) isticu da razliCiti stresni uvjeti mogu izazvati slicne u¢inke u
biljkama i1 da te sli¢nosti na fizioloSkoj razini dovode do izvjesnog preklapanja
molekularnih odgovora na razli¢ite vrste stresa. Tako npr. susa, solni stres, ekstremne
temperature 1 oksidacijski stres su cesto medusobno povezani i mogu izazvati sli¢na
stani¢na o$tecenja (Wang i sur., 2003.). Reakcije biljaka na zaslanjenost i susu su usko
povezane. Solni i susni stres utjeCu na metabolizam te rast i razvoj biljaka, a zajedno s
niskim temperaturama ¢ine glavni problem za poljoprivredu jer onemogucuju postizanje
punog genetskog potencijala rodnosti biljaka. VVodni stres usporava rast biljaka, a ABA
(apscizinska kiselina) ima funkciju regulacije vodne ravnoteze u biljkama (Zhu, 2002.).
Prema Mittler (2006.), prilagodba biljaka odredenim uvjetima abiotskog stresa
zahtijeva specifican odgovor, stoga se molekularni, biokemijski 1 fizioloski procesi
pokrenuti specificnim stresnim uvjetima mogu razlikovati u odnosu na one aktivirane
nesto drugacijim kombinacijama okolisnih parametara. U skladu s tom spoznajom, Qin
I sur. (2011.) smatraju da je potrebno definirati ispravno utvrdivanje tolerantnosti
usjeva na okoliSni stres, prema trenutnim potrebama poljoprivredne proizvodnje.
Postizanje kombinacije visokog prinosa i tolerantnosti na stres u jednom kultivaru ovisi
o nasem razumijevanju kako se razvijaju pojedinac¢na svojstva i kakve su njihove
medusobne interakcije. Autori istiCu potrebu tijesne suradnje izmedu molekularnih
biologa, biljnih fiziologa i oplemenjivaca. Da bi dos§lo do napretka u oplemenjivanju s
ciljem povecanja tolerantnosti na stres, Azevedo i Lea (2001.) isti¢u neophodnost
istrazivanja ucinaka razlicitih okolisa na genetsku varijabilnost. S druge strane, Wang i
sur. (2003.) tvrde da je modificiranje biljaka sa svrhom povecéanja tolerantnosti na stres
ve¢inom temeljeno na manipulaciji genima koji Stite 1 odrzavaju funkciju 1 strukturu
staniénih komponenata. Nasuprot vecini kvalitativnih svojstava, kvantitativna svojstva
(poput modificirane otpornosti na Stetnike i pesticide te genetski kompleksnih odgovora

na uvjete abiotskog stresa) je teze kontrolirati i modificirati.
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S agronomskog stanovista, okoli$ni stres predstavlja najznacajniji Cinitelj koji izaziva
velika i nepredvidljiva smanjenja prinosa (Pastori i Foyer, 2002.). Autori takoder isticu
da je interakcija genoma i okoliSa klju¢na odrednica sastava biljnog tkiva (Cinitelji
kakvoce), anatomije, morfologije i razvoja biljaka, te da su vigor i reakcija biljaka na
okolisni stres rezultat stalnog prilagodavanja fiziologije i metabolizma tijekom Zivota
biljaka u okvirima genetske osnove. Tran i Mochida (2010.) smatraju da je genetska
osnova tolerantnosti na stres slozena i jo§ nedovoljno razjasnjena. Molekularni i stani¢ni
odgovori na okoliSne podrazaje se intenzivno proucavaju na biokemijskoj, fizioloskoj,
morfoloskoj i metabolickoj razini. Unato¢ intenzivnim istrazivanjima ove problematike,
Reguera i sur. (2012.) takoder smatraju da je suvremeno razumijevanje mehanizama
povezanih sa sposobno$¢u usjeva da zadrze prinos u uvjetima abiotskog stresa
nedovoljno. Navedeni autori isticu da je, s fizioloSkog stanovista, prezivljavanje (ili
oporavak) glavno svojstvo koje ¢ini tolerantnost biljke na stres, dok je, S agronomskog

stanovi$ta, urod klju¢ni pokazatelj uspjesnosti usjeva koji su tolerantni na stres.

Opcenito je prihvaceno da je u osnovi metabolizma Zivih stanica, koje su izloZene bilo
kojoj vrsti okoliSnog stresa, pojava povecane koli¢ine reaktivnih komponenti, pretezno
kisika, i to se stanje u stanici naziva oksidacijskim stresom. Posljedica aerobnog oblika
zZivota je kontinuirano nastajanje reaktivnih oblika kisika (ROS), a taj je proces pojacan
abiotskim stresom (Vranova i sur., 2002.; Szalai i sur., 2009.). Prema Alsher i sur.
(1997.), bilo koje stanje gdje dolazi do poremecaja stani¢ne redoks ravnoteze, moze se
nazvati oksidacijskim stresom. Do toga mogu dovesti promjene okoliSnih uvjeta:
premalo ili previSe vode, nepovoljne temperature, povecana koncentracija soli u tlu i dr.
Oksidativni stres nastaje kao posljedica pojacanog stvaranja reaktivnih kisikovih jedinki
koje nastaju prijenosom jednog, dva ili tri elektrona na molekularni kisik, pri ¢emu
nastaju superoksidni radikal (+O;’), vodikov peroksid (H,O,) ili hidroksilni radikal
(*HO), ili ekscitacijom molekularnog kisika uslijed ¢ega dolazi do stvaranja
visokoenergetskog singletnog kisika (*O,) (Noctor i Foyer, 1998.; Yu i Rengel, 1999.;
Pellinen, 2001.; Arora i sur., 2002.; Mittler, 2002.; Bhattacharjee, 2005.). Arora i
sur. (2002.) isticu da je zajednicko svojstvo razli€itih stresnih ¢initelja njihov potencijal
stvaranja reaktivnih oblika kisika u biljnim tkivima, koji reagiraju sa stani¢nim
komponentama poput lipida, nukleinskih kiselina i proteina (Swigonska i Weidner,
2013.). Oksidativni stres je u osnovi kontroliran proces, tj. u normalnim uvjetima je

proizvodnja tih radikala dobro regulirana u stanicnom metabolizmu, pri ¢emu ravnoteza
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izmedu oksidacijskog i antioksidacijskog kapaciteta odreduje sudbinu biljke (Arora i
sur., 2002.). Opcenito, svaka stani¢na organela s visoko oksidacijskom metabolickom
aktivnoscu ili s visokim intenzitetom protoka elektrona moze generirati ROS, kao npr.:
kloroplasti u fotosintezi, mitohondriji u stani¢nom disanju, peroksisomi tijekom
fotorespiracije i oksidacije masnih kiselina, aktivnoS¢u membranski vezane
NADPH-oksidaze, amin-oksidaze i peroksidaze u apoplastu ili peroksidaza vezanih za
stani¢nu stjenku (Mittler, 2002.; Mundree i sur., 2002.; Mittler i sur., 2004.).

Posljedice nastajanja slobodnih kisikovih radikala ovise o intenzitetu stresa i fizikalno-
kemijskim uvjetima u stanici, kao Sto su antioksidativni status, redoks status i pH
(Blokhina, 2000.). Autorica pretpostavlja da ROS utje¢u na stanicu kombinacijom
nekoliko Cinitelja: koli¢inom stvorenih kisikovih radikala (Sto je u korelaciji s ja¢inom
stresa) i biokemijskim statusom stanice (aktivnost antioksidativnih i ostalih enzima,
sadrzaj antioksidanasa, pH, rezerve energije, integritet membrana, redoksna svojstva,
itd.). ROS utjecu na povecanje sinteze neenzimskih antioksidanasa poput tripeptid-tiola,
glutationa, vitamina C (askorbat) i E (a-tokoferol), ali i na povecanje enzimskih
antioksidanasa kao npr. superoksid-dismutaze (SOD), glutation-peroksidaze (GPX),
glutation-reduktaze (GR), askorbat-peroksidaze (APX) i katalaze (CAT) (Foyer i sur.,
1997.).

Oksidansi poput vodikovog peroksida (H,O;) djeluju u interakciji s drugim signalnim
sustavima, naro€ito hormonalnim, te utje¢u na djelovanje drugih sekundarnih glasnika
poput Ca?* i NO, modificiraju¢i njihovu aktivnost (Pastori i Foyer, 2002.). Vodikov
peroksid u biljnim stanicama ima mnogo znacajnih metabolickih uloga, uglavnom
nastaje tijekom procesa fotosinteze, fotorespiracije i stani¢nog disanja (Foyer, 1997.;
Pevalek-Kozlina, 2003.; Bhattacharjee, 2005.). Do pojac¢anog stvaranja vodikovog
peroksida u kloroplastima 1 drugim stanicnim kompartimentima te u apoplastu dolazi
kada je biljka izloZena razli¢itim stresnim uvjetima (Foyer i sur., 1997.). Taj metabolit
je prva stabilna komponenta medu reaktivnim kisikovim jedinkama koja nastaje u
biljnoj stanici, kako u normalnim uvjetima, tako i kao rezultat stresa te je stoga
najvjerojatniji ,,kandidat“ za prijenos signala reguliran kisikovim radikalima (Blokhina,
2000.). Pastori i Foyer (2002.) naglasavaju da H,O, djeluje kao prenositelj signala i u
optimalnim i u stresnim uvjetima te navode da je poluvrijeme postojanja molekule H,O,

u biljkama odredeno kapacitetom dva glavna antioksidativna regulatora u biljnim
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stanicama, askorbatom i glutationom, zajedno s antioksidativnim enzimima koji koriste
navedene antioksidanse (Noctor i Foyer, 1998.). Bhattacharjee (2005.) naglasava da
H.,O, kao jaki oksidans moZe inicirati lokalno stani¢no oSteCenje koje dovodi do
poremecaja metabolickih funkcija, a moze difundirati na relativno velike udaljenosti
izazivaju¢i promjene redoks stanja okolnih stanica 1 tkiva, gdje u niskim
koncentracijama pokrece antioksidativni odgovor. Autor takoder tumaci da akumulacija
vodikovog peroksida predstavlja signal o oksidacijskom stresu u dijelovima stanice gdje
se H,0; stvara, §to inicira odgovarajuce reakcije u stanicnom sustavu obrane, pri cemu
takav ,,signalling* dovodi do djelomi¢ne univerzalne obrane od viSe razli¢itih stresnih
Cinitelja. Isti autor smatra da ROS poput H,O, imaju multifunkcionalne interaktivne
uloge u ranim fazama reakcije biljke na stres. Subletalne koncentracije ROS
prilagodavaju biljku razli¢itim vrstama abiotskog i biotskog stresa, te smanjuju porast,
vjerojatno kao dio mehanizma prilagodbe. Vodikov peroksid, kao sporedni produkt
enzima SOD, mora se eliminirati konverzijom u H,O u reakcijama kataliziranim
enzimima APX, POX i CAT, koji reguliraju razinu vodikovog peroksida u biljkama
(Wang i sur., 2009.).

Prekomjerno stvaranje ROS-a oste¢uje makromolekularne strukture u stanici poput
DNA, razli¢itih proteina i lipida (Esterbauer i sur., 1991.). Degradacija membranskih
lipida pri ¢emu nastaju slobodne masne kiseline, inicira oksidacijsko oStecenje
stvarajuci supstrat za enzim lipoksigenazu, ¢iji je rezultat peroksidacija lipida, uz pojavu
alkoksi i peroksi radikala te singletnog kisika, stoga su te reakcije glavni izvor ROS u
biljnim stanicama (Bhattacharjee, 2005.). Lipidna peroksidacija se smatra prirodnim
metabolickim procesom u normalnim fizioloSkim uvjetima i1 jedna je od
najistrazivanijih posljedica djelovanja ROS na strukturu i funkciju membrana
(Blokhina, 2000.). Peroksidacijom visih masnih kiselina u prisustvu ROS-a nastaju
lipidni peroksidi, koji se pri analizi u kojoj se koristi tiobarbiturna kiselina (Heath i
Packer, 1968. cit. Ambriovi¢ Ristov i sur., 2007.) tijekom zagrijavanja Kkisele
reakcijske smjese raspadaju. Pri tome nastaje malondialdehid (MDA) koji reagira s
tiobarbiturnom kiselinom, a nastalo crveno obojenje mjeri se spektrofotometrijski.
Koncentracija MDA utvrdena na taj nacin predstavlja intenzitet lipidne peroksidacije u
biljnom tkivu, i ¢esto se izrazava kao TBARS (thiobarbituric acid reactive substances),

¢iji je sadrzaj prema Wang i sur. (2004.) pokazatelj tolerancije biljke na stres.
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2.3. FizioloSki mehanizmi obrane od stresa

Qin i sur. (2011.) smatraju da je mehanizam odgovora biljaka na okoli$ni stres
vjerojatno napredniji i znacajniji nego kod Zivotinja. Autori isti¢u da je pitanje kako
biljne stanice reagiraju na razliite okoliSne stresove jedna od najatraktivnijih tema, ne
samo biljnim biolozima, nego i agronomima jer je abiotski stres posebna prijetnja
produktivnosti usjeva. Biljke raspolazu s nizom profinjenih mehanizama odgovora na
promjene u okoliSu, koji su nastali tijekom dugog razdoblja njihove evolucije i1
domestifikacije (Shao i sur., 2007.). Autori istiCu da su ti mehanizmi uklju¢eni u mnoge
aspekte anatomije, fiziologije, biokemije, genetike, razvoja, evolucije i molekularne
biologije, pri ¢emu smatraju da je najvazniji mehanizam adaptacije na razini
molekularne biologije. Sli¢no, Urano i sur. (2010.) isticu da su biljke razvile razlicite
mehanizme tolerancije kao razliCite procese, ukljucujuci fizioloske i biokemijske
promjene koje rezultiraju adaptivnim ili morfoloskim promjenama. Raspon transkripata
koji kodiraju enzime s funkcijom neutralizacije ROS je razli¢it, prema Rizhsky i sur.
(2002.), te se detoksikacija ROS moze u razli¢itim tipovima stresa odvijati razli¢itim
putovima. Mehanizmi koji kontroliraju samu percepciju stresa su vjerojatno univerzalni
u biljnom carstvu, obzirom na postojanje vrsta adaptiranih na stres u razli¢itim biljnim
porodicama, postojanje stres-tolerantnih divljih srodnika kod mnogih glikofitnih vrsta te

genetske varijabilnosti otpornosti na stres kod uzgajanih biljaka (Bohnert i sur., 1995.).

U znanstvenoj literaturi se moze na¢i velik broj preglednih radova na temu
oksidacijskog stresa u biljkama, u kojima se objasnjava pojava, metabolizam i uloga
ROS, te fizioloski mehanizmi njihovog neutraliziranja na molekularnoj i stani¢noj
razini. Jo§ 1997. godine Alscher i sur. objasnjavaju povezanost ROS i antioksidativnih
enzima superoksid-dismutaze, askorbat-peroksidaze i glutation-reduktaze. Iste godine
Rice-Evans i sur. (1997.) izvjescuju o antioksidativnom kapacitetu fenolnih spojeva u
biljkama. Grassmann i sur. (2002.) takoder objasnjavaju zastitno djelovanje biljnih
fenola 1 terpenoida te moguénosti njihove korisne primjene kod Zivotinja i u medicini.
Medu brojnim preglednim radovima o oksidacijskom stresu u biljkama koje su objavili
Foyer i Noctor sa suradnicima, istice se Tansley review No. 112 (Foyer i Noctor,
2000.). U Tansley review No. 111, Cakmak (2000.) diskutira o0 mogucoj ulozi Zn u
zasStiti od oksidacijskog osStecenja biljnih stanica, a Hiraga i sur. (2001.) daju pregled

velike grupe enzima peroksidaza u biljkama. Takahama (2004.) objasnjava povezanost

12



Pregled literature

askorbata, fenola i peroksidaza. Posebnost i znacaj askorbat-peroksidaza u biljkama u
obrani od stresa prikazani su radovima Shigeoka i sur. (2002.) te Dabrowska i sur.
(2007.). U skladu s tim, glutation kao antioksidans i regulatorna komponenta u biljkama
ima izuzetnu ulogu u uvjetima abiotskog stresa (Szalai i sur. 2009.). Povezanost
oksidacijskog stresa 1 aklimatizacijskih sposobnosti biljaka na okolisSne uvjete
objasnjava Greene (2002.), pri ¢emu je znacajno utvrditi metaboli¢ke i proteomske
markere za oksidacijski stres (Shulaev i Oliver, 2006.). Genetska osnova aktivacije
pojedinih obrambenih mehanizama kao objasnjenje razliite tolerantnosti biljaka na
stresne uvjete prikazana je u preglednim radovima Pastori i Foyer (2002.), Mittler i
sur. (2004.) i dr. Treba naglasiti da se nalazi sve vise dokaza o signalnoj ulozi pojedinih
ROS (Foyer i Noctor, 2000.; Vranova i sur., 2002.; Bhattacharjee, 2005.;
Pucciariello i sur., 2012.).

Bohnert i sur. (1995.; 2006.) smatraju da ¢e proucavanje stresnih odgovora doprinijeti
poznavanju temeljne biljne biokemije, jer na taj nacin saznajemo sve vise 0
metabolizmu, njegovoj fleksibilnosti, ograni¢enjima 1 raznovrsnosti. Takoder,
razumijevanje mehanizama koji osiguravaju tolerantnost objasnjava ekolosku
raznolikost 1 distribuciju vrsta te pruza bitne informacije o ucinkovitosti usjeva.
Sposobnost modifikacije tolerantnosti bi trebala doprinijeti potencijalu povecéanja
stabilnosti uroda u stresnim uzgojnim uvjetima. Biljke koje su prirodno tolerantne na
stres imaju Sirok raspon prilagodbi, od kojih mnoge jo§ nisu identificirane na

molekularnoj razini (Rathinasabapathi, 2000.).

Alexieva i sur. (2003.) opcenito dijele biljne antioksidativne sustave na: 1.
antioksidanse topljive u lipidima i vezane za membrane kao Sto su a-tokoferol i
[-karoten, koji direktno ,,gase* slobodne radikale lipidne peroksidacije (tripletni klorofil
i 10,); 2. vodotopljive antioksidanse poput glutationa i askorbata koji sudjeluju u
detoksikaciji <O, i H,O,; 3. enzimske antioksidanse: superoksid-dismutaza (SOD; EC
1.15.1.1), katalaza (CAT; EC 1.11.1.6), peroksidaze (POX; EC 1.11.1.7) i enzime
askorbat-glutation ciklusa. Aktivacijom pojedinih ili svih tih sustava, biljni organizmi
su razli¢ito sposobni prevladati oksidacijski stres. Pored navedenih, neke dodatne
komponente poput osmolita (osmoprotektanata), antocijanina i nekih proteina mogu
takoder neutralizirati ROS (Blokhina, 2000.; Wang i sur., 2003.).
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Askorbinska kiselina (vitamin C) ima velik utjecaj na stani¢ne funkcije, od temeljnih
procesa poput stani¢ne diobe do zastite od okolisnog stresa (Conklin, 2001.). Svojstva
askorbata, kao Cesto zastupljenog metabolita u biljkama s kljuénim ulogama u razvoju i
toleranciji stresa isti¢u i Millar i sur. (2003.). Znacaj askorbata proizlazi iz njegovog
svojstva da moze neutralizirati razli¢ite oblike ROS, poput superoksidnog aniona,
singletnog kisika i vodikovog peroksida (Blokhina, 2000.). Biljne stanice, prema
Noctor i Foyer (1998.), sadrze velike koli¢ine askorbata (10 - 100 mmol) i glutationa
(1-10 mmol). Medutim, pri visokim koncentracijama i u prisustvu metalnih iona
askorbat moze djelovati i kao pro-oksidans (Halliwell, 1996.; Smirnoff, 2005.).
Poznato je da glutation (GSH) doprinosi obnavljanju reduciranog oblika askorbata
neenzimskom redukcijom dihidro-askorbata pri alkalnom pH (Noctor i Foyer, 1998.).
May i sur. (1998.) ocjenjuju da glutation djeluje kao direktna poveznica izmedu
okolisnog stresa i1 velikog broja klju¢nih prilagodbi koje su biljke razvile. Taj snazni
stani¢ni reducens ima Sirok raspon djelovanja. Zahvaljujuéi redoks aktivnoj tiolskoj
skupini GSH moZe sudjelovati u regulaciji stanicnog ciklusa, a 1 kao zaStitna
komponenta u uvjetima oksidacijskog stresa, izmedu ostalog i1 neutralizacijom
peroksida. Kako je to neproteinski tripeptid u ¢ijem je sastavu sumpor, ujedno ima
znacaj u uskladiStenju i transportu reduciranog oblika sumpora (May i sur., 1998.;
Tausz i sur., 2004.). Smatra se da taj vodotopljivi, niskomolekularni antioksidans u
pocetnoj fazi stresa mijenja svoj redoks status, dok je faza aklimatizacije na stres
obiljeZena povecanjem njegove koncentracije u reduciranom obliku 1 pojacavanjem
aktivnosti odredenih enzima. Tausz i sur. (2004.) isticu da je sustav glutationa vrijedan
stresni marker u ekofiziolos§kim istrazivanjima, a Foyer i sur. (2002.) ga smatraju
najvaznijim 1 najzastupljenijim niskomolekularnim tiolom u biljkama. Cikli¢na
konverzija reduciranog (GSH) i oksidiranog oblika glutationa (GSSG) je, prema

navedenim autorima, presudna za obrambene procese u stanici.

Kada su u pitanju enzimski mehanizmi obrane od oksidacijskog stresa, najcesce se
spominje SOD koja superoksid radikal prevodi u vodikov peroksid (Noctor i Foyer,
1998.; Wang i sur., 2009.), nakon ¢ega se u neutralizaciju istog ukljucuje vise enzima.
Poznata su tri razreda SOD koji se razlikuju po svojim metalnim kofaktorima: Cu, Mn
ili Fe i Zn (Pellinen, 2001.). MnSOD je lokalizirana u mitohondrijima, FeSOD u
plastidima, a CuZnSOD u plastidima i citoplazmi. Katalaza razlaze vodikov peroksid do

vode i kisika (Noctor i Foyer, 1998.; Pellinen, 2001.; Wang i sur., 2009.). Prema Gill i

14



Pregled literature

Tuteja (2010.), jedna molekula CAT moZe razgraditi vise od 6x10° molekula H,O, u
vodu i kisik u minuti. Katalaza uklanja peroksid stvoren oksidazama ukljuc¢enim u
B-oksidaciju masnih Kkiselina, fotorespiraciju i katabolizam purina. Peroksidaze
reduciraju H,O, do vode koriste¢i razli¢ite supstrate kao donore elektrona, nalaze se u
svim dijelovima stanice i imaju veci afinitet prema H,O, nego CAT (Pellinen, 2001.).
U slucaju askorbat-peroksidaze (APX) donor elektrona je askorbat (Wang i sur., 2009.;
Gill i Tuteja, 2010.). Zajedno s glutation-reduktazom (GR), APX omogucuje uspjesno
neutraliziranje peroksida u askorbat-glutation ciklusu (van Heerden i Kriiger, 2002.;
Kranner i Seal, 2013.), kao i ,,voda-voda“ ciklusu (Gill i Tuteja, 2010.). Ovaj enzim
djeluje u suradnji s dehidroaskorbat-reduktazom, glutationom i glutation-reduktazom,
uz uce$¢e NADPH kao donora redukcijskih ekvivalenata (Blokhina, 2000.). Prema
Sharma i Dubey (2004.), APX stiti stanice od H,O, u normalnim kao i u stresnim
uvjetima. Autori isti¢u da je povecanje aktivnosti APX u reakciji na okolisni stres poput
suse, visoke i niske temperature, toksi¢nosti metala i solnog stresa i dr., utvrdeno kod
razli¢itih biljnih vrsta. APX se razlikuje od gvajakol-peroksidaze (GPOX) prema
razlikama u sekvenci i fizioloskim funkcijama (Gill i Tuteja, 2010.). Autori navode da
GPOX razgraduje indol-3-octenu kiselinu (auksin) i ima ulogu u sintezi lignina te
obrani od oksidacijskog stresa razgradnjom H,O,. Ovaj enzim pripada peroksidazama
razreda III. Biljne peroksidaze ovog razreda imaju velik broj izoformi i razlicito
reguliranu ekspresiju, a ukljuCene su u brojne stani¢ne procese tijekom razvoja biljaka
te u odgovor biljaka na stresne okoliSne Cinitelje (Passardi i sur., 2005.). Glutation-
reduktaza je flavo-proteinska oksidoreduktaza koja ima esencijalnu ulogu u obrani od
ROS putem odrzanja reduciranog oblika glutationa (Gill i Tuteja, 2010.), iz glutation
disulfida (GSSG). U zelenim tkivima aktivnost GR je prisutna uglavhom u
kloroplastima, iako su utvrdene izoforme ovog enzima i u citoplazmi te u

mitohondrijima (Pellinen, 2001.).

Bohnert i sur. (1995.) smatraju da, iako se biljne vrste razlikuju u osjetljivosti i reakciji
na pad vodnog potencijala izazvan susom, niskom temperaturom ili visokom
zaslanjenosti, moze se pretpostaviti da sve biljke imaju kodiranu sposobnost percepcije
stresa, prijenosa signala i reakcije. Biljke se mogu braniti od susnog stresa mehanizmom
nazvanim osmotska regulacija. U tom procesu, biljke povecavaju svoj stani¢ni osmotski
potencijal akumulacijom otopljenih tvari. Sintetiziraju se razliciti spojevi, koji imaju

glavhu ulogu u odrzavanju osmotske ravnoteze i zaStite strukture membrana i
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makromolekula (Mahajan i Tuteja, 2005.). Kao rezultat akumulacije netoksi¢nih
(stoga kompatibilnih) osmotski aktivnih komponenata, dolazi do ulaska vode u stanice
ili bar smanjenja njenog gubitka, kako bi se osigurao turgor (Hare i sur., 1998.; Botela
i sur., 2005.; Verslues i sur., 2006.). Vaznost tog mehanizma sprjecavanja dehidracije
proizlazi iz ¢injenice da sve stani¢ne strukture moraju funkcionirati u vodenoj sredini te
da je bitna sposobnost stanica da zadrze integritet membrana i sprijee denaturaciju
proteina. Biosinteza i akumulacija kompatibilnih osmolita je bitan adaptacijski
mehanizam koji omogucuje zastitu stani¢nog turgora, ofuvanje vodnog potencijala
stanica te stabilizacije membrana kao i/ili neutralizacije ROS (Ashraf i Foolad, 2007.;
Reguera i sur., 2012.; De Cruz i sur., 2013.). Akumulacija osmoprotektanata je samo
jedno od brojnih svojstava odnosno specifi¢nosti tolerantnosti na stres koje se mogu
na¢i u prirodi (Rathinasabapathi, 2000.). Prema Silvente i sur. (2012.), tip
osmoprotektanta i njegovo relativno uce$ée u snizavanju osmotskog potencijala se
znacajno razlikuju ovisno o biljnoj vrsti. Kompatibilni osmoliti su komponente male
molekulske mase, visoke topljivosti 1 uobiajeno netoksi¢ni pri visokim
koncentracijama (Ashraf i Foolad, 2007.). Kako neki od tih spojeva §tite stani¢ne
komponente od osStecenja uslijed dehidracije, obi¢no ih se naziva osmoprotektantima.
(Spoljarevi¢ i sur., 2011.), koji omogucava biljkama da prezive kra¢i period suse te da
se oporave od suSnog stresa (Shehab i sur., 2010.). Glicin-betain i prolin su
kompatibilni osmoliti koji se akumuliraju u razli¢itim biljnim vrstama kao odgovor na
stresne uvjete u okoliSu. Obje molekule imaju pozitivan u¢inak na enzime 1 integritet
membrana te su znacajne u osmotskoj prilagodbi biljaka na razli¢ite stresne Cinitelje.
Szabados i Savouré (2010.) navode da je prolin proteinogena aminokiselina s
izuzetnom konformacijskom ¢vrstoCom i da je esencijalan za primarni metabolizam
biljaka. Medutim, autori isti¢u da korelacija izmedu akumulacije prolina i tolerantnosti
na abiotski stres nije uvijek jasna. UnatoC brojnim istrazivanjima u kojima se
pretpostavlja zaStitna uloga osmoprotektanata u razli€itim vrstama stresa koji izazivaju
dehidraciju, Serraj i Sinclair (2002.) takoder smatraju da istrazivanja na otvorenom ne
pokazuju konzistentne rezultate u korist pozitivne veze izmedu osmotske prilagodbe i

prinosa usjeva.

Koncentracije prolina u stanicama su odredene njegovom biosintezom, katabolizmom i

transportom izmedu stanica kao 1 razli¢itih stani¢nih dijelova. Iako se uloga prolina ve¢
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dugo istrazuje, u velikom broju biljnih vrsta (Kavi Kishor i sur., 2005.), prema
Szabados i Savouré (2010.) jos uvijek nema dovoljno spoznaja o signalnim putovima
uklju¢enih u njegovu regulaciju, te kako metabolizam prolina stabilizira stani¢nu
homeostazu. Autori pretpostavljaju da nije klju¢an sam sadrzaj prolina, ve¢ da je
povecan intenzitet njegove biosinteze bitan Cinitelj adaptacije na stres. De Ronde i sur.
(2004.) takoder smatraju da su procesi metabolizma prolina mozda vazniji od same
koncentracije za adaptaciju biljaka na stres, kroz utjecaj na odrzavanje kriti¢nih razina
NADP*. U mnogim biljnim vrstama je dokazana vrlo visoka akumulacija prolina (do
80% od ukupnog sadrzaja aminokiselina u stresnim uvjetima za razliku od 5% u
normalnim uvjetima) uslijed povecane sinteze i smanjene razgradnje, u razlicitim
stresnim uvjetima poput suse i solnog stresa (Kavi Kishor i sur., 2005.). Posmyk i
Janas (2007.) izvje$éuju da egzogena primjena prolina S$titi klijance od lipidne
peroksidacije, vjerojatno stabilizira membrane pri hladnom stresu, pri ¢emu dodani
prolin moze posluziti kao izvor dusSika i ugljika, poboljSavajuéi rast i regeneraciju
Klijanaca. U tilakoidima kloroplasta prolin moze sprijeciti lipidnu peroksidaciju
sekvestracijom i/ili smanjenjem produkcije singletnog kisika (Alia i sur., 1997.).
Claussen (2005.) smatra da je prosje¢na koncentracija prolina u listu rajcice
akumulirana tijekom reproduktivnog rasta pokazatelj stresa kojem je biljka bila izloZena
U tom razdoblju, te tvrdi da se akumulacija prolina ne dogada ukoliko nije prekoracena
odredena razina stresa. Na temelju tih saznanja, autor smatra da bi indikatori stresa
poput prolina mogli biti sve znacajniji u istraZivanjima utjecaja razine stresa na
produktivnost i kakvocu kulturnih biljaka. Prema Ashraf i Foolad (2007.), akumulacija
prolina pri stresu je kod mnogih biljnih vrsta u korelaciji s tolerancijom stresa, a
njegova koncentracija je dokazano viSa u biljkama tolerantnim na stres, u usporedbi s
osjetljivim biljkama. Nanjo i sur. (1999.) potvrduju uc¢es¢e akumuliranog prolina u
toleranciji stresa kod viSih biljaka 1 smatraju da konstitutivna akumulacija prolina
uslijed inhibicije njegove degradacije moze biti obecavajuci pristup u kreiranju biljaka
tolerantnih na solni stres. Prema Brugiére i sur. (1999.) regulacija metabolickih putova
sinteze prolina moze biti kontrolirana putem raspolozivosti glutamina u specijaliziranim
staniénim strukturama kao $to je floem, a razjasnjenje signalnih putova koji reguliraju
stresom induciranu akumulaciju prolina Hare i sur. (1999.) smatraju potencijalno
znacajnim za temeljna i primijenjena istrazivanja tolerancije stresa kod biljaka. Kocsy i
sur. (2004.; 2005.) isti¢u da prolin i glutation imaju zajednicki prekurzor (glutamat),

stoga stresom inducirane promjene razine prolina mogu utjecati na sadrzaj glutationa.
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Kao narocito znacajan mehanizam obrane od okoli$nog stresa u mitohondrijima se istice
inhibicija oksidacije prolina (Soccio i sur., 2010.).

Fenoli su izuzetno brojna i vrlo raznolika skupina sekundarnih biljnih metabolita.
Razli¢iti fenoli imaju razli¢ite uloge poput obrane biljke od herbivornih kukaca i gljiva,
zastite od UV zracenja, redukcija rasta drugih biljaka i dr. (Pevalek-Kozlina, 2003.) a
smatra se da imaju vaznu ulogu i u obrani od abiotskog stresa. Prema Rasheed (2009.)
fenoli su najzastupljenija skupina sekundarnih metabolita, u koju pripadaju flavonoidi,
lignin, antocijanini i dr. Polifenoli imaju idealnu strukturu za neutralizaciju slobodnih
radikala (Blokhina, 2000.), i dokazano je da mogu biti uéinkovitiji antioksidansi in
vitro u usporedbi s tokoferolom i askorbatom. Autorica objasnjava njihova
antioksidativna svojstva kroz vrlo visoku reaktivnost kao donora vodika i elektrona,
sposobnost njihovih derivata da stabiliziraju i dislociraju nespareni elektron (,, chain-
braking function*), te sposobnost Kelatiranja iona prijelaznih metala, odnosno
blokiranje Fentonove reakcije. Povecanje sadrzaja fenola pod utjecajem razlicitih oblika
abiotskog stresa je uoceno u brojnim istrazivanjima, poput Rivero i sur. (2001.) i
Bellaloui (2012.). Prema Shetty (2003.), sinteza fenolnih metabolita u biljkama se
moZe tumaciti alternativnim oblikom metabolizma povezanim sa sintezom prolina
preko pentozo-fosfatnog puta. Autor smatra da biosinteza prolina stimulira sintezu
NADPHj; i Se¢ernih fosfata za anaboli¢ke putove ukljucujuci sinteze fenolnih spojeva i
razli¢itih antioksidanata. Moore i sur. (2008.) isti¢u ulogu fenola i lignifikaciju stani¢ne
stjenke u uvjetima suSe, i smatra da promjene njene elasti¢nosti i prilagodljivosti mogu

biti znacajan fenomen u adaptaciji biljaka.

2.4. Osmotski, susni, solni i temperaturni stres

Znacajne promjene vodnog potencijala u okoliSu mogu dovesti do osmotskog stresa u
biljkama koji remeti normalne stani¢ne aktivnosti te moze prouzrociti ¢ak i smrt biljke
(Xiong 1 Zhu, 2002.; Peiialosa-Barbero, 2004.). Osmotski stres uslijed nedovoljne
koli¢ine vode se javlja ve¢ u fazi klijanja sjemena. U toj fazi, sjeme soje treba
apsorbirati vode vise od 50% od svoje mase da bi moglo klijati (Vratarié¢ i Sudaric,
2007.). Faza klijanja je narocito osjetljiva na solni u¢inak duSi¢nih gnojiva, posebno u
relativno suhom tlu (Zheng i sur., 1998.). Swigonska i Weidner (2013.) takoder isticu

da je ucinak bilo kojeg stresa narocito vidljiv u klijanju koje je kompleksan proces, vrlo
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ovisan o brojnim Ciniteljima ukljucujuéi temperaturu, sadrzaj vode i dr. Navedene
okolisne Cinitelje Gorai i Neffati (2007.) takoder spominju, istiCuci da je njihov utjecaj
na klijanje istovremen, i da se izostanak klijanja u zaslanjenom tlu mozZe objasniti
visokim koncentracijama soli u zoni sjemena u tlu, koje se javljaju uslijed kretanja
otopine tla prema gore i evaporacije na povrsini tla. Wang i sur. (2009.) smatraju da je
klijanje normalno ograni¢eno povecanim abiotskim stresom poput visoke zaslanjenosti i
suse. To su ujedno i glavni uzroci osmotskog stresa u biljkama u prirodnim uvjetima
(Wood, 2005.). Vise od 35% svjetske kopnene povrSine se smatra aridnim ili
semiaridnim uslijed nedovoljnih koli¢ina oborina za vec¢inu poljoprivrednih aktivnosti.
U podruc¢jima ugrozenim susom prinosi mogu biti smanjeni i vise od 50%. Stoga autor
naglasava da je razumijevanje kako biljne stanice podnose gubitak vode bitan preduvjet
za razvoj strategija koje mogu poboljsati produktivnost usjeva u poljoprivredi i
hortikulturi, odnosno prezivljavanje u uvjetima nedovoljne raspolozivosti vode. Lea i
sur. (2005.) i Parry i sur. (2005.) isti¢u da su mediteranske zemlje narocito ugrozene
zbog nedostatka vode. Autori navode da poljoprivreda sudjeluje sa 75% ukupne
potro$nje vode i da je suSa glavno ogranienje za uzgoj mnogih usjeva. Takoder, navode
da je molekularnim pristupima identificiran velik broj gena koji se aktiviraju izlaganjem
biljaka susnim ili zaslanjenim uvjetima. Potencijalni kandidati gena za manipulaciju kod
biljaka, da bi se stvorili genotipovi otporniji na su$ni i solni stres, pripadaju skupinama
transkripcijskih faktora, kompatibilnih osmolita, antioksidansa i detoksikacijskih
enzima, ionskih prenositelja, HSP (,,heat shock”) i LEA (,late embryogenesis
abundant”) proteina. Genetsko poboljSanje usjeva za adaptaciju na susu je, prema
Reynolds i sur. (2005.), vjerojatno najveéi izazov u oplemenjivanju biljaka zbog
sloZenosti susnog okoliSa. PoboljSani usjev bi trebao biti prilagoden susi i ostvarivati
zadovoljavajuée visok prinos. U takvim stresnim uvjetima, u biljkama se pokrecu
razli¢ite reakcije na molekularnoj 1 stani¢noj razini te razini cijele biljke, poput
promjena u zivotnom ciklusu, morfoloskih prilagodbi u razvoju korijena 1 izdanka,
prilagodbe ionske ravnoteZze te modifikacija metabolizma ugljikohidrata i sinteza
kompatibilnih osmolita (Peialosa-Barbero, 2004.). Xoconostle-Cazares i sur. (2010.)
dijele strategije kojima se biljka brani od deficita vode na fizioloSke, biokemijske i
molekularne, te daju pregled saznanja o prijenosu signala, indukciji gena na razini
transkripata, suSom induciranim proteinima i oksidacijskom stresu uslijed suse. Pored
glavnih metoda oplemenjivanja na tolerantnost prema susi, autori ukratko opisuju

najznacajnija postignu¢a u poboljSanju nekoliko najvaznijih poljoprivrednih kultura
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poput soje, dok Ashraf (2010.) daje pregled suvremenih metoda genetskog inZenjeringa
kada je u pitanju otpornost na suSu. Setter (2012.) istice da istraziva¢i imaju na
raspolaganju Sirok raspon analitickih metoda za mjerenje metabolita, transkripata 1
proteina u biljnim tkivima, 1 da ta ,pomagala“ potencijalno pomazu genetskim
istrazivanjima, gdje se fenotipizacijom traze geneticke linije za nasljedna svojstva koja
doprinose tolerantnosti na susu. Fenotipizaciju kao pristup u razjasnjavanju tolerancije
na suSu u eri genomike prikazuje i Tuberosa (2012.). Ocjenu postignutog primjenom
genetskog inZenjeringa u poboljSanju produktivnosti biljaka pri suSi, ogranicenja i
daljnje mogucnosti takoder daju Umezawa i sur. (2006.) te Lawlor (2012.).

Prema Verslues i sur. (2006.), u poljskim uvjetima je susa povezana s drugim
stresovima u biljci poput temperaturnog, svjetlosnog ili stresa mineralne ishrane.
Medutim, stresna komponenta koja definira susni stres je pad pristupacnosti vode u tlu.
Deficit vode u biljkama nastaje kada je transpiracija veca od usvajanja vode i moze biti
komponenta razlicitih tipova stresa, ukljucujuéi susu, zaslanjenost i nisku temperaturu
(Bray, 1997.). U susnim uvjetima dolazi do zatvaranja puci, $to smanjuje pristupacnost
CO,, dok se svjetlom inicirani transport elektrona neometano odvija visokim
intenzitetom. PreoptereCenje transportnog lanca elektrona i inhibicija tamne faze
fotosinteze nedostatkom CO, dovodi do pojave ROS, prijenosom viska elektrona na
Kisik (Tausz i sur., 2004.; Osakabe i sur., 2014.). Na taj nafin su su$ni i
fotooksidacijski stres medusobno povezani. U istrazivanju Toorchi i sur. (2009.) susni
stres je rezultirao pove¢anom akumulacijom ROS 1 lipidnom peroksidacijom u soji.
Proteomskom analizom utvrden je velik broj proteina soje ukljucenith u stani¢ne
funkcije, poput metabolizma ugljikohidrata i1 duSika, osmotske prilagodbe, modifikacije
stani¢ne stjenke, prijenosa signala, obrane i programiranog odumiranja stanica, koji
doprinose molekularnim mehanizmima tolerancije suse kod soje. Medutim, navedeni
autori smatraju, kao i Phang i sur. (2011.), da je razumijevanje osmotskog stresa u
biljkama, narocito kod soje, jo§ uvijek nedovoljno. Kokubun (2004.) navodi kako stres
kod soje uslijed pomanjkanja vode prije formiranja cvijeta, inicira znacajnije opadanje
cvijeta u odnosu na kontrolu te objasnjava kako je fotosintetska stopa listova biljaka pod
stresom izrazito niska u odnosu na dobro navodnjavane biljke. Autor zakljucuje da se
smanjenjem koncentracije produkata fotosinteze smanjuje raspodjela asimilata u
cvjetove, $to uzrokuje njihovo odbacivanje. Razli¢ite aspekte reakcije soje na susni stres
prikazuju istrazivanja poput Figueiredo i sur. (1997.), Sakthivelu i sur. (2008.), He
(2008.), Ishibashi i sur. (2011.), Kobraei i sur. (2011.), Makbul i sur. (2011.),
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Masoumi i sur. (2011.), Stolf-Moreira i sur. (2011.), Neves-Borges i sur. (2012.),
Ghiyasi i Tajbakhsh (2013.) i dr.

Sirom svijeta poljoprivredna proizvodnja moZe biti ugrozena zbog poveéane
zaslanjenosti tla, uslijed neodgovarajuc¢ih poljoprivrednih aktivnosti i klimatskih
promjena. Prirodna zaslanjenost tla je posljedica prirodnih procesa destrukcije stijena i
soli dospjelih u tlo kiSom, a podrijetlom iz mora (Tester i Davenport, 2003.; Reynolds
i sur., 2005.). Sekundarna salinizacija je izazvana navodnjavanjem i predstavlja
najstariji okoli$ni problem ¢ovjecanstva (Reynolds i sur., 2005.). Autori navode da je
koncentracija soli u kisnici oko 10 - 30 mg I"*, a voda za navodnjavanje dobre kvalitete
moze sadrzavati i do 500 mg I™%. Tako je zaslanjenost globalni problem, najizraZeniji je u
susnim i polusu$nim podruéjima gdje je prosjeéna koli¢ina oborina manja od
evapotranspiracije. Autori smatraju da prije isticanja fizioloskih svojstava direktno
povezanih s tolerancijom zaslanjenosti treba definirati razinu zaslanjenosti kojoj su
suvremeni usjevi prilagodeni. Leguminoze uvrstavaju medu najosjetljivije na solni stres
i navode da je njihova letalna granica na razini koncentracije 100 mM NaCl ili
10 dS m™. Mahajan i Tuteja (2005.) smatraju solni stres glavnim okoli$nim stresom i
znacajnom prijetnjom biljnoj proizvodnji. Kao naroCito osjetljive biljne vrste, poznate
kao glikofite, autori navode rizu, kukuruz, soju i grah. Nouri i sur. (2011) soju smatraju
relativno osjetljivom na solni stres, dok ju Xu i sur. (2011.) svrstavaju medu osjetljive
kulture, a Ghassemi-Golezani i Taifeh-Noori (2011.) isti¢u da razina osjetljivosti ovisi
0 kultivaru. Shavrukov (2013.) smatra da su solni stres i solni Sok dva razdvojena
fenomena, doduse oba izazvana prisustvom soli. Medutim, ovi pojmovi se cesto
nekorektno koriste u literaturi, bez uvazavanja njihovog preciznog znacenja. Autor
naglaSava da solni stres treba istrazivati primjenom rastu¢ih i/ili niskih koncentracija
NacCl, dok solni Sok izazvan naglim dodatkom soli izaziva plazmoliti¢ki/osmotski Sok,

pri kojem je ekspresija gena drugacija nego kod postupnog solnog stresa.

Solni stres je sloZzen proces koji ukljucuje osmotski stres, ucinak specifi¢nih iona i
nedostatak pojedinih hraniva, stoga utjeCe na brojne fizioloske 1 biokemijske
mehanizme povezane s rastom i razvojem biljke (Sairam, 2002.). Ashraf i Harris
(2004.) navode da unato¢ velikom broju objavljenih istrazivanja o toleranciji biljaka na
zaslanjenost, jo§ nije dovoljno jasno koja su to mjesta u metabolizmu gdje dolazi do

oStecenja biljaka niti su jasni mehanizmi adaptacije. Kranner i Seal (2013.) smatraju da
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je iznenadujuée malo poznato o ucinku solnog stresa na sjeme, obzirom na njegovu
presudnu ulogu u razmnozavanju i rasprostiranju biljaka, te objasnjavaju tri-fazni
koncept stresa u sjemenu tolerantnih biljaka, koji se sastoji od faza , alarm*,
., resistance’ 1 ,,exhaustion*. Solni stres se kod biljaka temelji na kombinaciji dva
temeljna oblika fizioloSkog stresa: osmotski - manja pristupacnost vode uslijed
povecéane koncentracije soli u tlu, supstratu ili hranjivoj otopini te ionski - akumulacija
iona koji u veé¢im koncentracijama mogu djelovati toksi¢no za biljke, odnosno
poremetiti usvajanje drugih hraniva (Stanisavljevi¢ i sur., 2009.). Peiialosa-Barbero
(2004.) objasnjava da visoke koncentracije soli dovode do ionske neravnoteze i
hiperosmotskog stresa u biljkama. Kao posljedica se javlja sekundarni stres u obliku
oksidacijskih oStecenja. Biljni mehanizam za povecanje tolerancije na taj Cinitelj
podrazumijeva ponovno uspostavljanje ionske homeostaze, uz sprjecavanje usvajanja ili
smanjenje razine Na® u citoplazmi. Autor naglasava potrebu za osmotskom
komponentom i sintezu apscizinske kiseline, kao efekt koji se javlja i nakon dehidracije
te prl temperaturnom stresu.

Botella i sur. (2005.) medu glavne mehanizme adaptacije biljaka na solni stres ubrajaju:
procese unutarstani¢ne ionske homeostaze, prolaz Na® kroz stani¢nu membranu,
uskladiStenje i ograni¢enje Na® i CI" u vakuoli, selektivnu akumulaciju K* i Na’,
regulaciju Na* homeostaze u korijenu i izdanku, sposobnost prepoznavanja i regulatorne
putove koji kontroliraju ionsku homeostazu, reakciju na oStecenja i antioksidativnu
zastitu. Takoder, navode da s izuzetkom K*, veéinu kompatibilnih osmolita &ine
organske komponente. Opsezan pregled mehanizama, metabolita 1 prijenosa signala u
biljkama pod utjecajem solnog stresa dali su Hasegawa i sur. (2000.). Znacaj signalnih
putova i bifunkcionalnu ulogu ROS u modifikaciji metabolizma i odgovoru na solni
stres analiziraju Ismail i sur. (2014.). U mnogim istrazivanjima utjecaja solnog stresa
na biljke utvrdena je povecana koncentracija prolina u biljnim tkivima. Ramana i sur.
(2012.) su kod soje utvrdili poveéan sadrzaj prolina i glicin-betaina, te razlike u
otpornosti na solni stres izmedu ispitivanih kultivara. U istrazivanju Aghaei i sur.
(2009.), na najvisoj razini solnog stresa, utvrdena je pet puta veca razina slobodnog
L-prolina u odnosu na kontrolu. Takoder, ve¢u koncentraciju prolina te smanjenje
aktivnosti SOD, CAT i POX u listovima ovisno o koncentraciji natrijevog klorida
utvrdio je Amirjani (2010.). Reakciju soje na solni stres istrazivali su i Hilal i sur.
(1998.), Kao i sur. (2005.), Luo i sur. (2005.), Blanco i sur. (2007.), Campestre i sur.
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(2011.), Dogan (2011.), Xu i sur. (2011.), Im i sur. (2012.), Kondetti i sur. (2012.),
Dong i sur. (2013.), Dinler i sur. (2014.) i dr.

Zaslanjenost moZe utjecati na rast biljaka na vise na¢ina (Munns, 2002.). U prvoj fazi
reakcije rasta biljke reagiraju na osmotsku komponentu soli u otopini tla, uz pojavu niza
efekata identicnih vodnom stresu uslijed suse. Kasnije se moze pojaviti dodatni utjecaj
na rast, poput senescencije starijih listova koji su duljim razdobljem transpiracije
akumulirali sol do toksi¢nih razina. Posljedi¢no je smanjen kapacitet asimilacije i
smanjenje transporta asimilata u rastuca tkiva. Autor istie da ta faza jasno razdvaja
vrste i genotipove po sposobnosti tolerancije zaslanjenog tla. Pathan i sur. (2007.)
smatraju da je genetsko poboljSanje soje na solni i osmotski stres ekonomski isplativo
jer navodnjavanje i melioracije nisu ekonomski odrzive opcije u uzgoju soje. Medutim,
uspjesnost selekcijskih programa je ograni¢ena nedostatkom jasnog razumijevanja
genetske osnove tolerantnosti na solni stres (Chinnusamy i Zhu, 2003.; Chinnusamy i
sur., 2005.). Poboljsanje tolerantnosti usjeva na solni stres konvencionalnim
oplemenjivackim programima je imalo, uslijed kompleksnosti svojstava, vrlo ograni¢en
uspjeh, jer je tolerantnost na zaslanjenost genetski i fizioloski sloZena (Flowers, 2003.).
Autor navodi da tolerantnost Cesto pokazuje karakter multigenetskog svojstva, sa
specificnim QTL utvrdenim za jeCam, citruse, rizu i rajéicu. Ma i sur. (2006.) navode
da, nakon izlaganja stresu, Arabidopsis (uro¢njak) mobilizira kompleksni set putova
koji reguliraju ekspresiju gena i metabolicke prilagodbe koje pokuSavaju uspostaviti
novu energetsku i razvojnu ravnotezu. Manje od 25% reguliranih gena su solno-
specifi¢ni, dok vecina reagira i na druge tipove stresa, Sto govori u prilog saznanjima o

povezanosti izmedu metabolickih odgovora na razlicite tipove stresa.

Dobra i sur. (2010.) smatraju da su dominantni Cinitelji abiotskog stresa susa i visoka
temperatura. Kako wuopce biljke ,0sjecaju“ odnosno ,prepoznaju® temperaturu,
objasnjavaju Sung i sur. (2003.) i Ruelland i Zachowski (2010.). Biljke su razvile
razliCite mehanizme za uspijevanje pri visokim temperaturama (Rasheed, 2009.), koji
ukljucuju kratkoroéne mehanizme izbjegavanja/aklimatizacije kao 1 dugoro¢ne
evolucijske prilagodbe. Larkindale i sur. (2005.) takoder objasnjavaju da se adaptacija
ili aklimatizacija biljaka na visoke temperature dogada u razliitim vremenskim
rasponima i razinama biljne organizacije. Izlozenost biljaka visokim temperaturama
moze biti dugotrajna (u toplijim staniStima) ili akutna uslijed sezonskih ili dnevnih

temperaturnih ekstrema. Autori tumace da , heat stress”, a samim tim i , heat
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tolerance” nisu pojedinac¢ni fenomeni nego se radi o setu kompleksnih promjena
homeostaze organizma. Na stani¢noj razini visoka temperatura mijenja svojstva lipida,
Sto ¢ini membrane fluidnijima i dovodi do poremecaja membranskih procesa. Promjene
enzimske aktivnosti utjeCu na metabolicke putove, a moze do¢i i do denaturacije
proteina, i uslijed svega navedenog, do oksidacijskog stresa. Nouri i sur. (2011.) isticu
da je soja usjev osjetljiv na visoku temperaturu i u vegetativnim i u reproduktivnim
fazama razvoja, te da stres zbog visoke temperature smanjuje ekspresiju proteina bitnih
za primarnu asimilaciju ugljika, Kalvinov ciklus, fotosustave I i 11 i transport elektrona.
Temperaturne promjene kojima su biljke izlozene mogu imati za posljedicu poremecaj
njihove sposobnosti da iskoriste apsorbiranu svjetlosnu energiju za fotokemijski rad, $to
dovodi do prekomjerne redukcije elektron-transportnog lanca (Huner i sur., 1998.), a
Sto moZe dovesti do fotoinhibicije fotosustava II (PS II) i povecanog stvaranja kisikovih
radikala (Asada, 1994.). U kloroplastima postoji dinamicka ravnoteza izmedu oste¢enja
I popravke elektron transportnog lanca. Kada je brzina kojom se fotokemijski sustav
ostecuje veca od brzine kojom se on regenerira, dolazi do fotoinhibicije koja se ogleda u
smanjenju odnosa izmedu maksimalne i varijabilne fluorescencije (Fv/Fm). Upravo zato
do izbjegavanja fotoinhibicije moZe do¢i ili smanjivanjem brzine kojom se fotosustav
ostecuje ili povecanjem brzine njegove regeneracije (Melis, 1999.). Omjer Fv/Fm daje
procjenu maksimalne ucinkovitosti PS 1I za iskoriStenje kvanta svjetlosti (Butler,
1978.) 1 naSiroko se koristi za otkrivanje poremecaja u fotosintetskom aparatu pod
utjecajem razlicitih vrsta stresa (Agati i sur., 1996.). Inaktivacije PS Il i dezorganizacija
tilakoida se smatraju klju¢nim obiljezjima stresa izazvanog visokim temperaturama,
koje prati nagli porast Fo koja je zavisna od temperature i ukazuje na kritinu
temperaturu za inaktivaciju PS Il (Havaux, 1993.). Larkindale i sur. (2005.) navode da
se fotosinteza smanjuje ve¢ na temperaturama dosta nizim od letalnih za biljku, iako
sam mehanizam kojim se to odvija ostaje kontroverzan. Najosjetljivija komponenta
fotosintetskog aparata je fotosustav II. Medutim, potrebno je daljnje istrazivanje

Cinitelja koji limitiraju fotosintezu pri visokoj temperaturi.

Zastitnu ulogu antioksidativnih enzima u uvjetima stresa zbog visoke temperature kod
pSenice analiziraju Almeselmani i sur. (2006.), dok Kotak i sur. (2007.) objasnjavaju
ulogu ,, heat shock* proteina i isticu znacaj sprjecavanja oksidativnog stresa. Nouri i
sur. (2011.) smatraju da je, izuzev nekoliko izoliranih istrazivanja, premalo paznje

posveceno analizi sojinog proteoma kod visoke temperature i, S obzirom na rastucu
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opasnost od globalnog zatopljenja, trebalo bi prosiriti spoznaje o biljnim mehanizmima
obrane ili tolerancije na visoku temperaturu. Vrlo detaljan pregled razlicitih aspekata

otpornosti biljaka na visoku temperaturu su dali Wahid i sur. (2007.).

Kada je u pitanju stres uslijed niske temperature, opceniti pojam ,,cold stress® se moze
podijeliti na dva povezana fenomena - ,, chilling stress“ 1 ,, freezing stress* (Verslues i
sur., 2006.). Izlaganje hladno¢i moze mijenjati strukturu membrana uslijed lipidne
peroksidacije, metabolickih modifikacija, promjena u proteinskom sastavu i
aktivnostima enzima, stani¢nog istjecanja elektrolita i aminokiselina, promjenama toka
elektrona prema alternativnim putovima i na mnoge druge nacine (Posmyk i Janas,
2007.). Autori navode da tropske i suptropske biljke, poput soje, pokazuju znacajne
fizioloske i biokemijske disfunkcije pri izlaganju temperaturi nizoj od 10°C. Niske
temperature usporavaju, a visoke ubrzavaju klijanje sjemena i razvoj listova. Zbog toga
broj dana od sjetve do nicanja moze varirati od 5 do 15 (Vratari¢ i Sudarié, 2008.).
Utjecaj niske temperature na razlicite stadije reproduktivne faze zrnatih usjeva detaljno
opisuju Thakur i sur. (2010.). Van Heerden i Kriiger (2002.) su prou¢avali u¢inke
hladenja 1 suSnog stresa na fotosintezu, nakupljanje prolina 1 metabolizam antioksidansa
na dva kultivara soje. Svi tretmani su uzrokovali vidljive fizioloske 1 biokemijske
ucinke na fotosintezu. Istovremeno induciranje suSnog stresa i stresa hladenjem,
rezultiralo je sprjeCavanjem nakupljanja prolina, dok je induciranjem samo suSnog
stresa dovelo do znacajne akumulacije prolina. Kapacitet za nakupljanje prolina se
pokazao kao vazan faktor za toleranciju stresa. Uobicajen odgovor biljaka osjetljivih na
niZe temperature je brza inhibicija fotosinteze (Ort, 2002.), koja ¢ak i1 pri umjerenom
intenzitetu svjetla moZe imati za posljedicu usporavanje aktivnosti i fotooste¢enje PS II.
Posmyk i sur. (2005.) navode kako niske temperature utjeCu na postupno veéi porast
produkata lipidne peroksidacije u korijenu nego u hipokotilima soje, jer je u
hipokotilima aktivnost CAT i SOD izrazenija. Koncentracija genisteina u hipokotilima
je bila znacajno veca u odnosu na korijen te je redukcija rasta manje izrazena u kra¢im
periodima niskih temperatura. IstraZivanje utjecaja temperaturnog stresa na rajcicu i
lubenicu pokazalo je da kod raj¢ice dolazi do toplotnog stresa pri 35°C, a kod lubenice
je pri 15°C bila temperatura tzv. ,,chilling* stresa (Rivero i sur., 2001.). Kod obje
biljne vrste temperaturni stres je smanjio tezinu nadzemnog dijela, rezultirao
akumulacijom topljivih fenola uz najvecu aktivnost fenilalanin amonia-liaze te smanjio

aktivnost peroksidaze i polifenol-oksidaze. Autori zakljuCuju da temperaturni stres
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inducira akumulaciju fenola u biljkama, aktivacijom njihove biosinteze kao i
inhibicijom njihove oksidacije, te pretpostavljaju da bi taj mehanizam mogao biti bitan
za prilagodbu biljaka na temperaturni stres. Nouri i sur. (2011.) isticu hladno¢u kao
jedan od glavnih okolisnih stresova koji ograni¢avaju produktivnost usjeva, kakvocu 1
poslijezetveni zivot (,, postharvest life”). Dok vecéina biljaka umjerenog klimata razvije
tolerantnost na hladno¢u i smrzavanje i prije izlaganja hladnom stresu, mnoge biljke
vazne u poljoprivredi, poput soje, nisu sposobne za aklimatizaciju na hladnocu. Iako
postoje analize proteoma soje koje pokazuju razlike u ekspresiji proteina soje pod
utjecajem niske temperature, poput istrazivanja Cheng i sur. (2010.), Nouri i sur.
(2011.) smatraju da mehanizmi koji smanjuju osjetljivost strukture i funkcije enzima pri
hladnom stresu nisu dovoljno razjasnjeni. Temperaturni stres u soji istrazivali su: Gass i
sur. (1996.), Roskruge i Smith (1997.), Burke (1998.), Kocsy i sur. (2001.), Vu i sur.
(2001.), Tambussi i sur. (2004.), Van Heerden i Kriiger (2004.), Lanna i sur.
(2005.), Li i sur. (2009.), Balestrasse i sur. (2010.), Ohnishi i sur. (2010.), Sun i sur.
(2011.) i dr.

Ahujai sur. (2010.) isticu da se strategije prilagodbe biljaka na stres koordiniraju i fino
podesavaju kroz prilagodbe rasta i razvoja te stani¢nih i metaboli¢kih aktivnosti. U
razumijevanju fizioloSkih, stani¢nih i molekularnih mehanizama odgovora biljaka na
stresne Cinitelje okoliSa dosada$njim istrazivanjima je ucinjen znacajan napredak.
Medutim, Shao i sur. (2008.) te Wu i sur. (2007.) smatraju da su molekularne
informacije iz stanica, tkiva 1 organa visih biljaka jedan od najvecih izazova biljne
biologije u 21. stoljecu. Istrazivanja klju¢nih regulatornih mehanizama koji upravljaju
biljnim odgovorima rasta pri nedostatku vode, na razini cijelog organizma, stani¢noj i
genomskoj razini, nastavljaju pruzati nova saznanja (Neumann, 2008.). U skladu s tim,
Wang i sur. (2003.) smatraju da sveobuhvatne oplemenjivacke strategije na tragu
poboljsanja tolerancije abiotskog stresa trebaju sadrzavati sljedec¢e korake i pristupe: 1.
konvencionalno oplemenjivanje i selekcija germplazme, narocito divljih srodnika; 2.
prepoznavanje specificnih kontrolnih molekularnin  mehanizama u tolerantnim i
osjetljivim genotipovima; 3. biotehnoloski-orijentirano poboljSanje selekcijskih 1
oplemenjivackih procedura kroz analizu funkcionalne genomike, uporaba molekularnih
proba i markera za selekciju izmedu prirodnih 1 uzgajanih populacija; i 4. poboljSanje i

prilagodba suvremene poljoprivredne prakse.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Nove spoznaje o fizioloskim mehanizmima otpornosti, odnosno specificnom odgovoru
kultivara soje na abiotski stres, neophodne su zbog postizanja bolje adaptabilnosti soje
na sve nepovoljnije uvjete uzgoja. Ovaj doktorski rad obuhvaca dvije etape istrazivanja,
a s obzirom na to da se zeljelo utvrditi fizioloski odgovor kultivara soje u kriticnim
fenofazama, tj. u fazi klijanje-nicanje i u fazi cvatnje. IstraZzivanje je obuhvatilo Sest
kultivara soje, uz primjenu ukupno sedam eksperimentalnih varijanata. U fokusu
istrazivanja bili su su$ni, temperaturni i solni stres.

Ciljevi provedenog istrazivanja su:

1. utvrditi utjecaj razine susnog, solnog i temperaturnog stresa na klijavost i razvoj
klijanaca Sest kultivara soje te utjecaj visokih i niskih temperatura na biljke dva
kultivara soje u fazi cvatnje

2. utvrditi kako inducirani stres u soji u fazi klijanje-nicanje i fazi cvatnje utjece na
specifi¢ne metabolite, odnosno dolazi li do pojave oksidacijskog stresa i koji se
metabolicki pokazatelji isticu kao indikatori stresa

3. utvrditi razlikuju li se ispitivani kultivari soje po vigoru sjemena, razvoju
klijanaca i metabolickoj reakciji u primijenjenim stresnim tretmanima

4. utvrditi fotosintetsku u¢inkovitost i razinu antioksidativnog odgovora u listu soje
pod utjecajem visokih i niskih temperatura u fazi cvatnje

5. utvrditi aktiviraju li se obrambeni fizioloski mehanizmi utvrdeni u fazi

klijanje-nicanje i u fazi cvatnje.

Ovaj doktorski rad se temelji na slijede¢im hipotezama:

Kultivar soje koji ima dobar genetski potencijal otpornosti na stres trebao bi pokazati
adekvatan odgovor na stres u smislu aktivacije fizioloskih obrambenih mehanizama, a
Sto pretpostavlja bolje podnosenje stresnih uvjeta i1 prezivljavanje veceg broja biljaka u
potencijalno stresnim uvjetima tijekom vegetacije. Pretpostavlja se da su interakcije
genetske osnove, faze rasta i razvoja, odnosno razine stresa, presudne u aktivaciji
pojedinih fiziolo§kih mehanizama obrane na stres u biljci soje. Osmotski 1 solni stres se,
u vecoj ili manjoj mjeri, mogu regulirati antropogenim djelovanjem, ali stres izazvan
visokim ili niskim temperaturama u poljskim uvjetima u potpunosti ovisi 0 klimatskim
uvjetima. Pretpostavlja se da su temperaturni ekstremi izrazito vazni stresni ¢imbenici

za soju, kako u fazi klijanje-nicanje, tako i u fazi cvatnje.
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4. MATERIJAL | METODE RADA

4.1. Opis eksperimenata

Kao model biljke za ovo istrazivanje odabrano je Sest kultivara soje (Lucija, Korana,
Vita, Ika, Tena, Zora) proizvedenih na Poljoprivrednom institutu Osijek u 2010. godini.
U Laboratoriju za odredivanje kakvoce sjemena Poljoprivrednog instituta Osijek
napravljeni su testovi o kakvoéi sjemena te su rezultati prikazani u Tablici 4.1.

(preuzeto iz Izvjesca o kakvoci sjemena poljoprivrednog bilja 2011.).

Tablica 4.1. Rezultati iz izvje$¢a o kakvoci sjemena poljoprivrednog bilja.

Kultivari I_:__ne(gija _Klijavost N(_e_norr_nalni Ukupno nek_lijavo sjeme /
klijanja (%) sjemena (%) klijanci (%) mrtvo sjeme (%)

Lucija 71 80 8 1

Korana 65 81 18 1

Vita 46 80 17 3

Ika 68 75 4 21

Tena 66 81 12

Zora 73 84 12 4

Pokusi su postavljeni 2011. godine u dvije etape. U prvoj etapi istrazivani su ucinci tri
tipa stresa (solni, osmotski/susni i temperaturni stres) na klijancima u fenofazi klijanja i
nicanja (VE; Slika 4.3.). Svaki ispitivani stresni tretman je postavljen u dvije razine
(Tablica 4.2.). Solni stres je induciran 50 mM (=&; 25°C =-0,24 MPa) i 100 mM
(w; 25°C = -0,49 MPa) otopinom natrijeva klorida (NaCl). Osmotski stres induciran je
5% (m; 25°C = -0,0499 MPa) i 10% (m; 25°C = -0,148 MPa) otopinom polietilen glikola
6000 (PEG). Sjeme Sest kultivara soje naklijavano je na filter papiru natopljenom
navedenim otopinama tijekom 7 dana, u klima komori pri temperaturi od 20°C (Slika
4.1.; 4.2.). Sjeme soje u temperaturnom stresu naklijavano je u klima komori na filter
papiru natopljenom vodovodnom vodom, 4 dana pri temperaturi od 20°C, te 3 dana pri

temperaturi od 10°C jedna serija, a druga pri temperaturi od 30°C. Sjeme soje u kontroli
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naklijavano je na filter papiru natopljenom vodovodnom vodom u klima komori pri
temperaturi od 20°C. U svim tretmanima naklijavanje je provedeno u klima komori bez
svjetla. 50 sjemenki soje je predstavljalo jedno ponavljanje te je svaki tretman (ukupno
7 varijanata; Tablica 4.2.) bio zastupljen s 4 ponavljanja. Zbog prevencije infekcije
tijekom klijanja sjeme soje tretirano je Vitavax® fungicidnim sredstvom, prije samog

pocetka pokusa.

Tablica 4.2. Tretmani primijenjeni prilikom postavljanja eksperimenta u fazi klijanje-nicanje.

Tretmani Temperature Otopine
1. Kontrola 20°C 100 ml H,0O
2. Niskatemperatura 4 dana 20°C + 3 dana 10°C 100 ml H,O
3. Visoka temperatura 4 dana 20°C + 3 dana 30°C 100 ml H,O
4. Solni stres | 20°C 100 ml 50 mM NacCl
5. Solni stres 11 20°C 100 ml 100 mM NacCl
6. Osmotski stres | 20°C 100 ml 5% PEG 6000
7. Osmotski stres 11 20°C 100 ml 10% PEG 6000

Slika 4.1. Rolanje natopljenog filter papirau  Slika 4.2. Naklijavanje sjemena soje u klima
kojem je poslozeno sjeme soje. komori.

Autor fotografija: Marija Spoljarevié; 2011. g.
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Slika 4.3. Klijanci soje. Slika 4.4. Odredivanje broja klijanaca soje.

Autor fotografija: Marija Spoljarevié; 2011. g.

U drugoj etapi proucavani su ucinci temperaturnih tretmana na biljke dva kultivara soje
u fenofazi cvatnje (R,). Kultivari za ovu etapu istrazivanja, Tena i Zora, odabrani Su na
osnovu klju€nih ispitivanih parametara iz prethodne etape istrazivanja. Sjeme navedenih
kultivara sijano je u tlom (karbonatni ¢ernozem) napunjene plasticne posude volumena
0,5 | u uobicajenim terminima sjetve 2011. godine (Slika 4.5.; 4.6.). Napravljene su
standardne analize tla kojima je utvrdena pogodnost tla za optimalan rast biljaka
(Tablica 4.3.). Od standardnih analiza tla odreden je pH u vodi i kalijevom kloridu,
koli¢ina lako pristupacnog kalija i fosfora te udio humusa i kalcijevog karbonata. Svaki
kultivar i tretman zasijani su u 4 ponavljanja. Za svako ponavljanje sijano je 5 posuda sa
po 4 sjemenke. Zbog prevencije infekcije tijekom klijanja sjeme soje tretirano je
Vitavax® fungicidnim sredstvom. Krajnji broj biljaka u posudi je bio manji jer se nisu
sve biljke razvile do fenoloske faze pune cvatnje. Rast i razvoj biljaka do R, fenofaze
odvijao se na otvorenom te su bile izlozene vanjskim uvjetima temperature, svjetla i
padalina. Biljke su dodatno zalijevane svaki dan. Nakon §to su biljke dostigle ciljanu
fazu razvoja, premjestene su u klima komoru i podvrgnute razli¢itim temperaturnim
tretmanima uz zalijevanje vodom prema potrebi (Slika 4.7.). U tretmanima visokom

temperaturom biljke su izloZzene temperaturi 30°C tijekom 3 dana. U tretmanima
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niskom temperaturom biljke su izlozene temperaturi 10°C tijekom 3 dana. U kontrolnim
uvjetima biljke su izloZzene temperaturi 20°C tijekom 3 dana. Svjetlosni rezim u
kontroliranim uvjetima je bio 15 h svjetlo i 9 h tama. U obje etape istrazivanja odredena

su morfoloska svojstva te utvrden fizioloski status biljke.

Tablica 4.3. Rezultati analize tla.

pH (H.0) pH (KCI) Al- P,05 Al- K;0 Humus CaCOg3
(mg/100 g tla) (mg/100 g tla) (%) (%)
8,09 7,16 38,5 43,70 2,60 2,50

Slika 4.7. Biljke soje u klima komori. Slika 4.8. Mjerenje fluorescencije.

Autor fotografija: Marija Spoljarevié; 2011. g.
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4.2. Utvrdivanje klijavosti i morfoloskih svojstva

U prvoj etapi istrazivanja nakon primijenjenih tretmana odreden je broj klijanaca te su
vrijednosti izrazene u postotcima (%; Slika 4.4.). lzvagana je masa svih klijanaca te
masa hipokotila, a vrijednosti su izrazene kao prosje¢na masa (g) klijanca, odnosno
hipokotila za svako ponavljanje.

U drugoj etapi istrazivanja, nakon primijenjenih tretmana u R, fazi razvoja, odredena je
masa listova, broj biljaka i broj listova svih biljaka te je iz navedenih podataka
izraCunata prosjecna masa listova po biljci, masa troliske i broj troliski po biljci u

svakom ponavljanju.

4.3. Metode utvrdivanja fizioloSkog statusa biljke

Kod biljaka iz obje etape istrazivanja odredeni su neenzimski i enzimski pokazatelji
stresa, dok je samo kod biljaka iz druge etape istraZivanja utvrdena fotosintetska
aktivnost. U svim spektrofotometrijskim metodama mjerenje je vrSeno UV-VIS
spektrofotometrom Varian Cary 50. Prilikom mjerenja enzimskih reakcija koristen je
Peltier elektrotermicki sustav za odrzavanje konstantne temperature reakcijske smjese
(25°C). Masa uzoraka odredena je na analiti¢koj vagi Sartorius group BL 120S s 4
decimale i tehnickoj vagi Acculab Sartorius group S dvije decimale. Uzorci su

centrifugirani pri razli¢itom broju okretaja na Hettich Rotanta 460R centrifugi.

4.3.1. Neenzimski pokazatelji stresa

Odredivanje sadrzaja vodikovog peroksida

Sadrzaj vodikovog peroksida (HO,) odreden je spektrofotometrijski mjerenjem
koli¢ine kompleksa titanovog peroksida koji se talozi kada se biljnom ekstraktu doda
titanov oksisulfat u sulfatnoj kiselini i otopina amonijevog hidroksida (Mukherjee i
Choudhouri, 1983.). Tkivo hipokotila i listova soje usitnjeno je maceriranjem u
tekuc¢em dusiku te je odvagano oko 0,1 g u mikroepruvetu od 2 ml. Vodikov peroksid iz
tkiva je ekstrahiran s 1 ml hladnog acetona (80%) ¢ime je nastao acetonov peroksid.

Tkivo je od supernatanta odvojeno centrifugiranjem 5 minuta pri 6 000 rcf pri 4°C.
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Supernatant je dekantiran u mikroepruvete od 2 ml te je dodano 400 pl titanovog
reagensa i 500 ul NH4OH (25%), uz hladenje u posudi s usitnjenim ledom zbog jake
egzotermne reakcije. Nakon ponovnog centrifugiranja supernatant je odvojen, a talog je
otopljen pomo¢u 1 ml H,SO, (2 M). Nakon centrifugiranja tijekom 10 minuta na
15 000 rcf pri 4°C supernatant je koriSten za mjerenje apsorbancije na valnoj duljini
415 nm. Koncentracija vodikovog peroksida je izraCunata pomocéu molarnog
ekstinkcijskog koeficijenta (¢ = 1,878 mM™ cm™). Konacni su rezultati izraZeni kao

nmol g* svjeze tvari.
H,0, (nmol g sv.t.) = (Asus /1,878) /m

Ay1s - apsorbanca uzorka
1,878 - molarni ekstinkcijski koeficijent mM™ cm™

m - masa biljke (g)

Intenzitet lipidne peroksidacije

Intenzitet lipidne peroksidacije je jednostavna spektrofotometrijska metoda kojom se
odreduje koli¢ina produkata lipidne peroksidacije poput malondialdehida (MDA) koji
reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom (TBA). Ta se metoda naziva jo§ i TBARS prema
engleskom Thiobarbituric Acid Reactive Substances (Heath i Packer, 1968.). Reakcija
se odvija u kiselim uvjetima i na visokoj temperaturi, pri ¢emu nastaje crveni
fluorescentni derivat MDA-(TBA), ¢iju koncentraciju mjerimo. Tkivo hipokotila i
listovi soje usitnjeni su pomocu tekuceg dusika do finog praha. Oko 0,2 g usitnjenog
biljnog tkiva je ekstrahirano sa 1 ml trikloroctene kiseline (0,1%). Nakon centrifugiranja
na 6000 rcf pri 4°C tijekom 5 minuta, na 0,5 ml supernatanta je dodano 1 ml
tiobarbiturne kiseline (0,5%) u trikloroctenoj kiselini (20%). Smjesa je zagrijavana u
vodenoj kupelji pri 95°C tijekom 30 minuta, te ohladena. Nakon hladenja supernatant je
izdvojen centrifugiranjem pri 18 000 rcf tijekom 15 minuta na 4°C. Apsorbanca
supernatanta uzorka izmjerena je spektrofotometrijski pri valnim duljinama 532 i
600 nm. Kao slijepa proba koriStena je tiobarbiturna kiselina (0,5%) u trikloroctenoj
kiselini (20%). Koncentracija produkata lipidne peroksidacije (TBARS) je izraunata
koriste¢i molarni ekstinkcijski koeficijent (¢ = 155 mM™ cm™) i izrazena u

ekvivalentima tiobarbiturne kiseline (TBA) u jedinicama nmolrga g™ svjeze tvari.
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TBARS (nmolrga g7 sv.t.) = ((Assz - Aso) * V * 10%) / (155 * m)

As3z, Asoo - apsorbanca uzorka pri 532 nm i 600 nm valne duljine
V - volumen reakcijske smjese u ml (1,5 ml)

10® - koeficijent za preraGunavanje u nmol g™

155 - molarni ekstinkcijski koeficijent mM™ cm™

m - masa uzorka korigirana faktorom razrjedenja (Q)

Sadrzaj slobodnog prolina

Sadrzaj slobodnog prolina (PRO) u tkivu hipokotila i lista soje je odreden
spektrofotometrijski prema Bates i sur. (1973.). Tkivo je homogenizirano tekuéim
dusikom te odvagano (oko 0,5 g) u plastiéne epruvete. Prolin je ekstrahiran iz tkiva s
10 ml sulfo-salicilne kiseline (3%). Tkivo je od supernatanta odvojeno centrifugiranjem
pri 3 500 rcf pri 4°C u trajanju od 15 minuta. U 2 ml supernatanta dodano je 2 ml
kiselog ninhidrinskog reagensa (2,5%) i 2 ml ledene octene kiseline. Tako pripremljena
smjesa promijeSana je na vrtloznoj tresilici i zagrijavana 1 h u vodenoj kupelji pri
95 - 98°C. Nakon zagrijavanja smjesa je naglo ohladena u ledenoj vodi te je svakom
uzorku dodano 4 ml toluena. Uzorci su promijesani 20 S i ostavljeni na sobnoj
temperaturi dok se gornji toluenski sloj s prolinom nije odvojio od donjeg, vodenog
sloja. Standardna krivulja napravljena je pomocu osnovnog standarda otopine L-prolina
koncentracije 20 ug mI™ u rasponu koncentracija 0 - 20 pg ml™. Koncentracija prolina u
toluenskoj frakciji odredena je mjerenjem apsorbancije na 520 nm 1 izraCunata iz
standardne krivulje s poznatim koncentracijama prolina, koje su tretirane na isti na¢in

kao 1 uzorci. Konacni rezultati su izrazeni kao pmol g svjeze tvari.

SadrZzaj ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola (UF) u hipokotilima i listu soje odreden je spektrofotometrijski
metodom s Folin-Ciocalteu reagensom prema Singleton i Rossi (1965.). Fenoli su
ekstrahirani s 2,5 ml etanola (95%) na -20°C tijekom 48 h iz oko 0,5 g tkiva
maceriranog u teku¢em dusiku. Nakon ekstrakcije homogenati su centrifugirani na
10 000 rcf pri 4°C tijekom 10 min. Na odredeni volumen supernatanta (ovisno o
oc¢ekivanim vrijednostima koncentracije fenola) dodano je oko 1,5 ml destilirane vode
(ukupni volumen supernatanta i vode je 1,6 ml), 100 pl Folin-Ciocalteu reagensa i

300 pl Na,COs (zasi¢ena otopina). Reakcijska smjesa od ukupno 2 ml je promijeSana na
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vrtloznoj tresilici te je inkubirana na vodenoj kupelji pri 37°C tijekom 60 minuta.
Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfo-molibdenovog i fosfo-volframovog kiselinskog
kompleksa koji u luznatoj sredini s fenolima tvori plavo obojeni kompleks, koji se moze
spektrofotometrijski kvantificirati. Sadrzaj fenola u inkubiranoj i ohladenoj smjesi
odreden je mjerenjem apsorbancije na spektrofotometru pri valnoj duljini od 765 nm.
Koncentracija fenola izracunata je iz standardne krivulje s poznatim koncentracijama
galne kiseline (GA), u rasponu 0,05 - 0,5 mg GA ml™. Konaéni sadrzaj fenola izraZen je
kao mg GA g'1 svjeze tvari. Uzorci standardne otopine, kao i otopine uzoraka, priredeni

su u triplikatu.

4.3.2. Enzimski pokazatelji stresa

Ekstrakcija topljivih proteina

Tkivo hipokotila, odnosno listova soje, je usitnjeno maceriranjem s teku¢im dusikom u
tarioniku uz dodatak polivinil-polipirolidona (PVPP, dodaje se radi uklanjanja
polifenola iz biljnih ekstrakata). Nakon maceriranja svjezeg tkiva hipokotila, u plasti¢ne
epruvete je odvagano oko 0,5 g (za askorbat-peroksidazu i glutation-reduktazu); oko
0,35 g (za gvajakol-peroksidazu) te 0,25 g tkiva (za katalazu). U eksperimentu sa sojom
u fazi cvatnje, nakon maceriranja listova soje, u epruvete je odvagano 0,5 g (za
askorbat-peroksidazu, glutation-reduktazu i katalazu) te 0,35 g tkiva (za
gvajakol-peroksidazu). 1z usitnjenog tkiva proteini su ekstrahirani s 1 ml hladnog pufera
tijekom 15 minuta, a zatim odijeljeni od ostataka tkiva centrifugiranjem 15 minuta pri
18 000 rcf. Supernatant je dekantiran u novu plasti¢nu epruvetu. Kod uzoraka lista
nakon ekstrakcije napravljena je i reekstrakcija dodavanjem 1 ml istog pufera. Nakon
odjeljivanja supernatanta iz postupka reekstrakcije, supernatanti iz obje ekstrakcije su
spojeni 1 koriSteni za odradivanje aktivnosti enzima 1 sadrZaja ukupnih proteina. Pufer
koriSten za ekstrakciju askorbat-peroksidaze i glutation-reduktaze je sadrzavao 0,1 M
KoHPQOy4, 0,1 M KH2PQOy4, 5 mM natrijev askorbat i 1 mM EDTA (pH 7,0). Ekstrakcijski
pufer za katalazu je sadrzavao 0,1 M K,HPQOy, 0,1 M KH,PO, (pH 7,0). Za ekstrakciju
nespecificnih  gvajakol-peroksidaza  koristeni pufer je sadrzavao 0,1 M
Tris(hidroksimetil)-aminometan i HCI (pH 8,0). Ukupna i specificna aktivnost

navedenih enzima izraCunata je prema sljede¢im formulama:
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AEu (umol min™ g™t sv.t.) = ((AA/At) *Vrs * V) / (€ * VA * Msys)
AEs (umol min™ mg™ prot.) = AEU / Cpror.

AEuU - ukupna aktivnost enzima

AEs - specifi¢na aktivnost enzima

AA/At - srednja vrijednost razlika u promjeni apsorbancije u odredenom vremenskom
intervalu (AA min™)

Vgs - volumen reakcijske smjese u ml

Vy - ukupni volumen proteinskog ekstrakta u ml

¢ - molarni ekstinkcijski koeficijent mM™ cm™

Va - volumen mjernog alikvota u ml

Mgyt - Masa svjeze tvariu g

Cprot. - KONCeNtracija proteina u Mgprot. 97wt

Odredivanje aktivnosti askorbat-peroksidaze (EC 1.11.1.11)

Ukupna aktivnost askorbat peroksidaze (APXu, EC 1.11.1.11) odredena je prema
Nakano i Asada (1981.). Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti APXu sadrzavala je
50 mM Kkalij-fosfatni pufer (KP pufer; 50 mM KH;PO, i 50 m M K;HPO,; pH 7),
0,1 mM EDTA, 50 mM askorbinsku kiselinu i 12 mM H,0,. U kivetu od kvarcnog
stakla dodano je 880 pul KP pufera s EDTA, 10 ul askorbinske kiseline, 100 ul
proteinskog ekstrakta i 10 ul H,O,. Stupanj oksidacije askorbinske kiseline pracen je
smanjenjem apsorbancije pri valnoj duljini od 290 nm tijekom 60 sekundi, uz ocitanje
svake sekunde. Svaki je uzorak mjeren u triplikatu. Aktivnost APXu izrazena je u
umol min™ g svjezeg tkiva koriste¢i ekstinkcijski koeficijent (¢ = 2,8 mM™ cm™). Na
kraju je izraCunata 1 specificna aktivnost askorbat-peroksidaze (APXs) izraZena u

umol min™ mg™ prot.

Odredivanje aktivnosti katalaze (EC 1.11.1.6)

Ukupna aktivnost enzima katalaze (CATu, EC 1.11.1.6.) u proteinskim ekstraktima
odredena je spektrofotometrijski prema Aebi (1984.). Reakcijska smjesa za mjerenje
aktivnosti CATu sadrzavala je 50 mM kalij-fosfatni pufer (50 mM KH,PQO,4, 50 mM
K2HPOy; pH 7,0) 1 10 mM H,0,. Enzimska reakcija zapocela je dodavanjem 50 - 100 pl

proteinskog ekstrakta te reakcijskog pufera do ukupno 2000 pl reakcijske smjese u
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kvarcnu kivetu za mjerenje na spektrofotometru. Pad apsorbancije, uslijed razgradnje
H,O,, mjeren je svakih 10 sekundi tijekom 120 sekundi pri valnoj duljini od 230 nm.
Svaki je uzorak mjeren u triplikatu. Aktivnost CATu izrazena je kao koli¢ina
razgradenog H»O, u pmol min™ g'1 svjezeg tkiva koriste¢i ekstinkcijski koeficijent
(e=81 M™* cm™; Duh i sur., 1999.). Iz ukupne aktivnosti CAT i sadrzaja proteina
izrazena je specificna aktivnost katalaze (CATs). Zbog interferencija s nezeljenim
supstancama, proteinski ekstrakti svjezeg tkiva lista iz kojih je mjerena aktivnost CAT
proc¢is¢eni su propuStanjem kroz kolonice za odsoljavanje PD-10 (PD-10 Desalting
Columns) od proizvodaca GE Healthcare Bio-Sciences AB. Postupci procis¢avanja

provedeni su u skladu s naputcima proizvodaca (Instructions 52-1308-00 BB).

Odredivanje aktivnosti nespecifi¢nih gvajakol-peroksidaza (EC 1.11.1.7)

Ukupna aktivnost gvajakol-peroksidaza (GPOXu, EC 1.11.1.7) u proteinskim
ekstraktima odredena je metodom po Perrey i sur. (1989.), te Siegelu i Galstonu
(1967.). Reakcijska smjesa sadrzavala je 5 mM gvajakol, 0,2 M PK pufer (0,2 M
KH,POy, 0,2 M Na,PO,4 x 12 H,0; pH 5,8) te 5 mM H,0, koji je dodan neposredno
prije mjerenja. Na 900 pl reakcijske smjese dodano je 100 ul proteinskog ekstrakta te je
povecanje apsorbancije mjereno pri valnoj duljini od 470 nm svake sekunde tijekom
60 sekundi. Do porasta apsorbancije dolazi uslijed oksidacije gvajakola pri ¢emu nastaje
smede obojen produkt tetragvajakol. Svaki uzorak mjeren je u triplikatu. Ukupna
aktivnost GPOXu izrazena je kao koli¢ina nastalog tetragvajakola u pmol min™ g™t sv.t.,

1

a specifitna aktivnost GPOXs izrazena je u pmol min™ mg™ prot. Ekstinkcijski

koeficijent koriSten za izratun GPOXu je € = 26,6 mM?tem™

Odredivanje aktivnosti glutation-reduktaze (EC 1.6.4.2)

U proteinskim ekstraktima ukupna aktivnost enzima glutation-reduktaze (GR; EC
1.6.4.2) odredena je metodom prema Dolphin i sur. (1989.). Reakcijska smjesa
sadrzavala je 0,1 M KP pufer (0,1 M KH;PO4 i 0,1 M K;HPO,4; pH 7,5), 1 mM EDTA,
2 mM NADPH (nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat) i 2 mM GSSG (oksidirani oblik
glutationa). U kvarcnu kivetu je dodano 500 pL GSSG, 400 pl KP pufera s EDTA,
50 ul ekstrakta proteina te 50 ul otopine NADPH, ¢ime je zapocela reakcija. Smanjenje
apsorbancije prac¢eno je svakih 10 sekundi tijekom 100 sekundi pri valnoj duljini od
340 nm. Svaki uzorak mjeren je u triplikatu. Do pada apsorbancije dolazi zbog
oksidacije NADPH uslijed redukcije oksidiranog glutationa (GSSG) u reducirani
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glutation (GSH) u prisutnosti GR. Ukupna aktivnost enzima glutation-reduktaze (GRu)
izrazena je kao promjena apsorbancije u minuti po gramu svjeze tvari. Specifi¢na
aktivnost (GRs) odredena je kao kvocijent GRu i koncentracije proteina te izrazena u
min™ mg™ prot. Ekstinkcijski koeficijent koristen za izratun GRu je £ = 6,22 mM™* cm™.
Proteinski ekstrakti za odredivanje GRs iz svjezeg tkiva lista soje procis€eni su

propustanjem kroz kolonice za odsoljavanje PD-10.

Odredivanje sadrzaja proteina

Koncentracija proteina u proteinskim ekstraktima je odredena spektrofotometrijski
metodom prema Bradfordu (1976.). Postupak se temelji na pomaku apsorbancije (s
465 nm na 595 nm valne duljine) do kojeg dolazi zbog vezivanja boje Coomassie
briljant plavo G-250 (engl. Coomassie brilliant blue - CBB) na proteine, u kiseloj
otopini. Razrijedeni proteinski ekstrakt (100 pl) je pomijeSan s 1 ml CBB (100 mg CBB
G-250, 50 ml etanola, 100 ml 85% fosforne kiseline, dH,O do 1 1) te inkubiran 5 minuta
na sobnoj temperaturi. Intenzitet obojenja otopine izmjeren je pri 595 nm valne duljine
na spektrofotometru. Koncentracija proteina ekstrapolirana je iz bazdarne krivulje
napravljene s poznatim koncentracijama albumina govedeg seruma (engl. bovine serum
albumine - BSA) pripremljene u rasponu koncentracija 0,01-0,4 mggsa ml™.
Koncentracija proteina je izraZena u mg g svjeze tvari i koristena je za izradun
specifi¢nih aktivnosti antioksidativnih enzima. Uzorci standardne otopine, kao i otopine

uzoraka, priredeni su u triplikatu.

4.3.3. Utvrdivanje fotosintetske aktivnosti

Sadrzaj fotosintetskih pigmenata

Sadrzaj pigmenata (klorofil a, klorofil b, karotenoidi) odreden je spektrofotometrijskom
metodom po Holmu i Wettsteinu (Holm, 1954.; Wettstein, 1957.). Oko 0,2 g tkiva lista
soje je macerirano u tarioniku uz dodatak 10-ak ml acetona, kvarcnog pijeska i MgCOs.
Macerat je profiltriran preko guca u epruvetu pomocu vakuum sustava. Filtrat je
preneSen u odmjernu tikvicu od 25 ml 1 nadopunjen acetonom do oznake. Pomocu
spektrofotometra u ekstraktu pigmenata, pripremljenog na prethodno opisan nacin,

izmjerena je apsorbancija pri valnim duljinama 662, 644 i 440 nm. Dobivene vrijednosti
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apsorbancija uvrStene su u Holm-Wettsteinove formule kako bi se izracunale

koncentracije pigmenata u mg dm™.

klorofil a (mg dm™) = 9,784 * Ags; — 0,990 * Agss

klorofil b (mg dm™) = 21,426 * Ags — 4,650 * Agso

klorofil a+b (mg dm™) = 5,134 * Age, + 20,436 * Agus
karotenoidi (mg dm™) = 4,695 * A — 0,268 * (klorofil a+b)

Ase2, Asas, Asqo - apsorbancija pri 662 nm, 644 nm i 440 nm valne duljine

brojevi u jednadzbama - molarni adsorpcijski koeficijenti po Holmu i Wettsteinu

v - . v - . . v e - . -1 . .
Kona¢ni rezultati sadrzaja pigmenata su izracunati i izrazeni kao mg g~ svjeze tvari

prema navedenoj jednadzbi.
sadrzaj pigmenata (mg g sv.t) = (. *V *r)/m

c1 - koncentracija pigmenata (klorofila a; klorofila b; karotenoida) u mg dm™
V - volumen filtrata u ml (25 ml)
I - razrjedenje filtrata

m - masa uzorka u mg

Iz izracunatih vrijednosti sadrzaja pigmenata izraCunati su i omjeri klorofil a/klorofil b;

klorofil a+b/karotenoidi.

Mjerenje fluorescencije

Mjerenjem fluorescencije odreduje se fotosintetska ucinkovitost fotosustava II (PS II).
Parametri fluorescencije su mjereni u uvjetima ambijentalne koncentracije O, i CO,, na
sobnoj temperaturi (Slika 4.8.). Nakon prethodne adaptacije na uvjete mraka, pomocu
posebnih plasti¢nih kop¢i, tijekom 15 minuta, listovi soje su osvjetljavani aktinskom
svjetlogéu (Philips 131 65 halogen lamp 35 W/14 V) s 200 pmolasna M~ s tijekom
5 ms, koriste¢i Plant Stress Meter (PSM Chlorophyll Fluorometer, Biomonitor S.C.L
AB, Umes, Sweden; Oquist and Wass, 1988.). Prilagodbom listova na uvjete tame

dolazi do potpune redukcije plastokinona, odnosno do otvaranja svih reakcijskih
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srediSta Sto je preduvjet za mjerenje minimalnog intenziteta fluorescencije (Fp). Ostali
mjereni parametri su: maksimalna razina fluorescencije (Fm), varijabilna fluorescencija
(Fv = Fm - Fp), maksimalni kvantni prinos PS II (Fv/Fm), omjer varijabilne i pocetne

fluorescencije (Fv/F) te poluvrijeme porasta od Fo do Fm (t'%).

4.5. Statisticka analiza podataka

U prvoj etapi pokusa Sest Kultivara soje postavljeno je na klijanje u Cetiri ponavljanja s
50 sjemenki po ponavljanju, u kontrolnim uvjetima i ukupno Sest stresnih tretmana. U
drugoj etapi pokusa posijane su sjemenke dva kultivara soje u Cetiri ponavljanja. U
svakom ponavljanju zasijano je pet plasti¢nih posuda sa po Cetiri sjemenke. Nakon faze
klijanja biljke su uzgajane do fenofaze R; te su tada prenesene u klima komoru gdje su
primijenjena tri temperaturna tretmana (kontrola i dva temperaturna stresa).

Za statistiCku obradu prikupljenih podataka koristen je racunalni program Statistical
Analysis System (SAS) Software 9.1.3. (2011. - 2012., SAS Institute Inc., USA). Podaci
su analizirani monofaktorijalnom i dvofaktorijalnom analizom varijance (engl. analysis
of variance - ANOVA) uz primjenu F-testa. Razlike izmedu srednjih vrijednosti
tretmana utvrdene su Fisherovim LSD testom (engl. Fishers Least Significant
Difference). Za utvrdivanje povezanosti medu mjerenim pokazateljima napravljena je

linearna korelacijska analiza pomoc¢u VVstat raGunalnog programa uz primjenu t-testa.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1. FENOLOSKA FAZA: KLIJANJE-NICANJE

5.1.1. Klijavost i morfoloska svojstva

Analizom dobivenih rezultata ocijenjen je utjecaj kultivara, tretmana i njihove
interakcije na klijavost i morfoloska svojstva kultivara u fenofazi klijanja i nicanja (VE).
Prema vrijednostima F testa kultivar, tretman, te interakcija kultivar x tretman su imali
vrlo znacajan utjecaj (P < 0,0001) na klijavost sjemena, masu klijanca i masu hipokotila
(Tablica 5.1.).

Tablica 5.1. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na pokazatelje morfoloskih svojstava
klijanca soje (prikazani podaci su izraunate razine znacajnosti (P) prema F testu).

Klijavost Masa klijanca Masa hipokotila

KULTIVAR (A) F test 76,37 125,64 34,68
P <0,0001 <0,0001 <0,0001

TRETMAN (B) F test 33,39 1668,01 1407,86
P <0,0001 <0,0001 <0,0001

INTERAKCIJA (AxB) F test 3,75 10,94 8,08
P <0,0001 <0,0001 <0,0001
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5.1.1.1. Klijavost sjemena soje

Kultivar je, u prosjeku za sve tretmane, vrlo znacajno utjecao na klijavost sjemena
(Tablica 5.1.). Najveci prosjecni postotak klijavosti soje, za sve tretmane, imao je
kultivar Ika (91%) a najmanji Vita (72,3%; Slika 5.1.). Ika, Zora i Lucija se nisu
znacajno razlikovale. Izmedu Vite i Tene nije bilo statisticki znacajne razlike, no imale
su znacajno manju klijavost od ostalih kultivara. Korana je imala prosjean postotak

klijavosti (82,2%), te se od ostalih kultivara statisticki razlikovala.
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Slika 5.1. Prosje¢na klijavost (%), za sve tretmane, kod Sest kultivara soje. Znacajne razlike
izmedu kultivara soje oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

U prosjeku za sve tretmane, F testom je utvrden i vrlo zna€ajan utjecaj tretmana na
klijavost (Tablica 5.1.). Tretmani u uvjetima viSe i nize razine solnog stresa, te vise
razine osmotskog stresa nisu se medusobno znacajno razlikovali 1 nisu se razlikovali od
kontrole (Slika 5.2.). Najvecu klijavost soja je imala u uvjetima nizeg osmotskog stresa
(5% PEG). Najniza prosjecna klijavost je utvrdena u temperaturnom tretmanu od 10°C.
Vrijednosti klijavosti izmedu temperaturnog tretmana 10°C i1 30°C se nisu znacajno
razlikovale. Vidljivo je znaCajno smanjenje klijavosti pri tretmanima 10°C 1 30°C u

odnosu na kontrolu, te povecanje klijavosti pri 5% PEG-u.
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100
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Slika 5.2. Prosje¢na klijavost (%), za sve kultivare, po tretmanima. Znacajne razlike izmedu
tretmana oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

Tablica 5.2. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na postotak klijavosti sjemena soje (podaci
su izrazeni u %; podaci su prosjek Cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara
oznaéenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (A,B,C,D,E,F: P < 0,01); prosjeci
tretmana oznacCenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (x,y,z: P < 0,05; X,Y,Z,W:
P <0,01)).

Klijavost 5 o 50 mM 100 mM 5% 10% F test - P-
%) Kontrola — 10°C  30°C NaCl NaCl  PEG  PEG | tretman tretman
91,5 83,5 86,5 94,5 87,5 94,5 90,3
LI Alxy AB/z AB/yz Alx Alyz Alx AB / xy ) ChLe
86,0 75,0 76,5 79,5 83,5 94,0 81,0
HORAES AB [/ XY BC/ Z BC/z CD/YZ AlYZ AlX CD/YZ S Dbz
74,0 54,5 65,0 82,0 72,5 82,5 75,8
Wi C/ XY D/zZ CD/YZ BC/X B/ XY B/X D/ XY B2 Dl
89,0 89,0 90,0 94,5 91,0 100,0 83,8
e AB/YZ AlYZ AlYZ Al XY AlY AlX BC/Z SR <y
80,5 62,5 58,5 70,0 67,5 93,0 83,3
VB BC/XYZ CD/W D/W D/YZW B/ZW AlX BC/ XY 13,67 =0,0001
93,0 83,0 87,5 91,0 90,0 96,5 93,0
s Al XY AB/Z AB/YZ AB/XYZ AI/XYZ AIX Al XY Bl Ltz
e 8,30 1745 1571 12,98 1721 958 11,92
kultivar
P.- 0,0003 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0001 <0,0001
kultivar

Najveci postotak klijavosti imala je Ika pri tretmanu 5% PEG-om (100%) a najmanji
Vita pri tretmanu 10°C (54,5%). Prema F testu, kultivar je vrlo znacajno utjecao na
postotak klijavosti sjemena u kontroli i svim tretmanima stresa (Tablica 5.2.). U
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optimalnim uvjetima (kontrola) Zora je pokazala najveci postotak klijavosti (93,0%), a
Vita je pokazala najnizi (74,0%). Izmedu Zore, Lucije, ke i Korane nije bilo znacajne
razlike u optimalnim uvjetima. Najbolju klijavost imala je Ika pri tretmanu 10°C i 30°C.
Postotak klijavosti kod lke se nije znacajno razlikovao od nesto nizih vrijednosti kod
Lucije i Zore pri oba navedena tretmana. Najnizi postotak klijavosti pri tretmanu 10°C
imala je Vita, a pri 30°C imala je Tena. U tretmanima pri 10°C i 30°C izmedu Vite i
Tene nije bilo znaCajne razlike. Ika je, takoder, imala najbolji postotak klijavosti pri
vi$oj 1 nizoj razini solnog stresa, no pri niZzoj razini solnog stresa Lucija je imala
jednaku klijavost kao i Ika (94,5%). Pri tretmanu s 50 mM NaCl-om Lucija i Ika se nisu
znacajno razlikovale od Zore. Pri tretmanu 100 mM NaCl-om Ika se nije znacajno
razlikovala od Lucije, Zore i Korane. Pri tretmanu nizeg osmotskog stresa najbolju
klijavost je imala Ika, a pri tretmanu viSeg osmotskog stresa Zora. Pri tretmanu s 5%
PEG-om Ika se nije znacajno razlikovala od Zore, Lucije, Korane i Tene. Pri tretmanu s
10% PEG-om Zora se nije znacajno razlikovala od Lucije, a od lke se znacajno
razlikovala. Najnizi postotak klijavosti pri oba tretmana osmotskog stresa je imala Vita.
Vita se pri uvjetima nizeg osmotskog stresa znacajno razlikovala od svih ostalih
kultivara, dok se pri uvjetima viSeg osmotskog stresa nije zna¢ajno razlikovala jedino
od Korane. Zora, Lucija i Ika su u kontroli i pri svim stresnim tretmanima imale visoki
postotak klijavosti, dok su Tena 1 Vita u kontroli 1 vecini stresnih tretmana imale nizu

klijavost.

Utvrden je vrlo znacajan utjecaj primijenjenih tretmana na postotak Klijavosti kod
Korane, Vite, ke, Tene i Zore, a znacajan utjecaj kod Lucije (Tablica 5.2.). Svi
kultivari soje su imali najbolju klijavost pri tretmanu s 5% PEG-om, osim Lucije koja je
imala jednaku klijavost i pri navedenom tretmanu i tretmanu s 50 mM NaCl-om
(94,5%). Najmanju klijavost su imale Lucija, Korana, Vita 1 Zora pri tretmanu 10°C,
Tena pri tretmanu 30°C, a Ika pri tretmanu 10% PEG-om. Kod Lucije klijavost sjemena
pri temperaturnom tretmanu 10°C je bila znacajno niza u odnosu na kontrolu, a ostali
tretmani nisu pokazali znacajnu razliku prema LSD testu, na razini znacajnosti P < 0,05.
Statisticki znac¢ajno nizu klijavost, pri tretmanima s viSom i nizom temperaturom, U
odnosu na kontrolu su pokazale Korana i Tena. Kultivari Zora i Vita su pokazali
statisticki znacajno nizu klijavost pri tretmanu 10°C u odnosu na kontrolu. Ika, uz

izuzetak 5% PEG, nije imala statisticki znaCajnu razliku izmedu kontrole i ostalih
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tretmana. Pri tretmanu 30°C veéinom je klijavost bila ve¢a u usporedbi s tretmanom
10°C, ali bez statistiCke znacajnosti. Klijavost pri tretmanu 50 mM NaCl-om je bila
znacajno niza nego pri tretmanu 100 mM NaCl-om samo kod Lucije. Klijavost pri
tretmanu 5% PEG-om bila je viSa u odnosu na tretman 10% PEG-om, ali znacajno visa

bila je samo kod lke i Korane.

5.1.1.2. Masa klijanca soje

Kultivar je, u prosjeku za sve tretmane, vrlo znacajno utjecao na masu klijanca (Tablica
5.1.). Korana je imala najve¢u masu klijanca (0,874 g) u prosjeku za sve tretmane, ali se
nije znacajno razlikovala od Lucije (Slika 5.3.). Ika je imala najmanju masu klijanca
(0,731 g) i znacajno se razlikovala od svih ostalih kultivara. Vita je imala prosje¢nu
masu za sve tretmane 0,808 g, Zora 0,776 g, Tena 0,756 g, te su se znacajno razlikovale

medusobno i u odnosu na druge kultivare.
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Slika 5.3. Prosje¢na masa klijanca (g), za sve tretmane, kod Sest kultivara soje. Znacajne razlike
izmedu Kultivara soje oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D, E: P <0,01).

Analiziraju¢i masu klijanca prosjecno za sve kultivare po primijenjenim tretmanima,
utvrden je vrlo znaCajan utjecaj tretmana na masu klijanca (Tablica 5.1.). Najvecu

prosje¢nu masu klijanca kultivari su imali u kontroli (1,106 g), $to se nije znacajno
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razlikovalo od tretmana pri 30°C (Slika 5.4.). Najmanju masu klijanca kultivari su imali
pri 10% PEG-u (0,520 g), te se masa u tom tretmanu znacajno razlikovala od ostalih
tretmana. Medusobno i u odnosu na druge tretmane razlikovali su se tretmani, slijedom
od najvece do najmanje mase klijanca, 50 mM NaCl (0,872 g), 10°C (0,752 g), 5% PEG
(0,678 g), 100 MM NaCl (0,591 g).

Masa klijanca (g)

Slika 5.4. Prosje¢na masa klijanca (g), za sve kultivare, po tretmanima. Znacajne razlike izmedu
tretmana oznacene su razliCitim slovima prema LSD testu (A,B,C,D, E, F: P <0,01).

Najvecu masu klijanca je imala Korana pri tretmanu 30°C (1,286 g), a najmanju Ika pri
tretmanu 10% PEG-om (0,485 g). Kultivar je vrlo znacajno utjecao na masu klijanca u
kontrolnim i svim stresnim uvjetima (Tablica 5.3.). U kontroli najve¢u masu klijanca
imala je Korana, a najmanju Ika. Korana se nije znac¢ajno razlikovala od Lucije, no lka
se znacajno razlikovala od ostalih kultivara u masi klijanca. Pri tretmanu 10°C Lucija je
imala znacajno najvecu masu klijanca u odnosu na ostale kultivare, dok je lka imala
najmanju masu klijanca te se nije znacajno razlikovala od Tene i Zore. Pri tretmanu
30°C najve¢u masu klijanca je imala Korana koje se nije znacajno razlikovala od
Lucije. Pri istom tretmanu najmanju masu klijanca je imala Tena koja se znacajno
razlikovala od ostalih kultivara. Najvecu masu klijanca u uvjetima niZzeg solnog stresa je
imala Lucija koja se nije znacajno razlikovala od Korane. U uvjetima viSeg solnog
stresa najveu masu klijjanca imala je Korana koja nije imala znacajno razlicite
vrijednosti mase klijanaca od Lucije i Vite. Najmanju masu klijanca pri uvjetima nizeg i

viseg solnog stresa imala je Ika. Ika se pri tretmanu 50 mM NaCl-om vrlo znacajno
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razlikovala od ostalih kultivara, a pri tretmanu 100 mM NaCl-om nije se znacajno
razlikovala od Tene i Zore. Korana je pri tretmanima 5% i 10% PEG-om imala najvecu
masu Klijanca, a lka je imala najmanju masu klijanca. Pri tretmanu 5% PEG-om
Korana, se nije znacajno razlikovala od Lucije, Vite i Zore, a Ika se nije znacajno
razlikovala od Tene. Pri tretmanu 10% PEG-om Korana se nije znacajno razlikovala od
Lucije, Vite i Tene, a Ika se nije znacajno razlikovala od Zore. Uocljivo je kako se,
usporedujuci tretmane, broj kultivara koji se znacajno ne razlikuju od kultivara s
najve¢im masom klijanca povecava od kontrole prema tretmanima s ja¢im 1
intenzivnijim stresom. U kontroli najvecu masu klijanca imaju Korana i Lucija (2), pri
tretmanu 10°C Lucija (1), pri tretmanima 30°C i 50 mM NaCl-om Lucija i Korana (2),
pri tretmanu 100 mM NaCl-om Lucija, Korana i Vita (3), pri tretmanu 5% PEG-om
Lucija, Korana, Vita i Zora (4), pri tretmanu 10% PEG-om Lucija, Korana, Vita i Tena

(4).

Tablica 5.3. Znac¢ajnost utjecaja kultivara i tretmana na prosjeénu masu klijanca soje (podaci su
izrazeni u g; podaci su prosjek Cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara oznacenih
istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (A,B,C,D: P <0,01); prosjeci tretmana oznacenih
istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z,W,Q,R,S: P <0,01)).

Masa klijanca o o 50mM 100 mM 5% 10% F test - P-
(9) e VRS SAHE NaCl NaCl PEG PEG tretman  tretman
1172 0853 1215 0957 0632 0704 0533
LUCVA ABIX  A/Z AIX AIY AIQ AB/W A/R | 8956 <0000
1223 0782 1286 0908 0652 0717 0553
KORANA — A/y  B/W AIX AB/Z AIR A/Q  A/s | #1295 <00001
1125 0756 1036 0890 0629 068 0530
WA BC/X BC/W B/Y BC/Z A/Q AB/WQ A/R | 12518 <0000
0978 0689 1047 0786 0525 0605 0485
% E/Y D/W BI/IX D/Z BIR c/o  BI/R | 24907 <00001
1061 0708 0932 0844 0564 0654 0527
VR D/X CD/W C/Y C/z B/Q BC/W A/Q | 19107 <00001
1081 0725 1038 0845 0548 0700 0,493
AQ A CD/X BCD/Z BIX CIY BIW AB/z B/Q | 33649 <00001
F test - 31,53 1475 51,98 1811 2436 9,49 13,34
kultivar
o <0,0001 <00001 <00001 <0,0001 <0,0001 00001  <0,0001
kultivar

Tretman je vrlo znacajno utjecao na masu klijanca kod Sest kultivara soje (Tablica 5.3.).

Usporedujuci tretmane, svi Kultivari su imali najmanju masu klijanca pri tretmanu 10%
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PEG-om. Najvecu prosje¢nu masu klijjanca su imale Vita, Tena i Zora na 20°C
(kontrola), dok su Lucija, Korana i Ika imale na 30°C. NajviSe vrijednosti mase klijanca
svi kultivari su imali u kontroli i 30°C. Kod Vite i Tene pokazalo se zna¢ajno smanjenje
mase Kklijanca u svim primijenjenim stresnim tretmanima u odnosu na kontrolu, dok su
Korana i Ika imale znacajno povecanje pri 30°C u usporedbi s kontrolom, a Smanjenje
kod svih ostalih tretmanima. Kod Lucije i Zore izmedu kontrole i tretmana S 30°C nije
bilo statisti¢ki znacajne razlike, ali se u odnosu kontrole i ostalih tretmana pokazalo
znacajno smanjenje mase klijanca. Pri tretmanu 30°C masa klijanca je bila znacajno
ve¢a u odnosu na tretman 10°C kod svih kultivara soje. Znacajno smanjenje mase
klijanca kod svih kultivara je utvrdeno pri tretmanu 100 mM NaCl-om u odnosu na
tretman 50 mM NaCl-om te pri tretmanu 10% PEG-om u odnosu na tretman s 5%
PEG-om.

5.1.1.3. Masa hipokaotila klijanca soje

U prosjeku za sve tretmane utvrden je vrlo znacajan utjecaj kultivara na masu hipokotila
klijanaca (Tablica 5.1.). Najve¢u masu hipokotila je imala Lucija (0,376 g), a nesto nizu
masu Korana (0,368 g; Slika 5.5.), bez statistiCke znacajnosti te razlike. Najmanju masu
je imala Tena (0,299 g), a nesto vecu Ika (0,315), takoder bez statistiCke znacajnosti.
Zora je imala masu hipokotila statisti¢ki znacajno razli¢itu od svih kultivara, osim Vite.

Kultivar Vita se nije znacajno razlikovao od Ike, ali se razlikovao od Tene.
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Slika 5.5. Prosje¢na masa hipokotila (g), za sve tretmane, kod Sest kultivara soje. Znacajne

razlike izmedu kultivara soje oznaCene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D:
P <0,01).
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Slika 5.6. Prosje¢na masa hipokotila (g), za sve kultivare, po tretmanima. Znacajne razlike
izmedu tretmana oznac¢ene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D, E, F: P <0,01).

Analiziraju¢i prosje¢nu masu hipokotila klijanca u prosjeku svih kultivara po pojedinim
tretmanima, tretman je vrlo znacajno utjecao na masu hipokotila (Tablica 5.1.). Najvecu
masu hipokotila imali su prosje¢no kultivari u kontroli (0,607 g), a neSto manju masu
(0,606 g) imali su kultivari pri 30°C (Slika 5.6.), bez statisti¢ki znacajne razlike izmedu
te dvije varijante pokusa. Najnizu masu su kultivari imali pri 10% PEG-u (0,073 g).

Vrijednost pri ovom tretmanu znacajno se razlikuje od ostalih tretmana. Mase
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hipokotila klijanca pri tretmanima 50 mM NaCl (0,398 g), 10°C (0,279 g), 5% PEG
(0,228 g), 100 mM NacCl (0,162 g) znacajno se razlikuju medusobno i u odnosu na

preostale tretmane.

Najvecu masu hipokotila klijanca je imala Korana pri temperaturnom tretmanu 30°C
(0,721 g), a najmanju masu je imala Vita pri 10% PEG-u (0,065 g). Utvrden je vrlo
znaCajan utjecaj Kultivara na masu hipokotila kod kontrole, temperaturnih tretmana,
tretmana sa NaCl-om i pri tretmanu 5% PEG-om (Tablica 5.4.). Pri tretmanu 10%
PEG-om nije utvrden znacajan utjecaj kultivara na masu hipokotila. U optimalnim
uvjetima Korana (0,688 g) je imala najveéu masu, a lka najmanju masu (0,547 @)
hipokotila. Izmedu Korane, Lucije i Zore nije bilo znacajne razlike u kontroli, kao ni
izmedu Ike, Vite, Tene i Zore. Usporedujuci kultivare pri pojedinim tretmanima, masa
hipokotila najveca je pri tretmanu 10°C kod Lucije, pri tretmanu 30°C kod Korane, pri
tretmanu 50 mM NaCl-om kod Lucije, pri tretmanu 100 mM NaCl-om kod Korane, pri
tretmanu 5% PEG-om kod Zore, te pri tretmanu 10% PEG-om kod Ike. Pri nizoj i vi$oj
razini temperaturnog stresa najmanju masu je imala Tena. Pri tretmanu 50 mM
NaCl-om najmanju masu je imala Ika, a pri tretmanu 100 mM NaCl-om Tena. Vita je
imala najmanju masu hipokotila klijanca pri tretmanima 5% i 10% PEG-om. Pri
tretmanu 10°C Lucija je imala znacajno najve¢u masu hipokotila, dok je Tena imala
znacajno najmanju masu. Pri tretmanu 30°C Korana se nije znacajno razlikovala od
Lucije, a Tena od Vite, Ike i Zore. Pri tretmanu s 50 mM NaCl-om Lucija se zna¢ajno
razlikovala od ostalih kultivara koji se medusobno nisu znacajno razlikovali. Korana se
pri tretmanu s 100 mM NaCl-om nije znacajno razlikovala od Lucije i Vite, a Tena od
Ike. Masa hipokotila kod Korane pri tretmanu 5% PEG-om se nije znacajno razlikovala
od mase hipokotila ostalih kultivara. Zora se pri istom tretmanu znac¢ajno razlikovala od

Lucije, Vite, Ike i Tene koje se medusobno nisu znacajno razlikovale.

F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj tretmana na masu hipokotila klijanca Sest
kultivara soje (Tablica 5.4.). Usporedujuc¢i tretmane kod pojedinog kultivara, svi
kultivari su imali najmanju masu hipokotila pri tretmanu 10% PEG-om. Svi kultivari su
imali najve¢u masu hipokotila u kontroli i pri tretmanu 30°C. Kod svih kultivara se
pokazalo znacajno smanjenje mase hipokotila kod svih tretmana u odnosu na kontrolu,
osim kod 30°C. Pri tretmanu 30°C znacajno smanjenje mase hipokotila u odnosu na

kontrolu je imala Tena, povecanje mase je imala Lucija, dok kod Korane, Vite, Ike i
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Zore nije bilo znacajne razlike. Svi kultivari su pokazali znafajno povecanje mase
hipokotila pri tretmanu 30°C u odnosu na tretman 10°C. Znacajno smanjenje mase
hipokotila klijanca imale su svi kultivari pri tretmanu 100 mM NaCl-om u odnosu na
tretman 50 mM NaCl-om, kao i pri tretmanu 10% PEG-om u odnosu na tretman 5%
PEG-om.

Tablica 5.4. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na prosje¢nu masu hipokotila klijanca soje
(podaci su izrazeni u g; podaci su prosjek Cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci Kultivara
oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (A,B,C,D: P <0,01); prosjeci tretmana
oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z,W,Q,R: P <0,01)).

Masa hipokotila o 5 50mM 100 mM 5% 10% F test - P-
) Feaniiel) e S NaCl NaCl PEG PEG | tretman tretman
0645 0378 0682 0456 0183 0214 0073
HuiglA AB/Y AIW AB/X Alz A/Q B/IQ IR | 4856 <00001
0688 0276 0721 0390 0186 0247 0,067
AERAA A/X BCIZ AIX BIY A/W AB/zZW /q | 13301 <00001
0586 0245 0575 0400 0181 0200 0,065
NS BC/X D/zZ CD/X BIY A/W B/zw /g | 20%41 <00001
0547 0302 0562 0367 0140 0204 0,082
L% C/X B/z cD/X BIY C/Q B/wW /R | 34621 <00001
0572 0213 0490 0390 0134 0217 0076
VERA BC/X E/W C/Y B/z C/Q B/w /R | 29922 <00001
0607 0260 0606 038 0152 0289 0075
AL ABC/X CD/z BC/IX BIY BIW A/z  jQ | 26637 <00001
F test - 5,76 7320 1330 936 66,22 7,67 1,73
kultivar
P- 0,024 <0,000L <0,0001 00002 <0,0001 00005 0,798
kultivar

5.1.2. Fizioloska svojstva

5.1.2.1. Neenzimski pokazatelji stresa kod soje u fenoloskoj fazi klijanje-nicanje

Analizom dobivenih rezultata ocijenjen je utjecaj kultivara, tretmana i njihove
interakcije na neenzimske pokazatelje stresa soje u fenofazi klijanje-nicanje. Mjereni
pokazatelji neenzimskih fizioloskih svojstava u tkivu hipokotila klijanaca (sadrzaj
vodikovog peroksida, sadrzaj ukupnih fenola, sadrzaj slobodnog prolina i intenzitet
lipidne peroksidacije) bili su, prema vrijednostima F testa, pod vrlo zna¢ajnim utjecajem

kultivara, tretmana te interakcije kultivar x tretman (Tablica 5.5.).
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Tablica 5.5. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na pokazatelje fizioloskih svojstava (H,O,
= sadrzaj vodikovog peroksida; LP = intenzitet lipidne peroksidacije; Prolin = sadrzaj
slobodnog prolina; Fenoli = sadrzaj ukupnih fenola) u tkivu hipokotila klijanaca soje (prikazani
podaci su izraCunate razine znac¢ajnosti (P) prema F testu).

H,0, LP Prolin Fenoli

KULTIVAR (A) F test 4,78 22,11 26,05 5,90

P 0,0005 <0,0001 <0,0001 <0,0001

TRETMAN (B) Ftest 3858 1060,61 560,32 319,60

P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

INTERAKCIJA (AxB) F test 2,49 6,76 16,80 6,35

P 0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001

5.1.2.1.1. Sadrzaj vodikovog peroksida u tkivu hipokotila klijanaca soje

U prosjeku za sve tretmane kultivar je vrlo znacajno utjeca0 na sadrzaj vodikovog
peroksida (H,0,) u tkivu hipokotila klijanaca (Tablica 5.5.). Korana je, u prosjeku za
sve tretmane, imala najveéi sadrzaj H,O, (0,179 nmol g* sv.t), a Tena najmanji
(0,134 nmol g™ sv.t.; Slika 5.7.). Nije bilo zna&ajne razlike izmedu Korane, Lucije, Vite,
Ike 1 Zore. Sadrzaj vodikovog peroksida kod Tene bio je znaCajno niZi u odnosu na

Koranu, Luciju, Vitu i Iku, no nije bio znacajno razli¢it od Zore.

Takoder, tretman je vrlo znaajno utjecao na sadrzaj vodikovog peroksida u tkivu
hipokotila klijanaca u prosjeku za sve kultivare (Tablica 5.5.). Najvec¢i utvrdeni sadrzaj
H,O,, u prosjeku za sve kultivare, je pri tretmanu 50 mM NaCl-om, te se znacajno
razlikuje od ostalih tretmana (Slika 5.8.). Najmanji sadrzaj H,O, imali su kultivari pri
temperaturnom tretmanu 10°C (0,118 nmol g'1 sv.t.), a neSto vecu vrijednost sadrzaja
H,0; imali su kultivari pri tretmanima 100 mM i 30°C. Izmedu navedenih tretmana nije
bilo znacajne razlike. Vrijednosti sadrzaja H,O; pri tretmanima viSe i niZe razine

osmotskog stresa nisu se znacajno razlikovale od kontrole.
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H,0,

(nmol gt sv.t.)

Slika 5.7. Prosjecan sadrzaj vodikovog peroksida (H,O,; nmol g™ sv.t.), za sve tretmane, u tkivu

hipokotila klijanaca Sest kultivara soje. Znacajne razlike izmedu Kultivara soje oznacene su
razlic¢itim slovima prema LSD testu (A,B: P <0,01).
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Slika 5.8. Prosjecan sadrzaj vodikovog peroksida (H,O,; nmol g* sv.t.), za sve kultivare, po

tretmanima, u tkivu hipokotila klijanaca. Znacajne razlike izmedu tretmana oznafene su
razlic¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

Najveéi sadrzaj vodikovog peroksida je imala Korana pri tretmanu 50 mM NaCl
(0,350 nmol g sv.t.), a najmanji Tena pri tretmanu 10°C (0,087 nmol g™ sv.t.). Utjecaj
kultivara na sadrzaj vodikovog peroksida u tkivu hipokotila klijanaca soje bio je vrlo

znaCajan kod tretmana natrijevim kloridom koncentracije 50 mM i znacajan kod

53



Rezultati istrazivanja

tretmana 10%-tnim PEG-om (Tablica 5.6.), dok kod ostalih tretmana nije bilo znacajne
razlike.

U optimalnim uvjetima (kontrola) Tena je imala najmanji (0,136 nmol g™* sv.t.), a Zora
najveci (0,232 nmol g'1 sv.t.) sadrzaj H»O». Pri tretmanu 10°C 1 30°C najmanji sadrzaj
H,0; je imala Tena. Najve¢i sadrzaj HyO; pri tretmanu 10°C imala je Zora a pri 30°C
Ika. Pri tretmanu 50 mM NaCl-om najveci sadrzaj H,0O, je imala Korana, te neSto manji
Vita, Lucija 1 Zora. Izmedu njih nije bilo statisticki znacajne razlike. Pri istom tretmanu
najmanji sadrzaj H,O, je imala Tena (0,150 nmol g™ sv.t.) i nesto veéi Ika, ali izmedu
njih takoder nije bilo znacajne razlike. Pri tretmanima 100 mM NaCl-om i 5% PEG-om
najveci sadrzaj vodikovog peroksida je imala Vita, a najmanji Zora. Pri tretmanu 10%
PEG-om najveéi sadrzaj je imala Lucija (0,211 nmol g™ sv.t.) te se statisti¢ki znacajno
razlikovala od Korane, Vite, Ike, Tene 1 Zore prema LSD testu pri P < 0,05. Najmanji
sadrzaj H,0, pri ovom tretmanu imala je Zora (0,149 nmol g™ sv.t.). Korana, Vita, Ika,

Tena i Zora se pri navedenom tretmanu medusobno nisu znacajno razlikovale.

Tablica 5.6. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na sadrzaj vodikovog peroksida u tkivu
hipokotila klijanaca soje (podaci su izrazeni u nmol g* sv.t.; podaci su prosjek &etiri
ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema
LSD testu (a,b P <0,05; A,B: P <0,01); prosjeci tretmana oznacenih istim slovom ne razlikuju
se prema LSD testu (X,Y,Z: P <0,01)).

H,0, i _ 50mM  100mM 5%  10% | Ftest- p-

(nmol g™ sv.t.) Faniela L S NaCl NaCl PEG PEG tretman  tretman
018 0104 0126 0277 0142 0197 0211

LiE Yz W IZw  AIX  IYZW  /Yz a/xy | 280 <00001
0183 0131 0144 0350 0126 0150 0,167

KORANA 8 VAR oA A " 0 07 2128 <o0001
0179 0114 0112 0285 0146 0214 0,159

Wi /Yz 1z 1z AIX  IYz Xy bjyz | &% 00007
0181 0123 0158 0251 0107 0174 0154

L % IYZ 1Yz ABIX Iz /Y b/vyz | 807 00001
0136 0087 0099 0150 0108 0191 0,167

VB IXYZ 1z Iz BIXYZ IYZ IX pixy | >/8 00011
0232 0148 0105 0257 0095 0134 0,149

s IXY IYz 1z AIX 12 /Yz bivyz | >0 00012

F test - 1,53 173 150 629 198 152 414

kultivar

£ 02306 01777 02387 00015 01298 02319 0,0111

kultivar
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Utvrden je vrlo znacajan utjecaj tretmana na sadrzaj H,O, u tkivu hipokotila kod svih
ispitivanih kultivara soje (Tablica 5.6.). LSD testom kod Lucije je utvrdeno znacajno
smanjenje sadrzaja HyO; pri tretmanu 10°C (najmanji sadrzaj H>O,), te povecanje pri
tretmanu 50 mM NaCl-om (najveci sadrzaj H,O;) u odnosu na kontrolu. Usporedbom
tretmana, Korana, Vita i lka su imale najve¢i sadrzaj H,O, pri tretmanu 50 mM
NaCl-om, te u odnosu sa kontrolom imale su zna¢ajno povecanje sadrzaja H,O, na
navedenom tretmanu. Zora je imala najve¢i sadrzaj pri tretmanu 50 mM NaCl-om, a
najmanji pri 100 mM NaCl-u (0,095 nmol g* sv.t.) i 30°C (0,105 nmol g™ sv.t.). Kod
Zore je utvrdeno znacajno smanjenje sadrzaja pri tretmanima 100 mM NaCl-u i 30°C u
odnosu na kontrolu. Tena je imala najmanji sadrzaj HyO, pri 10°C, a najveci pri visoj i
niZoj razini osmotskog stresa, te pri 50 mM NaCl-u. Izmedu kontrole i tretmana 50 mM
NaCl-a, 5% PEG-a i 10% PEG-a kod ovog kultivara nije bilo znacajne razlike. Izmedu
tretmana 10°C 1 30°C, te 5% i 10% PEG-om kod svih kultivara nije bilo znacajne
razlike. Kod svih kultivara osim Tene utvrdeno je znacajno smanjenje sadrzaja H,O, pri

tretmanu 100 mM NaCl-om u odnosu na tretman 50 mM NaCl-om.
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5.1.2.1.2. Intenzitet lipidne peroksidacije u tkivu hipokotila klijanaca soje

Analizirajuéi rezultate po tretmanima za pojedini kultivar, kultivar je vrlo znacajno
utjecao na intenzitet lipidne peroksidacije (LP) u tkivu hipokotila klijanaca (Tablica
5.5.). U prosjeku za sve tretmane, najve¢i intenzitet LP imala je Korana
(27,554 nmolrga g sv.t.), a najmanju Zora (23,301 nmolrga g~ sv.t.; Slika 5.9.).
Izmedu Korane 1 Lucije nije bilo znacajne razlike, ali je utvrdeno znac¢ajno smanjenje
intenziteta LP kod Vite u odnosu na Koranu. Izmedu Lucije i Vite nije bilo znacajne
razlike. Ika, Tena i Zora pokazale su znacajno smanjenje intenziteta LP u odnosu na

ostale kultivare, ali se medusobno nisu razlikovale.

LP
(nmol TBA gt sv.t)

Slika 5.9. Prosje¢ne vrijednosti intenziteta lipidne peroksidacije (LP; nmolrga g SV.t.), za sve
tretmane, u tkivu hipokotila klijanaca Sest kultivara soje. Znac¢ajne razlike izmedu kultivara soje
oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

Analizirajuéi prosjecne vrijednosti svih kultivara po pojedinim tretmanima, tretman je
vrlo znacajno utjecao na intenzitet lipidne peroksidacije (LP) u tkivu hipokotila
klijanaca (Tablica 5.5.). Najmanju vrijednost intenziteta LP imali su kultivari u
kontrolnim uvjetima (11,744 nmolga g™ sv.t.; Slika 5.10.). Pri svim ostalim tretmanima
uocava se znacajno povecanje LP u odnosu na kontrolu. Najvecu vrijednost LP imali su
kultivari pri tretmanu 10% PEG-om (45,579 nmolga g sv.t.), §to se znadajno razlikuje

od ostalih tretmana. Statisticki znacajno povecanje LP od kontrole do tretmana 10%
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PEG-om je vidljivo slijedom tretmana 50 mM NacCl, 30°C, 10°C, 100 mM NaCl, 5%

PEG. Izmedu navedenih tretmana medusobno je bila znacajna razlika.

LP
(nmol TBA gt sv.t.)

Slika 5.10. Prosje¢ne vrijednosti intenziteta lipidne peroksidacije (LP; nmolrga g sv.t.), za sve
kultivare, po tretmanima, u tkivu hipokotila klijanaca. Znacajne razlike izmedu tretmana
oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D, E, F: P <0,01).

Najveci intenzitet lipidne peroksidacije (LP) je imala Korana pri tretmanu 10% PEG-om
(54,656 nmoltga g™ sv.t.), a najmanji Tena u kontroli (10,017 nmolyga g™ sv.t.). Utjecaj
kultivara na intenzitet lipidne peroksidacije bio je vrlo znac¢ajan u kontroli i tretmanima
10°C, 30°C, 100 mM NaCl-om i 10% PEG-om te znacajan pri tretmanu 50 mM
NaCl-om (Tablica 5.7.). Utjecaj kultivara na intenzitet LP nije bio zna¢ajan pri tretmanu
5% PEG-om prema F testu. U kontroli je najveéi intenzitet LP imala Ika
(13,692 nmolrga g sv.t), a najmanji Tena. Tena i Korana imaju znacajno niZi
intenzitet LP od Ike. Izmedu Zore, Lucije i Vite nema medusobne znacajne razlike, kao
ni izmedu njih i ostalih kultivara. Pri tretmanu 10°C najveéi intenzitet LP je imala
Korana koja se zna€ajno razlikovala od ostalih kultivara, a oni se medusobno nisu
znacajno razlikovali. Najmanji intenzitet LP pri navedenom tretmanu je imala Zora. Pri
tretmanu 50 mM NaCl-om, 100 mM NaCl-om i 30°C Lucija je imala najveci intenzitet
LP. Najmanji intenzitet LP pri tretmanu 30°C je imala Zora, pri 50 mM NaCl-om Ika, a
pri 100 mM NaCl-om Tena. Pri tretmanu 30°C Lucija i Vita su imale znacajno veci

intenzitet od Zore, ali se nisu znacajno razlikovale od Korane. Pri istom tretmanu Ika i
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Tena se nisu znacajno razlikovale od Zore i Korane. Pri tretmanu 50 mM NaCl-om,
prema LSD testu uz P < 0,05, Lucija se nije znacajno razlikovala od Korane, Vite i
Tene, a Ika se nije znaCajno razlikovala od Zore. Izmedu Korane, Vite, Tene 1 Zore nije
bilo znacajne razlike. Pri tretmanu 100 mM NaCl-om Vita se nije zna¢ajno razlikovala
od nijednog kultivara, dok su Lucija i Korana imale znacajno veci intenzitet LP od Ike,
Tene i Zore. Pri tretmanu 5% PEG-om najveci intenzitet LP imala je lka, a najmanji
Zora. Pri tretmanu 10% PEG-om najveci intenzitet LP imala je Korana, a najmanji Ika.
Korana se znacajno razlikovala od svih kultivara prema intenzitetu LP, a Ika se nije
znacajno razlikovala od Tene i Zore. Vita je imala znacajno nizi intenzitet od Korane te
znacajno visi od Ike i nije se znacajno razlikovala od Lucije i Tene. Pri svim tretmanima
u kojima je kultivar znacajno ili vrlo zna¢ajno utjecao na intenzitet LP, prema LSD testu
izmedu Zore i Tene nije bilo znacajne razlike te su imale nizi intenzitet LP. U uvjetima
nizeg i viSeg osmotskog stresa te viSeg temperaturnog stresa Lucija, Korana i Vita su

imale visoki intenzitet LP.

Tablica 5.7. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na intenzitet lipidne peroksidacije u tkivu
hipokotila klijanaca soje (podaci su izrazeni u nmol TBA g sv.t.; podaci su prosjek &etiri
ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema
LSD testu (a,b,c: P < 0,05; A,B,C,D: P < 0,01); prosjeci tretmana oznacenih istim slovom ne
razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z,W,Q,R: P <0,01)).

Lp . . 50mM  100mM 5% 0% | Ftest-  P-
(nmol TBA g sv.t) Kontrola e A NaCl NaCl PEG PEG tretman  tretman
12276 22987 18429 15598 32,672 35969 46,250
HuElhA AB/Q B/Z AlZW a/wQ A/Y /Yy  BC/x | 11568 <0000
10,740 28947 17551 14373 31,243 35366 54,656
RO B/Q A/Z AB/W ab/WQ A/YZ [y  A/x | 16087 <0.0001
12250 23127 18361 14793 20463 37,108 48,264
MU AB/R BIW A/Q ab/R AB/z Iy  BIx | 28925 <00001
13692 23538 15625 12595 26387 38349 38,804
LGS A/WQ B/Z BC/W c/Q BIY /X  Dix | 23636 <0000
10017 24312 15296 14893 26365 34,679 43435
VERES B/Q B/z BC/W ab/W B/z /Y BCD/x | 20906 <0,0001
11478 22932 14359 13330 26734 32,197 42,067
AR AB/Q BI/W C/Q bc/Q BI/z /Yy cp/x | 193 <0000
Pl 4,80 1054 6,65 3,88 7,78 223 21,69

kultivar
e 00058 <0,0001 00011 00146 00005 00962 <0,0001
ultivar
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F testom utvrden je vrlo znaCajan utjecaj tretmana na intenzitet LP kod Sest kultivara
soje (Tablica 5.7.). Usporedujuéi tretmane, najnizi intenzitet LP je bio za sve kultivare
osim lke u kontrolnim uvjetima. Ika je imala najnizi intenzitet pri tretmanu 50 mM
NaCl-om, ali se on nije znacajno razlikovao u odnosu na kontrolu. Svi kultivari osim
Tene izmedu kontrole i tretmana 50 mM NaCl-om nisu imali znafajnu promjenu
intenziteta LP. Kod Tene je uocljivo znacajno povecéanje intenziteta LP pri svim
tretmanima u odnosu na kontrolu. Najveci intenzitet LP, znac¢ajno ve¢i u odnosu na
ostale tretmane i kontrolu, imali su svi kultivari pri tretmanu 10% PEG-om. Lucija,
Korana i Vita imale su u odnosu na kontrolu znacajno poveéanje LP pri svim
tretmanima, osim 50 mM NaCl-u. Ika i Zora su pokazale povecanje intenziteta LP u
odnosu na kontrolu pri tretmanima 10°C, 100 mM NaCl-om, 5% i 10% PEG-om, dok
kod 30°C 1 50 mM NaCl-a nije bilo znacajne razlike. Korana, Vita, Ika, Tena i Zora su
imale znacajno smanjenje intenziteta LP pri tretmanu 30°C u odnosu na tretman 10°C.
Svi kultivari imali su znacajno povecanje intenziteta LP pri tretmanu 100 mM NaCl-om
u odnosu na tretman 50 mM NaCl-om. Lucija, Korana, Vita, Tena i Zora su imale
znacajno ve€i intenzitet LP pri tretmanu 10% PEG-om u odnosu na tretman 5%
PEG-om.

5.1.2.1.3. Sadrzaj slobodnog prolina u tkivu hipokotila klijanaca soje

Analizirajuéi prosjecne vrijednosti svih tretmana za pojedine kultivare, prema F testu
kultivar je vrlo znacajno utjecao na sadrzaj slobodnog prolina u tkivu hipokotila
klijanaca (Tablica 5.5.).

Lucija je, u prosjeku za sve tretmane, imala najveéi sadrzaj prolina u tkivu
(5,768 pmol g™ sv.t.), a nesto manji sadrzaj imale su Korana i Vita (Slika 5.11.). Izmedu
Lucije, Korane 1 Vite nije bilo znacajne razlike u sadrzaju prolina. Najmanji sadrzaj
prolina, prosjeno za sve tretmane, imala je Zora (2,138 umol g? sv.t.), a od nje

statisti¢ki znacajno se nisu razlikovale Ika i Tena.
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Prolin
(umol gt sv.t.)

Slika 5.11. Prosje¢an sadrzaj slobodnog prolina (umol g™ sv.t.), za sve tretmane, u tkivu
hipokotila klijanaca Sest kultivara soje. Znacajne razlike izmedu Kultivara soje oznacene su
razlic¢itim slovima prema LSD testu (A,B: P <0,01).
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Slika 5.12. Prosje¢an sadrzaj slobodnog prolina (umol g™ sv.t.), za sve kultivare, po
tretmanima, u tkivu hipokotila klijanaca. Znacajne razlike izmedu tretmana oznaene su
razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D: P <0,01).

Analizirajuéi prosjecne vrijednosti svih kultivara pri pojedinom tretmanu, tretman je
vrlo znacajno utjecao na sadrzaj prolina u tkivu hipokotila klijanaca (Tablica 5.5.).
Najmanje prolina imali su prosje¢no kultivari u optimalnim uvjetima
(1,184 umol g™ sv.t.), §to se nije znadajno razlikovalo od tretmana vise i niZe razine
solnog stresa, te vise razine temperaturnog stresa (Slika 5.12.). Znacajno veéi sadrzaj

prolina u odnosu na kontrolu imali su kultivari pri tretmanu s niskom temperaturom, no
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tretmani s visokom temperaturom i ve¢om koncentracijom NaCl-a se nisu znacajno
razlikovali od temperaturnog tretmana pri 10°C. Tretman s 10% PEG-om je imao, u
prosjeku za sve kultivare, znacajno najve¢i sadrzaj prolina (17,589 umol g'1 sv.t.).
Tretman 5% PEG-om znacajno se razlikovao od tretmana 10% PEG-om, ali i od ostalih

tretmana koji su imali nizi sadrzaj prolina.

Najveci sadrzaj slobodnog prolina u tkivu hipokotila klijanaca je imala Korana pri
tretmanu 10% PEG-om (24,034 umol g’ sv.t), a najmanji lka u Kkontroli
(0,977 umol g sv.t.). Utjecaj kultivara na sadrzaj slobodnog prolina je vrlo znacajan pri
tretmanima s visom i nizom koncentracijom NaCl-a i PEG-a, dok pri temperaturnim
tretmanima nije bio znaéajan (Tablica 5.8.). U optimalnim uvjetima (20°C) kultivar je
znacajno utjecao na sadrzaj prolina u tkivu klijanaca, pri ¢emu je Ika imala najnizi
sadrzaj prolina. Nesto veéi sadrzaj prolina imale su Lucija i Tena, ali se one znacajno
nisu razlikovale od Ike. Najve¢i sadrzaj prolina u kontroli imala je Vita
(1,335 umol gt sv.t)ionase nije znacajno razlikovala od Korane, Zore i Tene prema
LSD testu uz P <0,05. Najveéi sadrzaj prolina su imale Korana pri tretmanu 10°C i Vita
pri tretmanu 30°C. Pri tretmanu 10°C najmanji sadrzaj prolina je imala Ika, a pri 30°C
Tena. Najveci sadrzaj prolina su imale Vita pri tretmanu 50 mM NaCl-om, Lucija pri
tretmanima 100 mM NaCl-om i 5% PEG-om, te Korana pri 10% PEG-u. Najmanji
sadrzaj prolina su imale Ika pri 50 mM NaCl-u i 10% PEG-u, Tena pri 100 mM NaCl-u,
te Zora pri 5% PEG-u. Pri navedenim tretmanima Ika, Tena i Zora se nisu znac¢ajno
razlikovale, te su imale nizi sadrzaj prolina od Lucije i Korane. Pri tretmanu 50 mM
NaCl-om Korana se nije znacajno razlikovala od ostalih kultivara, a Vita je imala
znaCajno veci sadrzaj prolina od Lucije, Tene, Zore 1 lke. Pri tretmanu 100 mM
NaCl-om Lucija je imala znacajno ve¢i sadrzaj prolina od ostalih kultivara koji se
medusobno nisu znacajno razlikovali. Korana se pri tretmanu 5% PEG-om nije
znaCajno razlikovala od ostalih kultivara, no Lucija je imala znafajno veci sadrzaj
prolina od Vite, lke, Tene i Zore. Lucija, Korana i Vita su imale znacajno veci sadrzaj

prolina pri tretmanu 10% PEG-om od Ike, Tene i Zore.
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Tablica 5.8. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na sadrzaj slobodnog prolina u tkivu
hipokotila klijanaca soje (podaci su izrazeni u pmol g sv.t; podaci su prosjek &etiri
ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema
LSD testu (a,b: P <0,05; A,B: P <0,01); prosjeci tretmana oznac¢enih istim slovom ne razlikuju
se prema LSD testu (X,Y,Z: P <0,01)).

Prolin ] _ 50mM  100mM 5% 10% | Ftest- -
(umol g sv.t.) bamieE L A NaCl NaCl PEG PEG tretman  tretman
0094 2498 2148 1296 2951 6806 23,680
LolEl bIW  /ZW /zZw  BI/W  A/Z A/Y A/x | 46062 <00001
1209 2,819 1788 1369 1975 4971 24,034
KORANA iz vz /z ABIZ BI/Z ABIY AIx | 23360 <00001
1335 2,397 2285 1627 1698 4913 22888
WA alz 1Yz /Yz AIYz BIYz BIY A/x | 88t <00001
0977 239 2061 1202 1745 4131 8,666
. b/z  IYZ /yz B/iz BIZ B/Y B/X | 2200 <00001
1215 2572 1733 1259 1260 3966 14,069
IR abiz vz /z BIZ BIz BIY BIX | (160 <0000
1281 2,664 1976 1265 1643 3504 12,196
AL alyY 5% /Y BIY BIY BIY BIX | L0 <0000
kF test - 3,10 0,98 130 482 6,59 633 20,04

ultivar
p-
wioer 00343 04579 03070 00057 00012 00015 <0,0001

Utvrden je vrlo znacajan utjecaj tretmana na sadrzaj prolina istraZivanih kultivara soje
(Tablica 5.8.). Usporedujuéi tretmane kod pojedinih kultivara, vidljivo je da su svi
kultivari osim Zore imali najmanji sadrzaj prolina u kontroli, a znacajno najveéi pri
tretmanu 10% PEG-om. Kod svih kultivara nije bilo znafajnog porasta pri tretmanima
10°C, 30°C i 50 mM NaCl-a u odnosu na kontrolu. Lucija je pri tretmanima 100 mM
NaCl-a, 5% i 10% PEG-om imala znafajno povecanje sadrZzaja prolina u odnosu na
kontrolu. Korana, Vita, Ika i Tena u odnosu na kontrolu su imale zna¢ajno povecanje pri
vi$oj i nizoj razini osmotskog stresa. Zora je jedino znacajno povecanje U 0dnosu na
kontrolu imala pri tretmanu 10% PEG-om. Kod svih kultivara nije bilo znacajne razlike
izmedu tretmana 10°C 1 30°C. Lucija je imala znacajno ve¢i sadrzaj prolina pri tretmanu
100 mM NaCl-om u odnosu na tretman 50 mM NaCl-om. Izmedu tretmana vise i nize
razine solnog stresa kod ostalih kultivara nije bilo znacajne razlike. Znacajno povecanje
sadrzaja prolina kod svih kultivara bilo je na tretmanu 10% PEG-om u odnosu na
tretman 5% PEG-om.
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5.1.2.1.4. Sadrzaj ukupnih fenola u tkivu hipokotila klijanaca soje

Analiziraju¢i rezultate svih tretmana za pojedini kultivar, prema F testu kultivar je vrlo
znacajno utjecao na sadrzaj ukupnih fenola u tkivu hipokotila klijanaca (Tablica 5.5.).
Korana je, u prosjeku za sve tretmane, imala najve¢i sadrzaj ukupnih fenola u tkivu
hipokotila (0,357 mg GA g™ sv.t.; Slika 5.13.). Lucija, Tena i Zora su imale nesto niZe
vrijednosti sadrzaja ukupnih fenola, ali ne statisticki znacajno nize u odnosu na Koranu.
Vita je imala najnizi sadrzaj fenola (0,312 mg GA g'1 sv.t.) koji se nije znacajno
razlikovao od Ike i Zore. Izmedu Ike, Zore i Tene nije bilo znacajne razlike, no Ika je
imala znacajno nizi sadrzaj u odnosu na Luciju i Koranu. Tena je imala znacajno visi

sadrzaj u odnosu na Vitu, a Zora se nije znac¢ajno razlikovala od nijednog kultivara.

0,350 0,357
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— 0,312 0,318
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Slika 5.13. Prosje¢an sadrzaj ukupnih fenola (mg GA g* sv.t.), za sve tretmane, u tkivu
hipokotila klijanaca Sest kultivara soje. Znacajne razlike izmedu Kkultivara soje oznacene su
razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

U prosjeku za sve kultivare, tretman je vrlo zna¢ajno utjecao na sadrzaj ukupnih fenola
u tkivu hipokotila klijanaca (Tablica 5.5.). Najnizi sadrzaj fenola imali su prosje¢no
kultivari pri tretmanu 30°C (0,202 mg GA g'1 sv.t.) te su se vrijednoS¢u znacajno
razlikovali od ostalih tretmana (Slika 5.14.). Nesto veci sadrzaj fenola bio je u kontroli
koja se nije znacajno razlikovala od tretmana pri 10°C. Tretmani pri viSoj i nizoj razini
solnog stresa imali su vrlo znacajno veéi sadrzaj fenola u odnosu na kontrolu. Kultivari

su u uvjetima vise razine solnog stresa imali znacajno veci sadrzaj fenola od onoga u
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uvjetima nizeg solnog stresa. Sadrzaj fenola pri 50 mM i 100 mM NaCl-u nije se
znacajno razlikovao od tretmana 5% PEG-om, ali su imali zna¢ajno nizi sadrzaj fenola
od tretmana 10% PEG-om. Sadrzaj fenola pri tretmanu 10% PEG-om bio je znaéajno

veci od sadrzaja pri tretmanu 5% PEG-om, ali i od ostalih tretman.

o
N

o
U

0,3

Fenoli
(mg GAglsvt)

0,1

Slika 5.14. Prosje¢an sadrzaj ukupnih fenola (mg GA g™ sv.t.), za sve kultivare, po tretmanima,
u tkivu hipokotila klijanaca. Znac¢ajne razlike izmedu tretmana oznacene su razli¢itim slovima
prema LSD testu (A,B,C,D, E: P <0,01).

Najve¢i sadrzaj ukupnih fenola imala je Lucija pri tretmanu 10% PEG-om
(0,738 mg GA g sv.t.), a najmaniji Vita u kontroli (0,173 mg GA g sv.t.; Tablica 5.9.).
Utjecaj kultivara na ukupni sadrzaj fenola je vrlo znacajan u kontroli i tretmanima 10°C,
50 mM NaCl-om i 5% PEG-om, a znaajan pri tretmanu 100 mM NaCl-om. Pri
tretmanima 30°C 1 10% PEG-om nije bilo znacajnog utjecaja kultivara. U kontrolnim
uvjetima najveéi sadrzaj fenola je imala Tena (0,386 mg GA g™ sv.t.), a najmanji Vita.
Vita, Lucija i Ika se medusobno nisu znacajno razlikovale u sadrzaju fenola, ali su imale
znacajno manji sadrzaj od Korane 1 Tene. Korana je u odnosu na Tenu imala zna€ajno
nizi sadrzaj fenola u tkivu hipokotila klijanaca. U uvjetima snizene temperature najveci
sadrzaj fenola imala je Zora, a najmanji Tena. Pri istom tretmanu, od Zore znacajno nizi
sadrzaj fenola imala je Korana, a od njih zna¢ajno nizi sadrzaj su imale Ika i Lucija.
Izmedu Tene i Vite nije bilo znacajne razlike. Pri tretmanu 30°C najveéi sadrzaj fenola
imala je Lucija, a najmanji Korana. Usporedujuci kultivare po pojedinim tretmanima,

Korana je imala najveci sadrzaj fenola pri tretmanima 50 mM i 100 mM NacCl-a, dok je
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najmanji sadrzaj imala Zora pri tretmanu 50 mM NaCl-om, a Ika pri 100 mM NaCl-om.
Pri tretmanu 50 mM NaCl-om Ika se nije znacajno razlikovala od Korane, znacajno nizi
sadrzaj fenola od njih imale su Lucija, Vita i Tena koje se medusobno nisu znacajno
razlikovale. Zora je imala znaCajno najnizi sadrzaj fenola od svih kultivara pri
navedenom tretmanu. Izmedu Ike, Zore i Vite pri tretmanu 100 mM NaCl-om nije bilo
znacajne razlike prema LSD testu (P < 0,05). Pri istom tretmanu, Korana se nije
znacajno razlikovala od Lucije i1 Tene, ali ni od Vite i Zore. Pri tretmanu 5% PEG-om
najveci sadrzaj fenola imala je Lucija, a najmanji Zora. Lucija se nije znacajno
razlikovala od Korane, a Zora se nije znacajno razlikovala od Vite, Ike, Tene 1 Korane.

Pri tretmanu 10% PEG-om Lucija je imala najvisi, a Ika najmanji sadrzaj fenola.

Tablica 5.9. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na sadrzaj ukupnih fenola u tkivu
hipokotila klijanaca soje (podaci su izrazeni u mg GA g™ sv.t.; podaci su prosjek Cetiri
ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema
LSD testu (a,b: P < 0,05; A,B,C,D,E: P < 0,01); prosjeci tretmana oznaéenih istim slovom ne
razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z,W,Q: P <0,01)).

Fenoli o 5 50mM 100 mM 5% 10% F test - P-
(mg GA glsv.t) Kontrola e e NaCl NaCl PEG PEG tretman  tretman
0,214 0248 0217 0315 0354 0366 0,738
UL D/z cbiz 1z  BIY  aly  A/Y /x| 18154 <0000
0,303 0279 0187 0367 0379 0339 0642
KORANA — g'vz  BJz /W AIYZ aly AB/Yz Ix | %821 <0000l
0,173 023 0197 0309 033 0332 0605
WA D/W DE/ZW /W BI/YZ ab/y BIY  Ix | 4029 <00001
0,224 0252 0210 0365 0295 0327 0554
e CD/WQ C/zZWQ /Q  AIY b/yzw B/vz Ix | °>09 <0000
0,386 0229 0204 0279 0358 0312 0619
VAR ALY E/W /W B/zZw alyz Biyz Ix | 4805 <0000
0,282 0347 0193 0212 0333 0306 0645
AR BC/Z AIY IW C/W ab/y B/vz Ix | 18L21 <00001
fpiEsii 25,66 12004 267 3471 2y 6,83 1,08

kultivar
P- <00001 <0,0001 00564 <00001 00284 00010 0,1307
kultivar

Utvrden je vrlo znacajan utjecaj tretmana na sadrzaj fenola kod Sest kultivara soje
(Tablica 5.9.). Najve¢i sadrzaj fenola svi kultivari su imali pri tretmanu 10% PEG-om,
koji je bio znaCajno veéi od kontrole i ostalih tretmana. Usporedujuéi tretmane,
najmanji sadrzaj fenola su imale Lucija i Vita u kontroli, Korana, Ika, Tena i Zora pri

tretmanu 30°C. Lucija, Vita i Ika nisu pokazale znaCajne razlike izmedu kontrole 1
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tretmana 30°C. Tena je imala u odnosu na kontrolu znacajno smanjenje sadrzaja fenola
pri tretmanima nize koncentracije NaCl-om te nize i viSe temperature. Zora je u odnosu
na kontrolu pokazala znaCajno povecanje sadrzaja fenola pri tretmanima 10°C i
100 mM NaCl-om, te smanjenje pri tretmanima 30°C i 50 mM NaCl-om. Kod Korane i
Zore je pri tretmanu 30°C u odnosu na kontrolu utvrdeno znacajno smanjenje sadrzaja
fenola. Ika je imala znacajno povecanje u odnosu na kontrolu kod tretmana 50 mM
NaCl-om i 5% PEG-om, a Vita i Lucija kod tretmana 5% PEG-om, 50 mM i 100 mM
NaCl-om. U odnosu na tretman 10°C svi kultivari su imali smanjenje sadrzaja ukupnih
fenola pri tretmanu 30°C, no kod Korane i Zore to smanjenje je bilo znacajno. Kod svih
kultivara osim Zore nije bilo znacajne razlike izmedu tretmana 50 mM i 100 mM
NaCl-om. Kod Zore sadrzaj fenola pri tretmanu 100 mM NaCl-om bio je znacajno veéi
u odnosu na sadrzaj pri tretmanu 50 mM NaCl-om. Pri tretmanu 10% PEG-om sadrzaj

ukupnih fenola bio je znacajno veéi u odnosu na tretman 5% PEG-om.
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5.1.2.2. Enzimski pokazatelji stresa kod soje u fenolos$koj fazi klijanje-nicanje

Analizom dobivenih rezultata mjerenja ukupne i specificne aktivnosti antioksidativnih
enzima u tkivu hipokotila soje, utvrden je utjecaj kultivara, tretmana i njihove
interakcije na enzimske pokazatelje stresa soje u fenofazi klijanje-nicanje. Prema F
testu, kultivar, tretman, te interakcija kultivar x tretman su imali vrlo znacajan utjecaj na
ukupnu 1 specificnu aktivnost svih mjerenih enzimskih pokazatelja stresa

(Tablica 5.10.).

Tablica 5.10. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na ukupnu (u) i specifi¢nu (s) aktivnost
enzima askorbat-peroksidaze (APX), katalaze (CAT), gvajakol-peroksidaze (GPOX) i
glutation-reduktaze (GR) u tkivu hipokotila klijanaca soje (prikazani podaci su izraCunate
razine znacéajnosti (P) prema F testu.

APXu CATu GPOXu GRu APXs CATs GPOXs GRs

KULTIVAR (A) F test 7,17 7,07 9,61 10,38 14,92 4,15 7,30 14,08

P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 | <0,0001 0,0016 <0,0001 <0,0001

TRETMAN (B) F test 193,23 64,41 451,85 205,54 110,35 39,64 16,91 157,19

P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 | <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

INTERAKCIJA (AxB)  F test 4,80 4,70 7,92 6,42 5,52 1,95 2,50 8,93

P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 | <0,0001 0,0058 0,0002 <0,0001

5.1.2.2.1. Aktivnost askorbat-peroksidaze u tkivu hipokotila klijanaca soje

U prosjeku za sve tretmane kultivar je vrlo znacajno utjeca0 na ukupnu i specifi¢nu
aktivnost askorbat-peroksidaze u tkivu hipokotila klijanaca (Tablica 5.10.). Najvecu
ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze (APXu), prosje¢no za sve tretmane, imao je
kultivar Korana (4,905 pmol min™ g™ sv.t.; Slika 5.15.). Nesto niZe vrijednosti su imale
Vita i Zora, ali se nisu znacajno razlikovale od Korane. Tena se zna¢ajno razlikovala od
Korane, ali se nije znacajno razlikovala od ostalih kultivara. Ika je, u prosjeku za sve
tretmane, imala najnizu aktivnost APXs (4,127 umol min™t g'1 sv.t.), a nesSto visu

aktivnost je imala Lucija, ali ne znac¢ajno razlicito.

67



Rezultati istrazivanja

APXu

(umol mint glsvt.)

Slika 5.15 . Prosje¢na ukupna aktivnost askorbat-peroksidaze (APXu; pumol min™ g* sv.t.), za
sve tretmane, u tkivu hipokotila klijanaca sest kultivara soje. Znacajne razlike izmedu Kultivara
soje oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D: P <0,01).

APXs
(umol mint mg? prot.)

Slika 5.16. Prosje¢na specifiéna aktivnost askorbat-peroksidaze (APXs; pmol min™ mg™ prot.),
za sve tretmane, u tkivu hipokotila klijanaca Sest kultivara soje. Znacajne razlike izmedu
kultivara soje oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

Najvecu specificnu aktivnost askorbat-peroksidaze (APXs), u prosjeku za sve tretmane,
imala je Korana (1,681 pmol min™ mg™ prot.), no nije se znatajno razlikovala od Tene i
Zore koje su imale nesto nize aktivnosti (Slika 5.16.). Enzimska aktivnost APXs kod

Vite nije se znacajno razlikovala od Tene i Zore. Znac¢ajno nizu aktivnost, u odnosu na
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Vitu, imale su Ika i Lucija, a visu Korana. Najnizu aktivnost APXs imala je Ika
(1,365 umol min™ mg™ prot.).

Prema F testu, u prosjeku za sve kultivare, tretman je vrlo zna¢ajno utjecao na ukupnu i
specifi¢nu aktivnost askorbat-peroksidaze (Tablica 5.10.). Znac¢ajno razli¢itu i najvecu
ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze (APXu) kultivari soje su imali pri tretmanu
100 mM NaCl-om (7,00 pmol min™ g™ sv.t.; Slika 5.17.). Najnizu i zna¢ajno razli¢itu u
odnosu na tretmane aktivnost APXu kultivari su imali u kontroli
(2,320 pmol min™ g sv.t.). Pri tretmanima 10°C i 50 mM NaCl-om nije bilo znacajne
razlike. Aktivnost APXu je znacajno rasla od kontrole do tretmana 100 mM NaCl-om
slijedom: tretman 30°C, tretman 10°C/50 mM NaCl-om, zatim tretman 5% PEG-om, te
tretman 10% PEG-om.

APXu

(umol mint glsvt)

Slika 5.17. Prosjeéna ukupna aktivnost askorbat-peroksidaze u tkivu hipokotila klijanaca
(APXu; pmol min™ g™ sv.t.), za sve kultivare, po tretmanima. Znacajne razlike izmedu tretmana
oznacene su razlicitim slovima prema LSD testu (A,B,C,D,E,F: P <0,01).

ZnaCajno razli¢itu u odnosu na druge tretmane 1 najvec¢u specificnu aktivnost
askorbat-peroksidaze ~ (APXs)  kultivari su  imali  pri  tretmanu  30°C
(2,280 umol min™ mg™ prot.; Slika 5.18.). Najmanja aktivnost bila je pri tretmanu 10%
PEG-om (1,188 pumol min™ mg™ prot.) i nije se znagajno razlikovala od kontrole i
tretmana 10°C. Nesto vecu aktivnost kultivari su imali pri tretmanu 5% PEG-om, koja
se znacajno razlikovala od tretmana 10% PEG-om, ali se nije razlikovala od kontrole i

tretmana 10°C. Aktivnost APXs pri tretmanu 100 mM NaCl-om se znac¢ajno razlikovala
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od ostalih tretmana. Pri tretmanu 50 mM NaCl-om aktivnost se zna¢ajno razlikovala od

ostalih tretmana osim 5% PEG-om.

APXs
(umol min-t mg! prot.)

3
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Slika 5.18. Prosjec¢na specificna aktivnost askorbat-peroksidaze u tkivu hipokotila klijanaca
(APXs; umol min™ mg™ prot.), za sve kultivare, po tretmanima. Znacajne razlike izmedu
tretmana oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D,E: P <0,01).

Najvecu ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze je imala Zora pri tretmanu 100 mM
NaCl-om (8,017 pumol min™ g™ sv.t.), a najnizu ukupnu aktivnost je imala Tena u
kontroli (1,906 pmol min™ g* sv.t.). Prema F testu, utjecaj kultivara na ukupnu
aktivnost askorbat-peroksidaze je bio vrlo znacajan u kontroli i pri tretmanima vise i
nize temperature, te viSe i niZe razine solnog stresa (Tablica 5.11.). Pri tretmanima viseg
i nizeg osmotskog stresa utjecaj kultivara na ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze nije
bio znagajan. U uvjetima kontrole Korana je imala najveéu (3,004 pmol min™ g™ sv.t.)
ukupnu aktivnost, a Tena najmanju. U odnosu na Koranu, zna¢ajno nizu aktivnost imale
su slijedom Vita, Ika, Lucija i Tena, a navedeni kultivari se medusobno nisu znacajno
razlikovali. Zora se u kontroli nije znacajno razlikovala od svih drugih kultivara. Pri
tretmanu 10°C najmanju aktivnost je imala Zora koja se nije znacajno razlikovala od
Ike, Korane i Lucije, a najvecu aktivnost je imala Vita koja se zna¢ajno razlikovala od
ostalih kultivara. Pri tretmanu 30°C najmanju aktivnost je imala Lucija koja se nije
znacajno razlikovala od Korane, Ike i Zore, a najvecu aktivnost je imala Tena. Vita se,
pri navedenom tretmanu, nije znacajno razlikovala od ostalih kultivara. Najvecu

aktivnost, pri tretmanu 50 mM NaCl-om, imala je Zora koja se nije znacajno razlikovala
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od Korane. Najmanju aktivnost u tom tretmanu je imala Tena koja se nije znacajno
razlikovala od Lucije, Vite i lke. Zora je imala najviSu ukupnu aktivnost pri tretmanu
100 mM NaCl-om, a Ika najmanju. Od Ike se nisu znacajno razlikovale Lucija, Ika,
Tena, Korana i Vita, no Korana i Vita se nisu znacajno razlikovale ni od Zore. Najvecu
aktivnost je imala Vita pri tretmanu 5% PEG-om, te Korana pri tretmanu 10% PEG-om.
Najmanju ukupnu aktivnost je imala Zora pri tretmanu 5% PEG-om, a Tena pri
tretmanu 10% PEG-om.

Tablica 5.11. Znacajnost utjecaja Kultivara i tretmana na ukupnu aktivnost enzima
askorbat-peroksidaze (APXu) u tkivu hipokotila Klijanaca soje (podaci su izrazeni u
umol min™ g sv.t.; podaci su prosjek Getiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara
oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (A,B,C: P < 0,01); prosjeci tretmana
oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z,W,Q: P <0,01)).

APXu 5 o 50mM 100 mM 5% 10% F test - P-
(umolmintgisyy) Kontola  10°C e NaCl NaCl PEG  PEG | tretman tretman
2166 3527 2471 3987 6539 5097 5934
HUElA B/W BC/z BIW B/z BIX Iy /xy | 418 <0000
3004 3708 2551 5368 7692 4643 7367
AERAA A/W BC/ZW BIW  A/Y AB/X vz Ix | 3769 <00001
2207 5074 3096 3667 6724 5202 6518
W B/W A/Y AB/ZW B/Z ABIX Y ix
2203 3276 2514 3188 6477 4930 6305
e B/Z clz B/Z B/z B/X Iy Ixy | 292 <00001
1906 4184 4069 3168 6552 5006 5859
UERNA B/Q BIZW A/ZW B/W B/X /yz /xy | 2877 <00001
2435 3272 2051 5944 8017 3989 6838
AGIRA AB/W C/ZW BIZW A/Y  AIX Iz .
F test - 6,18 16,51 6,32 17,59 4,42 203 1,25

kultivar
2 00017 <0,0001 00015 <0,0001 00084 01235 0,3262
kultivar

Vrlo znacajan utjecaj tretmana je utvrden na ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze kod
ispitivanih  kultivara soje (Tablica 5.11.). Usporedujuc¢i tretmane kod pojedinih
kultivara, kultivari su pokazali najvecu aktivnost pri tretmanu 100 mM NaCl-om. Kod
Lucije, Korane, Vite, Ike 1 Tene nije bilo znacajne razlike izmedu tretmana 100 mM
NaCl-om i 10% PEG-om. Usporedujuci kontrolu i primijenjene tretmane, svi kultivari
osim Korane su imali najniZzu aktivnost u kontroli. Korana je najnizu aktivnost imala pri
temperaturnom tretmanu 30°C. Kod Vite i Lucije nije bilo znacajne razlike izmedu

kontrole i tretmana 30°C, no u odnosu na kontrolu ostali tretmani su rezultirali sa
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znacajnim povecanjem APXu. Korana i Zora su pokazale znacajno povecanje ukupne
aktivnosti u odnosu na kontrolu pri svim tretmanima osim 10°C i 30°C. Tena je imala
znacajno povecanje aktivnosti u odnosu na kontrolu pri svim tretmanima, a Ika samo pri
tretmanima 100 mM NaCl-om, 5% i 10% PEG-om. U odnosu na aktivnost enzima pri
tretmanu 10°C, kod svih kultivara je utvrdeno smanjenje aktivnosti pri tretmanu 30°C,
ali znacajno smanjenje je bilo samo kod Lucije i Vite. Znafajno povecanje aktivnosti
bilo je kod svih kultivara pri tretmanu 100 mM NaCl-om u odnosu na tretman 50 mM
NaCl-om. Svi kultivari su pokazali povecanje aktivnosti enzima pri tretmanu 10%
PEG-om u odnosu na tretman 5% PEG-om, ali je znac¢ajno povecanje bilo kod Korane,
Vite i Zore.

Najvecu specifiénu aktivnost askorbat-peroksidaze u tkivu hipokotila klijanaca soje je
imala Tena pri tretmanu 30°C (2,844 pmol min™ mg™ prot.), a najnizu aktivnost je
imala Lucija u kontroli (1,059 pmol min™ mg™® prot.). Prema F testu, utvrden je vrlo
znacajan utjecaj kultivara na specifi¢énu aktivnost askorbat-peroksidaze u kontroli i pri
tretmanima 30°C, 50 mM i 100 mM NaCl-om, a znacajan utjecaj utvrden je pri
tretmanima 10°C i 10% PEG-om (Tablica 5.12.). Pri tretmanu 5% PEG-om, nije
utvrden znacajan utjecaj kultivara na APXs. U optimalnim uvjetima najvecu specifi¢nu
aktivnost enzima je imala Korana (1,710 pmol min™ mg™ prot.) koja se nije znagajno
razlikovala od Vite, a najmanju aktivnost imala je Lucija od koje se nisu znacajno
razlikovale Tka, Tena i Zora. Usporedujuci kultivare pri pojedinim tretmanima, najveéu
specifi¢nu aktivnost enzima pri tretmanima 10°C, 5% i 10% PEG-om je imala Vita, pri
tretmanu 30°C Tena, pri tretmanu 50 mM NaCl-om Zora, a pri tretmanu 100 mM
NaCl-om Korana. Najnizu specificnu aktivnost askorbat-peroksidaze pri tretmanima
10°C, 100 mM NaCl-om i 5% PEG-om je imala Ika, pri tretmanu 30°C Vita, pri
tretmanu 50 mM NaCl-om Tena, a pri tretmanu 10% PEG-om Lucija. Pri tretmanu
10°C aktivnost enzima kod Lucije, Tene i Zore je bila niza od aktivnosti kod Vite, no ne
znacajno niza, prema LSD testu pri P < 0,05. Pri istom tretmanu aktivnost enzima kod
Ike, Korane 1 Zore nije bila znacajno razli¢ita. Pri tretmanu 30°C aktivnost enzima kod
Tene, koja je imala najvecu aktivnost, nije se znacajno razlikovala od Korane 1 Zore
koje su imale neSto nizu aktivnost. Lucija i Ika se pri istom tretmanu nisu znacajno
razlikovale u aktivnosti enzima od Vite s najnizom aktivnosti. Pri tretmanu 50 mM
NaCl-om, APXs kod Korane se nije znacajno razlikovala od aktivnosti kod ostalih

kultivara pa ¢ak ni od najvisSe 1 najnize aktivnosti kod Zore 1 Tene. Ika, Vita, Lucija i
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Tena, pri istom tretmanu, nisu se znacajno razlikovale u aktivnosti enzima. Pri tretmanu
100 mM NaCl-om vrijednosti aktivnosti enzima kod Vite se nisu znacajno razlikovale
od ostalih kultivara. Pri istom tretmanu nije bilo znacajne razlike izmedu Korane i Zore,
kao ni izmedu lke, Tene i Lucije. Prema LSD testu uz P < 0,05 pri tretmanu 10%
PEG-om, Korana i Ika se nisu znacajno razlikovale u aktivnosti enzima od ostalih
kultivara. Pri istom tretmanu izmedu Tene 1 Zore nije bilo znacajne razlike, no Zora je
imala znacajno viSu aktivnost od Lucije s najnizom aktivnos¢u, a Tena je imala

znacCajno nizu aktivnost od Vite s najviSom aktivnoscu.

Tablica 5.12. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na specifiénu aktivnost enzima
askorbat-peroksidaze (APXs) u tkivu hipokotila klijanaca soje (podaci su izrazeni u
umol min™ mg™ prot.; podaci su prosjek Getiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara
oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (a,b,c: P < 0,05; A,B,C: P <0,01);
prosjeci tretmana oznaCenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z,W:

P <0,01)).

(nmol m'iaf\llj)f;sgl prot.) iR G 30°C SI(\)lz:E'}A 1Ol\?ar(?IM P5E0/g Iig)/G0 tfett‘i;tah trefrr-1an
LUCBA  CT vz CIx Bl BCixy vz ciz | 140 <0000
KORANA XU pw  AB/X ABIZ ALy iz abeiw | 334 <0000
VITA gy aixy  CIx  Biv ABCIX /xv iy | 413 00068
= 6Clz o1z BCIX BIvz Clv Iz adivz | 1341 <0000
TENA oy wivz AIX  Blvz BClv  ivZ  belz | 067 <ooom
0RA o817 aeiz ABIX AIY  ABIN iz abiz | 3120 <ooom
ifutlfﬁgr 757 3,42 1326 6,69 4,33 2,72 3,23
kuIFt)i-var 0,0006 0,0241 <0,0001 0,0011 0,0092 0,0530  0,0295

Utvrden je vrlo znacajan utjecaj tretmana na specificnu aktivnost askorbat-peroksidaze
kod ispitivanih kultivara soje (Tablica 5.12.). Usporedujuci tretmane primijenjene na
pojedini kultivar, najveéu specifiénu aktivnost askorbat-peroksidaze su imali svi
kultivari osim Vite pri tretmanu 30°C. Vita je najvecu aktivnost enzima imala pri
tretmanu 100 mM NaCl-om, no kod Vite izmedu tretmana 30°C i 100 mM NaCl-om

nije bilo znacajne razlike. Najmanju aktivnost enzima Lucija je imala u kontroli, Korana
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i Ika pri tretmanu 10°C, a Vita, Tena i Zora pri tretmanu 10% PEG-om. Kod Lucije se u
odnosu na kontrolu uoc¢ava znacajno povecanje aktivnosti pri tretmanima 30°C, 50 mM
i 100 MM NaCl-om. Kod Korane u odnosu na kontrolu, uo¢ava se zna¢ajno smanjenje
aktivnosti pri tretmanima 10°C 1 10% PEG-om, a povecanje aktivnosti pri tretmanima
30°C i 100 mM NaCl-om. Kod Vite aktivnost enzima u kontroli nije bila znacajno
razli¢ita od ostalih tretmana. Specifi¢na aktivnost enzima kod Ike, Tene i Zore je bila
znacajno veca pri tretmanu 30°C u odnosu na ostale tretmane 1 kontrolu. Kod istih je
utvrdeno povecanje aktivnosti pri tretmanu 100 mM NaCl-om u odnosu na kontrolu, ali
nije bilo znacajne razlike izmedu kontrole i tretmana 10°C, 5% i 10% PEG-om. Kod
Zore je uoceno znacajno povecanje aktivnosti pri tretmanu 50 mM NaCl-om u odnosu
na aktivnost u kontroli. Svi kultivari osim Vite su imali znacajno povecanje specifi¢ne
aktivnosti pri tretmanu 30°C u odnosu na tretman 10°C. Povec¢anje aktivnosti je bilo
utvrdeno kod svih kultivara pri tretmanu 100 mM NaCl-om u odnosu na tretman 50 mM
NaCl-om, no znac¢ajno povecanje aktivnosti je bilo samo kod Korane i Vite. Smanjenje
aktivnosti enzima pokazali su kultivari pri tretmanu 10% PEG-om u odnosu na tretman

5% PEG-om, no znacajno smanjenje je dobiveno samo kod Korane.

5.1.2.2.2. Aktivnost katalaze u tkivu hipokotila klijanaca soje

Analizirajuéi ukupnu 1 specificnu aktivnost katalaze u tkivu hipokotila klijanaca, prema
F testu kultivar je imao vrlo znacajan utjecaj u prosjeku za sve tretmane (Tablica 5.10.).
Najvecu ukupnu aktivnost katalaze (CATu), u prosjeku za sve tretmane, imala je Zora
(71,511 pmol min™ g™ sv.t.; Slika 5.19.). Nesto nizu aktivnost su imale Korana, Tena i
Lucija, ali se nisu znacajno razlikovale od Zore. Najnizu aktivnost je imala Ika
(51,585 umol min™ g'1 sv.t.), dok je Vita imala vecu aktivnost CATu, ali se znac¢ajno

razlikovala samo od Zore.

Specifi¢na aktivnost katalaze, u prosjeku za sve tretmane, bila je najveéa kod Zore
(30,051 pmol min™® mg™ prot.; Slika 5.20.). Tena, Korana, Vita i Lucija slijedom su
imale niZe vrijednosti od Zore, ali se od nje nisu znacajno razlikovale. Vita i Lucija nisu
se znacajno razlikovale ni od Ike koja je imala najnizu aktivhost CATs

(21,908 umol min™* mg™ prot.).
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CATu

(umol mint gtsvt.)

Slika 5.19. Prosje¢na ukupna aktivnost katalaze (CATu; pmol min™ g sv.t.), za sve tretmane, u
tkivu hipokotila klijanaca Sest kultivara soje. Znacajne razlike izmedu kultivara soje oznacene
su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).
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Slika 5.20. Prosje¢na specifi¢na aktivnost katalaze (CATs; umol min® mg™ prot.), za sve
tretmane, u tkivu hipokotila klijanaca sest kultivara soje. Znacajne razlike izmedu kultivara soje
oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B: P <0,01).

Prema F testu, tretman je vrlo znacajno utjecao na ukupnu i specificnu aktivnost
katalaze (Tablica 5.10.). Najveca CATu, u prosjeku za sve kultivare, bila je pri tretmanu
10% PEG-om (90,384 pmol min™ g™ sv.t.; Slika 5.21.). Aktivnost pri tretmanu 100 mM
NaCl-om bila je neSto niZa, ali se nije znacajno razlikovala od tretmana s najve¢om

aktivnosti. U odnosu na navedene tretmane znacajno nizu aktivnost imali su klijanci
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soje pri tretmanima niZe razine solnog stresa (50 mM NaCl) i niZe razine osmotskog
stresa (5% PEG), no izmedu njih nije bilo znacajne razlike. Jo§ manju, znacajno nizu
aktivnost su imale biljke u kontroli, zatim znacajno nizu pri tretmanu 10°C 1 zatim pri

tretmanu 30°C. Prosjecno, kultivari soje su imali najmanju aktivnost CATu pri tretmanu
30°C (29,680 pmol min™ g sv.t.).

CATu
(umol mint glsvt.)

Slika 5.21. Prosje¢na ukupna aktivnost katalaze u tkivu hipokotila klijanaca (CATu;

umol min™ g™ sv.t.), za sve kultivare, po primijenjenim tretmanima. Znacajne razlike izmedu
tretmana oznacéene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D: P <0,01).
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Slika 5.22. Prosjeéna specifi¢na aktivnost katalaze u tkivu hipokotila klijanaca (CATS;
umol min™ mg™ prot.), za sve kultivare, po primijenjenim tretmanima. Znacajne razlike izmedu
tretmana oznac¢ene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D: P <0,01).
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Specificna  aktivnost  katalaze = (CATs) je bila najveéa u  kontroli
(37,820 pmol min™ mg™ prot.) i nesto manja, ali ne zna¢ajno, pri tretmanu 30°C (Slika
5.22.). Hipokotili soje su imali znacajno smanjenje aktivnosti CATs pri tretmanu
50 mM NaCl-om u odnosu na kontrolu i tretman 30°C. Pri tretmanima 100 mM
NaCl-om, 5% PEG-om i 10°C utvrdena je znacajno niza aktivnost od kontrole i
prethodno navedenih tretmana, ali bez medusobne statisticki znacajne razlike. Pri
tretmanu 10% PEG-om ispitivani kultivari su imali najmanju prosjecnu aktivnost CATs
(15,086 pmol min™® mg™ prot.), no ona se nije znacajno razlikovala od tretmana 5%

PEG-omi 10°C.

Najvecu ukupnu aktivnost katalaze imala je Korana pri tretmanu 10% PEG-om
(112,96 pmol min™ g™ sv.t.), a najmanju aktivnost imala je Ika pri tretmanu 30°C
(19,506 pmol min™ g™ sv.t.). Vrlo znaGajan utjecaj kultivara je utvrden na ukupnu
aktivnost katalaze u kontroli i tretmanima 10°C, 30°C i 100 mM NaCl-om, a znacajan
utjecaj pri tretmanu 50 mM NaCl-om (Tablica 5.13.). Pri tretmanima viSe i nize razine
osmotskog stresa nije utvrden znacajan utjecaj kultivara na ukupnu aktivnost katalaze.
U optimalnim uvjetima klijanja, znacajno najvecu ukupnu aktivnost imala je Zora
(95,108 umol min™ g™ sv.t.), a najmanju Ika (29,989 pmol min™ g™ sv.t.), koja se nije
znacajno razlikovala od Tene i1 Lucije. Usporedujuci kultivare pri pojedinom tretmanu,
pri tretmanima 10°C, 30°C, 50 mM NaCl-om i 10% PEG-om najmanju aktivnost je
imala Ika, pri tretmanu 100 mM NaCl-om Tena, a pri tretmanu 5% PEG-om Zora.
Najvecu je aktivnost pri tretmanima 10°C 1 50 mM NaCl-om imala Zora, pri 30°C Tena,
pri tretmanima 100 mM NaCl-om i 5% PEG-om Lucija, a pri 10% PEG-om Korana. Pri
tretmanu 10°C Tena i1 Korana se nisu znacajno razlikovale od Zore, a Lucija, Vita 1
Korana od Ike. Pri tretmanu 30°C od Tene se nisu znacajno razlikovale Lucija i Vita, a
od Ike se nisu znacajno razlikovale Korana i Zora. Prema LSD testu uz P < 0,05, pri
tretmanu 50 mM NaCl-om Zora se nije znacajno razlikovala od Lucije i Korane, a lka
se nije znacajno razlikovala od Lucije, Vite i Tene. Pri tretmanu 100 mM NaCl-om,
Lucija se nije znacajno razlikovala od Korane, Vite i Ike, dok se Tena nije znacajno

razlikovala od Korane i Zore.
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Tablica 5.13. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na ukupnu aktivnost enzima katalaze
(CATu) u tkivu hipokotila klijanaca soje (podaci su izrazeni u pmol min™ g™ sv.t.; podaci su
prosjek Cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci Kultivara oznacenih istim slovom ne
razlikuju se prema LSD testu (a,b,c: P <0,05; AB,C: P <0,01); prosjeci tretmana oznacenih
istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z,W,Q: P <0,01)).

onn ST G T I% TP U e o
- OEEREmOEROAT W a0 aom
o BEETw BT 4R W N | as e
O A Al R
{uﬁfls\far 26,13 8,16 6,68 3,12 6,07 246 1,60
ku::i-var <0,0001 0,0004 0,0011 0,0337 0,0018 0,0723  0,2094

Vrlo znacajan utjecaj tretmana je utvrden na ukupnu aktivnost katalaze kod svih
ispitivanih kultivara soje (Tablica 5.13.). Usporeduju¢i tretmane kod pojedinog
kultivara, najvecu ukupnu aktivnost katalaze su imale Lucija, Vita i Ika pri tretmanu
100 mM NaCl-om. Najmanju ukupnu aktivnost Lucija i Vita su imale pri tretmanu
10°C, a Ika pri tretmanu 30°C. Korana, Tena i Zora imale su najmanju ukupnu aktivnost
katalaze pri tretmanu 30°C, dok su najvecu aktivnost imale Tena 1 Korana pri tretmanu
10% PEG-om, a Zora u kontroli. Lucija, Vita i Ika su imale znacajno povecéanje
aktivnosti u odnosu na kontrolu kod tretmana 100 mM NaCl-om, 5% i 10% PEG-om,
dok ostali tretmani nisu rezultirali znac¢ajnim razlikama u odnosu na kontrolu. Korana je
pokazala znacajno smanjenje aktivnosti enzima u odnosu na kontrolu pri tretmanu
30°C, a povecanje pri tretmanu 10% PEG-om. Tena je imala znacajno povecanje
aktivnosti pri tretmanu 10% PEG-om u odnosu na kontrolu i ostale tretmane. Znacajno
smanjenje aktivnosti pri tretmanima 30°C i 5% PEG-om u odnosu na kontrolu
zabiljezeno je kod Zore, dok izmedu kontrole i ostalih tretmana nije bilo znacajne
razlike. Izmedu tretmana 10°C i1 30°C nije bilo znacajne razlike kod Lucije, Korane,

Vite, Ike 1 Tene. Kod Zore pri tretmanu 30°C utvrdeno je znaajno smanjenje aktivnosti
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u odnosu na aktivnost enzima pri tretmanu 10°C. Kod Lucije, Vite i Ike pri tretmanu
100 mM NaCl-om, izmjereno je statisticki znacajno povecanje aktivnosti enzima u
odnosu na tretman 50 mM NaCl-om. Kod Zore, Korane i Tene nije bilo statisticki
znacCajne razlike izmedu tretmana 50 mM 1 100 mM NaCl-om. Povecanje aktivnosti
enzima uoceno je pri tretmanu 10% PEG-om u odnosu na tretman 5% PEG-om kod svih

kultivara, ali su samo Korana, Tena i Zora pokazale zna¢ajno povecanje CATu.

Najveca specificna aktivnost katalaze u hipokotilima klijanaca je utvrdena kod Zore u
kontroli (53,622 pmol min™ mg™ prot.), a najmanja kod Ike pri tretmanu 10% PEG-om
(10,599 pmol min™® mg™ prot.). Utvrden je vrlo znacajan utjecaj kultivara na specifi¢nu
aktivnost katalaze pri tretmanima 10°C, 100 mM NaCl-om i 10% PEG-om, a znacajan
utjecaj u kontroli (Tablica 5.14.). Pri tretmanima 30°C, 50 mM NaCl-om i 5% PEG-om
nije utvrden znacajan utjecaj kultivara. Usporedujuéi kultivare u pojedinim tretmanima,
najveéu aktivnost enzima pri tretmanu 30°C je imala Vita, pri tretmanu 50 mM
NaCl-om Tena, a pri tretmanu 5% PEG-om Lucija. Najmanju specifi¢nu aktivnost pri
tretmanima 30°C, 50 mM NaCl-om i 5% PEG-om je imala Ika. U kontroli je najvecu
specificnu aktivnost enzima imala Zora, a najmanju lka. Znacajno nizu aktivnost od
Zore u kontroli su imale Lucija, Korana i lka, prema LSD testu uz P < 0,05.
Usporedujuci kultivare pri tretmanu 10°C, Zora je imala najvecu specificnu aktivnost
enzima, ali se nije znacajno razlikovala od Korane i Tene koje su pokazale nesto nizu
aktivnost. Najnizu aktivnost pri tom tretmanu je imala Vita, koja se nije znafajno
razlikovala od Lucije i Ike. Pri tretmanu 100 mM NaCl-om, Tena s najnizom aktivno$cu
enzima se znacajno razlikovala od Ike, Vite, Lucije i Korane, dok se Zora nije znac¢ajno
razlikovala od nijednog kultivara. Pri navedenom tretmanu je najvecu aktivnost enzima
imala Korana. Pri tretmanu 10% PEG-om, najvec¢u aktivnost je imala Tena koja se nije
znacajno razlikovala od Korane 1 Zore. Zora se nije znacajno razlikovala od ostalih
kultivara. Ika je imala najmanju aktivnost enzima 1 nije se znacajno se razlikovala od

Lucije, Vite i Zore.
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Tablica 5.14. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na specificnu aktivnost enzima katalaze
(CATSs) u tkivu hipokotila klijanaca soje (podaci su izrazeni u pmol min™ mg™ prot.; podaci su
prosjek Cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci Kultivara oznacenih istim slovom ne
razlikuju se prema LSD testu (a,b: P < 0,05; A,B,C: P <0,01); prosjeci tretmana oznacenih
istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (x,y,z,w: P <0,05; X,Y,Z,W: P <0,01)).

sl
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F testom je utvrden vrlo znaCajan utjecaj tretmana na specificnu aktivnost katalaze kod
Lucije, Korane, Vite, Tene i Zore, a znacajan kod Ike (Tablica 5.14.). Usporedujuéi
tretmane kod pojedinih kultivara, Lucija, Korana, Vita i Ika su pokazale najve¢u CATs
pri tretmanu 30°C, dok su Tena i Zora imale najvecu aktivnost u kontroli. Najnizu
specifi¢nu aktivnost navedenog enzima su imale Lucija, Korana, Ika 1 Zora pri tretmanu
10% PEG-om, Tena pri tretmanu 100 mM NaCl-om, a Vita pri tretmanu 10°C. U
odnosu na kontrolu kod Lucije je utvrdeno znacajno smanjenje aktivnosti enzima pri
tretmanima 10°C i 10% PEG-om, kod Korane pri tretmanima 5% i 10% PEG-om, kod
Zore pri tretmanima 10°C, 50 mM i 100 mM NaCl-om, 5% i 10% PEG-om, dok se
ostali tretmani kod navedenih kultivara nisu znacajno razlikovali od kontrole. Vita i
Tena su imale znacajno smanjenje aktivnosti enzima u odnosu na kontrolu pri
tretmanima 10°C, 100 mM NaCl-om, 5% i 10% PEG-om. lka je imala znacajno
smanjenje aktivnosti pri tretmanu 10% PEG-om u odnosu na kontrolu prema LSD testu,
pri P <0,05. Izmedu tretmana 50 mM i 100 mM NaCl-om nije bilo znacajne razlike u
aktivnosti enzima kod svih kultivara osim Tene, gdje je utvrdeno znacajno smanjenje
aktivnosti pri tretmanu 100 mM NaCl-om. Aktivnost enzima se nije znacajno

razlikovala izmedu tretmana 5% 1 10% PEG-om kod svih kultivara. Kod tretmana 10°C
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i 30°C je utvrdeno znacajno povecanje aktivnosti enzima pri tretmanu 30°C kod svih

kultivara osim Zore kod koje nije utvrdena znacajna razlika izmedu navedenih tretmana.

5.1.2.2.3. Aktivnost gvajakol-peroksidaze u tkivu hipokotila klijanaca soje

Analizirajué¢i ukupnu i specifi¢énu aktivnost gvajakol-peroksidaze u tkivu hipokotila
klijanaca, kultivar je imao vrlo znacajan utjecaj (Tablica 5.10.). U prosjeku za sve
tretmane najveéu ukupnu aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOXu) imala je Vita
(3,724 pmol min™ g sv.t.; Slika 5.23.). NiZe aktivnosti imale su slijedom: Tena, Zora,
Korana i Ika. Izmedu Vite, Tene, Zore, Korane i Ike nije bilo znacajne razlike. Najnizu
aktivnost GPOXu imala je Lucija (3,206 pmol min™ g™ sv.t.) i ona je imala vrlo

znacajno nizu aktivnost u odnosu na ostale kultivare.

GPOXu

(umol mint gtsv.t.)

Slika 5.23. Prosje¢na ukupna aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOXu; umol min™ g* sv.t.), za
sve tretmane, u tkivu hipokotila klijanaca sest kultivara soje. Znacajne razlike izmedu Kultivara
soje oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B'P <0,01).

Najvisu specifi¢nu aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOXs), prosje¢no za sve tretmane,
imala je Vita (1,683 pmol min™ mg™ prot.), a neto nizu Tena (Slika 5.24.). Izmedu njih
nije bilo znacajne razlike. Znac¢ajno nizu aktivnost GPOXs u odnosu na Vitu su imale

Korana, Ika i Zora, no one se nisu znacajno razlikovale od Tene. Najnizu aktivnost
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imala je Lucija (1,186 pmol min™ mg™ prot.), &ja je GPOXs bila znatajno niZa samo
od Vite i Tene.

GPOXs
(umol min-t mg? prot.)

Slika  5.24.  Prosjena  specificna  aktivnost  gvajakol-peroksidaze ~ (GPOXs;
umol min™ mg™* prot.), za sve tretmane, u tkivu hipokotila klijanaca Sest kultivara soje.
Znacajne razlike izmedu kultivara soje oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C:
P <0,01).

Prema F testu, tretman je vrlo znaCajno utjecao na ukupnu i specificnu aktivnost
gvajakol-peroksidaze (Tablica 5.10.). Prosje¢no za sve kultivare, tretman 30°C je
rezultirao sa znaGajno najnizom GPOXu (1,887 pmol min™ g™ sv.t.; Slika 5.25.). U
odnosu na kontrolu (2,825 umol min™ g sv.t.), hipokotili soje su imali zna¢ajno nizu
aktivnost enzima pri temperaturnim tretmanima, a znacajno visa aktivnost je utvrdena
pri vis$oj 1 nizoj razini osmotskog stresa, te pri viSoj razini solnog stresa. Prema ukupnoj
aktivnosti ovog enzima tretman 50 mM NaCl-om se nije znacajno razlikovao od
kontrole. Ispitivani kultivari pri tretmanu 5% PEG-om su imali znacajno nizu aktivnost
u odnosu na tretmane s 10% PEG-om i 100 mM NaCl-om, dok izmedu navedena dva
tretmana nije bilo znacajne razlike. U prosjeku, ispitivani kultivari su pokazali najvisu

aktivnost GPOXu (5,301 pmol min™ g sv.t.) pri tretmanu 100 mM NaCl-om.
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GPOXu

(umol mint gtsv.t)

Slika 5.25. Prosje¢na ukupna aktivnost gvajakol-peroksidaze u tkivu hipokotila klijanaca
(GPOXu; umol min™ g™ sv.t.), za sve kultivare, po tretmanima. Znacajne razlike izmedu
tretmana oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D,E: P <0,01).

GPOXs
(umol mint mg? prot.)

Slika 5.26. Prosjecna specifi¢na aktivnost gvajakol-peroksidaze u tkivu hipokotila klijanaca
(GPOXs; pmol min™ mg™ prot.), za sve kultivare, po tretmanima. Znacajne razlike izmedu
tretmana oznacene su razliCitim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

Najvecu specifiénu aktivnost gvajakol-peroksidaze, u prosjeku, kultivari su imali pri
tretmanu  30°C (1,896 pmol min® mg™" prot; Slika 5.26.). U kontroli
(1,644 pumol min? mg* prot.) je utvrdena niza aktivnost u odnosu na tretman 30°C, ali
ne i znacajno razliCita. Specificna aktivnost gvajakol-peroksidaze pri ostalim
tretmanima bila je znacajno niza. Kultivari se pri tretmanima 50 mM 1 100 mM

NaCl-om, zatim 5% PEG-om, te 10°C nisu znacajno razlikovali u specifi¢noj aktivnosti
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GPOX. Najnizu aktivnost ispitivani kultivari su imali pri tretmanu 10% PEG-om
(1,034 umol min™ mg™ prot.), ali bez znacajne razlike u odnosu na tretmane 10°C i 5%
PEG-om. U odnosu na kontrolu aktivnost pri nizoj temperaturi je znacajno niza, dok
izmedu kontrole i tretmana pri viSoj razini temperaturnog stresa nije bilo znacajne
razlike. Aktivnost GPOXs pri nizoj 1 vi$oj razini solnog stresa je bila znacajno niza u

odnosu na kontrolu, kao i aktivnost pri nizoj i vi$oj razini osmotskog stresa.

Najvecu ukupnu aktivnost gvajakol-peroksidaze je imala Ika pri tretmanu 10% PEG-om
(5,840 pmol min™ g™ sv.t.), a najmanju aktivnost je pokazao isti kultivar pri tretmanu
10°C (1,513 pmol min™ g™ sv.t.). Kultivar je imao vrlo znacajan utjecaj u kontroli i pri
tretmanima 10°C, 50 mM NaCl-om i 10% PEG-om, a znacajan utjecaj kultivara je
utvrden u tretmanima 100 mM NaCl-om i 5% PEG-om (Tablica 5.15.). Pri tretmanu
30°C nije bilo znacajnog utjecaja kultivara. U kontroli, najnizu ukupnu aktivnost je
imala Ika koja se nije znacajno razlikovala od Lucije i Zore, a najvecu aktivnost je
imala Korana koja se nije znacajno razlikovala od Zore, Vite i Tene. Izmedu Zore i
ostalih kultivara nije bilo znacajne razlike u kontroli. Usporedujuéi kultivare u
pojedinom tretmanu, najvecu ukupnu aktivnost pri tretmanu 10°C je imala Korana, pri
tretmanu 30°C Tena, pri tretmanu 50 mM NaCl-om Zora, a pri tretmanima 100 mM
NaCl-om, 5% i 10% PEG-om lka. Najmanju ukupnu aktivnost pri tretmanu 10°C je
imala Ika, pri tretmanu 30°C Korana, pri tretmanu 100 mM NaCl-om Vita, pri tretmanu
5% PEG-om Zora, a u tretmanima 50 mM NaCl-om i 10% PEG-om Lucija. Pri
tretmanu 10°C Ika i Lucija se nisu medusobno znacajno razlikovale te su bile zna¢ajno
najniZze po aktivnosti GPOXu od ispitivanih kultivara. Pri istom tretmanu, Korana se
nije znacajno razlikovala od Tene, a Vita od Zore. Pri tretmanu 50 mM NaCl-om
aktivnost enzima kod Zore se nije znacajno razlikovala od nesto nizih aktivnosti enzima
kod Korane, Vite i Tene. Aktivnost enzima kod Tene nije se znacajno razlikovala od
aktivnosti kod drugih kultivara. Pri istom tretmanu Lucija se nije znacajno razlikovala,
uz Tenu niti od Ike. Prema LSD testu pri, P < 0,05, Ika se nije znacajno razlikovala od
Zore u aktivnosti enzima, dok se Vita nije znacajno razlikovala od Lucije, Korane i
Tene pri tretmanu 100 mM NaCl-om. Pri tretmanu 5% PEG-om Ika se znacajno
razlikovala od Zore u ukupnoj aktivnosti enzima prema LSD testu, pri P < 0,05. Pri
istom tretmanu Korana i Tena se nisu znacajno razlikovale od ostalih kultivara. Pri
tretmanu 10% PEG-om Ika se u ukupnoj aktivnosti enzima nije znacajno razlikovala od

Vite, Zore i Tene, a Lucija od Korane i Tene.
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Tablica 5.15. Znacajnost utjecaja Kkultivara i tretmana na ukupnu aktivnost enzima
gvajakol-peroksidaze (GPOXu) u tkivu hipokotila klijanaca soje (podaci su izrazeni u
umol min™ g? sv.t.; podaci su prosjek &etiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara
oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (a,b,c: P <0,05; A,B,C: P <0,01);
prosjeci tretmana oznaenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z,W,Q:

P <0,01)).

o gisuty Kontola 10 soec SRR EOAE SR SRR | vetman  tretman

R A P

ovn W VR S AR Wm A | es o

o RO OWR S S OUD AN we om

IKA ai7w  C/o  IWG  BOIZ  aix  aiv  AIx | 1545 <ogoor

TENA Q07 A7 W ABCIZ beix /v ABG/x | 4388 <0001

o IR OU BT PT OB U | ww o
futlff\far 1135 3766 219 6,11 399 338 579
i <0,0001 <0,000L 0,1007 00018 00130 00250  0,0023

Prema F testu, utjecaj tretmana na ukupnu aktivnost gvajakol-peroksidaze, kod svih Sest
kultivara soje je bio vrlo znacajan (Tablica 5.15.). Usporedujuci tretmane primijenjene
kod pojedinih kultivara, Lucija i Ika su pri tretmanu 10°C imale najmanju ukupnu
aktivnost gvajakol-peroksidaze, dok su Korana, Vita, Tena i Zora najmanju aktivnost
imale pri tretmanu 30°C. Lucija, Korana, Tena i Zora su najve¢u ukupnu aktivnost
imale pri tretmanu 100 mM NaCl-om, a Vita i Ika pri tretmanu 10% PEG-om. Svi
kultivari osim Lucije, izmedu tretmana 100 mM NaCl-om i 10% PEG-om nisu pokazali
znacajnu razliku u GPOXu. Svih Sest kultivara je u odnosu na kontrolu pokazalo
znacajno povecanje ukupne aktivnosti gvajakol-peroksidaze pri tretmanima 100 mM
NaCl-om, 5% i 10% PEG-om. Izmedu kontrole i tretmana 50 mM NaCl-om nije bilo
znacCajne razlike kod svih kultivara osim Zore, gdje je utvrdeno znacajno povecanje
aktivnosti enzima pri navedenom tretmanu. U odnosu na kontrolu, Korana, Tena i Zora
su imale znaCajno smanjenje aktivnosti pri tretmanu 30°C, Ika je imala znacajno
smanjenje pri tretmanu 10°C, dok su Lucija i Vita pokazale znaCajno smanjenje
aktivnosti pri oba tretmana. Izmedu tretmana 10°C i 30°C nije bilo znacajne razlike u

aktivnosti enzima kod Lucije, Vite i Ike, dok je kod Korane, Tene i Zore uocCena
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znacajno manja aktivnost pri tretmanu 30°C. U odnosu na tretman 50 mM NaCl-om, svi
kultivari su imali znacajno vecu aktivnost pri tretmanu 100 mM NaCl-om. Kod Lucije
nije bilo znacajne razlike izmedu tretmana 5% i 10% PEG-om, no kod Korane, Vite,

Ike, Tene 1 Zore je GPOXu bila zna¢ajno veca pri tretmanu 10% PEG-om.

Najvecu specificnu aktivnost gvajakol-peroksidaze je imala Vita pri tretmanu 50 mM
NaCl-om (2,490 pmol min™® mg™ prot.), a najmanju aktivnost Ika pri tretmanu 10°C
(0,723 pmol min™ mg'l prot.). F testom je utvrden vrlo znaCajan utjecaj kultivara na
specificnu aktivnost gvajakol-peroksidaze u kontroli i pri tretmanima 10°C i 10%
PEG-om, a znac¢ajan pri tretmanu 5% PEG-om (Tablica 5.16.). Pri tretmanima 30°C,
50 mM i 100 mM NaCl-om nije bilo znacajnog utjecaja kultivara. Najveéu specificnu
aktivnost enzima u kontroli, imala je Vita (2,250 pmol min™ mg™ prot.), a najmanju Ika
(1,1365 umol min™ mg™ prot.). Ika, Zora, Korana i Lucija nisu bile znagajno razliite u
aktivnosti enzima i imale su zna¢ajno nizu aktivnost od Vite, dok se Tena nije znacajno
razlikovala od nijednog kultivara. Pri tretmanu 10°C najvecu specificnu aktivnost
gvajakol-peroksidaze imala je Vita, dok su ne$to manju aktivnost imale Tena i Korana,
koje se nisu znacajno razlikovale od Vite. Najmanju aktivnost pri navedenom tretmanu
je imala Ika, koja se nije znacajno razlikovala od Lucije 1 Zore. Ika je imala najmanju
aktivnost pri tretmanu 5% PEG-om i nije se znacajno razlikovala od Lucije i Tene
prema LSD testu, pri P < 0,05. Pri istom tretmanu znacajno vecu aktivnost u odnosu na
Iku su imale Zora, Korana i Vita, no izmedu Zore, Tene, Korane i Lucije nije bilo
znacajne razlike. Pri tretmanu 10% PEG-om najvecéu specifi¢énu aktivnost je imala lka
koja se nije znacajno razlikovala od Vite, dok je najmanju aktivnost imala Korana koja
se znacajno razlikovala od ostalih kultivara.

Utjecaj tretmana je bio vrlo znacajan na specifi¢nu aktivnost gvajakol-peroksidaze kod
Lucije, Korane, Ike, Tene i Zore (Tablica 5.16.). Kod Vite nije bilo zna¢ajnog utjecaja
tretmana na specificnu aktivnost navedenog enzima. Usporeduju¢i tretmane kod
pojedinih kultivara, Lucija, Korana, lka, Tena i Zora su imale najvecu specificnu
aktivnost enzima pri tretmanu 30°C, a Vita pri tretmanu 50 mM NaCl-om. Najmanju
specificnu aktivnost enzima su imale Lucija, Ika 1 Zora pri tretmanu 10°C, a Korana,
Vita i Tena pri tretmanu 10% PEG-om. Kod Lucije izmedu kontrole i svih tretmana
osim 10°C nije bilo znacajne razlike, a pri tretmanu 10°C utvrdeno je znacajno
smanjenje specificne aktivnosti gvajakol-peroksidaze u usporedbi s kontrolom i 30°C.

Kod Korane je utvrdeno znac¢ajno povecanje aktivnosti pri tretmanu 30°C, te smanjenje
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pri tretmanu 10% PEG-om u odnosu na kontrolu i ostale tretmane. U odnosu na
kontrolu kod Ike je bilo znacajno smanjenje aktivnosti enzima pri tretmanu 10°C i
povecanje pri tretmanu 30°C. Tena je imala znacajno smanjenje aktivnosti enzima u
odnosu na kontrolu pri svim tretmanima osim u tretmanima 10°C i 30°C. Izmedu
tretmana pri kojima je izmjerena manja aktivnost enzima u odnosu na kontrolu kod
Tene nije bilo znacajne razlike. Zora je u odnosu na kontrolu imala znac¢ajno manju
aktivnost enzima pri tretmanima 10°C, 50 mM NaCl-om i 10% PEG-om, pri ¢emu
aktivnost izmedu tih tretmana nije bila zna¢ajno razli¢ita. U odnosu na tretman 10°C
utvrdeno je znacajno povecanje aktivnosti enzima pri tretmanu 30°C kod Lucije,
Korane, ke, Tene i Zore. Kod navedenih kultivara soje nije bilo znacajne razlike
izmedu tretmana 50 mM i 100 mM NaCl-om. Kod Korane je dobiveno znaéajno
smanjenje specifi¢ne aktivnosti enzima pri tretmanu 10% PEG-om u odnosu na tretman
5% PEG-om. Kod Lucije, Ike, Tene i Zore nije bilo znaCajne razlike u aktivnosti

navedenog enzima izmedu tretmana 5% 1 10% PEG-om.

Tablica 5.16. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na specifiénu aktivnost enzima
gvajakol-peroksidaze (GPOXs) u tkivu hipokotila klijanaca soje (podaci su izrazeni u
umol min™ mg™ prot.; podaci su prosjek &etiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara
oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (a,b,c: P < 0,05; AB,C,D,E:
P <0,01); prosjeci tretmana oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu
(XY, Z,W,Q: P <0,01)).

GPOXs ] _ 50mM 100mM 5% 10% | Ftest-  P-
(umol min™ mg™? prot.) el e S NaCl NaCl PEG PEG tretman  tretman
1398 0852 1763 0911 1246 1229 0902
HuiElhA B/XY Ciz IX IYZ IYZ bciyz Dpryz | 880 00004
1391 1366 2030 1150 1285 1353 0,742
IR B/Y AB/Y /X 2% Y ab/y  E/jz | 2SS <0000
2250 1505 1563 2490 1288 1501 1,186
wihea Al Al / / / al A/ | 18 01370
1365 0723 2128 1208 1363 1,086 1,247
. B/IY Clz X 2% 2% c/yz Ay | 1903 <00001
1911 1475 2150 1385 1333 1241 1106
LIER ABIXY AIYZ X 1z 1z bc/z BC/z | 1069 <0000
1548 0881 1745 1102 1461 1335 1,022
AQ A B/XY BC/Q /X [ZWQ XYz ab/yzw c/wq | 2% <00001

F test - 5,97 782 191 230 2,20 3,16 41,06
kultivar

i 00020 00005 01430 00884 00994 00319  <0,0001
kultivar
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5.1.2.2.4. Aktivnost glutation-reduktaze u tkivu hipokotila klijanaca soje

Analiziraju¢i ukupnu i specifiénu aktivnost glutation-reduktaze u tkivu hipokotila
Klijanaca, kultivar je imao vrlo znacajan utjecaj (Tablica 5.10.). U prosjeku za sve
tretmane Lucija je imala najveu ukupnu aktivnost glutation-reduktaze (GRu;
0,485 pmol min™ g™ sv.t.; Slika 5.27.). Nizu, ali ne znatajno razli¢itu aktivnost, imala je
Vita. Korana, Tena i Zora nisu imale zna¢ajno nizu ukupnu aktivnost od Vite, ali niti od
Ike koja je imala najnizu aktivnost (0,241 umol min g'1 sv.t.). Ika je imala znacajno

nizu aktivnost od Lucije i Vite.
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Slika 5.27. Prosje¢na ukupna aktivnost glutation-reduktaze (GRu; umol min™ g™ sv.t.), za sve
tretmane, u tkivu hipokotila Sest kultivara soje. Znacajne razlike izmedu kultivara soje oznacene
su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

Lucija  je imala najvecu specifi¢nu aktivnost glutation-reduktaze
(0,119 pmol min™ mg™ prot.), dok je Vita imala niZu specificnu aktivnost, ali ne
znacajno razli¢itu (Slika 5.28.). Specifi¢na aktivnost glutation-reduktaze kod Tene je
bila niza od aktivnosti kod Vite, a viSa od aktivnosti kod Zore, Korane i Ike. Tena se
nije znacajno razlikovala u specifi¢noj aktivnosti od Vite, Zore, Korane i Ike. Najnizu

aktivnost imala je Ika (0,072 pmol min™ mg™ prot.).
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Slika 5.28. Prosjeéna specifiéna aktivnost glutation-reduktaze (GRs; pmol min™ mg™ prot.), za
sve tretmane, u tkivu hipokotila Sest kultivara soje. Znacajne razlike izmedu kultivara soje
oznacene su razlicitim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

Prema F testu, tretman je vrlo znacajno utjecao na ukupnu i specificnu aktivnost
glutation-reduktaze u tkivu hipokotila klijanaca (Tablica 5.10.). U prosjeku za sve
kultivare utvrdena je najveca ukupna aktivnost glutation-reduktaze pri tretmanu 10%
PEG-om (1,268 umol min™ g sv.t.; Slika 5.29.). Najniza aktivnost bila je pri tretmanu
30°C, ali se nije znacajno razlikovala od neSto vele aktivnosti u kontroli
(0,128 pmol min™ g* sv.t.), kao ni od tretmana 10°C i 50 mM NaCl-om. Aktivnost pri
tretmanima 10°C i 50 mM NaCl-om nije se znacajno razlikovala od aktivnosti pri
tretmanu 5% PEG-om, ali je bila znacajno manja od aktivnosti pri tretmanu 100 mM
NaCl-om. Ukupna aktivnost glutation-reduktaze izmedu tretmana 5% PEG-om i
100 mM NaCl-om se nije znacajno razlikovala. Aktivnost GRu pri tretmanima nizeg i
visSeg osmotskog stresa bila je znacajno veca u odnosu na kontrolu. Aktivnost u
optimalnim uvjetima nije se znacajno razlikovala od aktivnosti pri tretmanu 50 mM
NaCl-om, no obje su bile znacajno niZe od aktivnosti pri tretmanu 100 mM NaCl-om.

Temperaturni tretmani se nisu znacajno razlikovali od kontrole u ukupnoj aktivnosti
GR.
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Slika 5.29. Prosje¢na ukupna aktivnost glutation-reduktaze u tkivu hipokotila klijanaca (GRu;

umol min™ g* sv.t), za sve kultivare, po tretmanima. Zna¢ajne razlike izmedu tretmana
oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D: P <0,01).
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Slika 5.30. Prosjec¢na specificna aktivnost glutation-reduktaze u tkivu hipokotila klijanaca (GRs;

umol min™ mg™? prot.), za sve kultivare, po tretmanima. Znadajne razlike izmedu tretmana
oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C,D: P <0,01).

U prosjeku za sve kultivare specifi¢na aktivnost glutation-reduktaze je bila najveca pri
tretmanu 10% PEG-om (GRs; 0,233 pmol min™ mg™ prot.; Slika 5.30.). Aktivnosti
ovog enzima u kontroli i pri tretmanima 100 mM NaCl-om, 30°C, i 5% PEG-om su bile
znacajno nize u odnosu na aktivnost pri vi$oj razini osmotskog stresa, ali se medusobno

nisu znac¢ajno razlikovale. Najnizu specifi¢nu aktivnost glutation-reduktaze kultivari su,

u prosjeku, imali pri tretmanu 10°C (0,051 pmol min™ mg™ prot.), ali se ona nije
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znacajno razlikovala od aktivnosti pri tretmanima 30°C, 50 mM NaCl-om i 5%
PEG-om. Prema specificnoj aktivnosti GR kontrola se nije znacajno razlikovala od
tretmana pri 30°C, 50 mM NaCl-om, 100 mM NaCl-om, te 5% PEG-om. Aktivnost pri
tretmanu 10°C bila je zna€ajno niza u odnosu na kontrolu, a pri 10% PEG-om znacajno

veca.

Najve¢u ukupnu aktivnost glutation-reduktaze je imala Lucija pri tretmanu 10%
PEG-om (1,953 pmol min® g’ sv.t), a najmanju Korana pri tretmanu 30°C
(0,0721 pmol min™ g sv.t.). Kultivar je vrlo znagajno utjecao na ukupnu aktivnost
glutation-reduktaze pri tretmanima 10°C, 100 mM NaCl-om i 10% PEG-om, a znacajno
pri tretmanima 50 mM NaCl-om i 5% PEG-om (Tablica 5.17.). U kontroli i tretmanu
30°C nije bilo znacajnog utjecaja kultivara na ukupnu aktivnost glutation-reduktaze.
Usporedujuc¢i kultivare u pojedinim tretmanima, najvecu aktivnost pri 10°C je imala
Vita, pri 30°C Tena, pri tretmanu 50 mM NaCl-om Korana, a pri tretmanima 100 mM
NaCl-om, 5% i 10% PEG-om Lucija. Najmanju ukupnu aktivnost glutation-reduktaze
pri tretmanu 10°C je imala Zora, pri tretmanu 30°C Korana, pri tretmanu 50 mM
NaCl-om Tena, pri tretmanu 100 mM NaCl-om Korana, pri tretmanu 5% PEG-om Zora,
a pri tretmanu 10% PEG-om Ika. Izmedu Vite, Korane, Ike i Tene pri tretmanu 10°C
nije bilo znacajne razlike, a Zora se nije znacajno razlikovala od Lucije i Ike. Kod nize
razine solnog stresa izmedu Korane, Lucije, Ike 1 Zore nije bilo znacajne razlike, a Tena
se nije znacajno razlikovala od Vite i Lucije prema LSD testu pri P <0,05. Lucija je, pri
tretmanu 100 mM NaCl-om, imala znacajno visu aktivnost enzima u odnosu na ostale
kultivare, koji se medusobno nisu znacajno razlikovali. Pri tretmanu 5% PEG-om,
prema LSD testu pri P < 0,05, Lucija se nije znacajno razlikovala od Ike, a Zora se nije
znacajno razlikovala od Korane, Vite i Tene. Izmedu Lucije i Vite pri tretmanu 10%
PEG-om nije bilo znacajne razlike, kao ni izmedu Ike, Tene, Zore i Korane.

F testom je utvrden vrlo znaCajan utjecaj tretmana na ukupnu aktivnost
glutation-reduktaze kod svih Sest kultivara soje (Tablica 5.17.). Usporedujuci tretmane
primijenjene kod pojedinog kultivara, svi kultivari su imali najmanju ukupnu aktivnost
navedenog enzima pri tretmanu 30°C, a znacajno najvecu aktivnost pri tretmanu 10%
PEG-om. Korana, Vita, Ika, Tena i Zora nisu pokazale znacajnu razliku u aktivnosti
enzima pri tretmanima vise 1 niZe razine temperaturnog i solnog stresa, te na nizoj razini
osmotskog stresa, u odnosu na kontrolu. Navedeni kultivari su pokazali znac¢ajno vecu

aktivnost pri tretmanu 10% PEG-om u odnosu na kontrolu. Lucija je imala znacajno
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povecéanje ukupne aktivnosti glutation-reduktaze, u odnosu na kontrolu, pri tretmanima
100 mM NaCl-om, 5% i 10% PEG-om. U odnosu na tretman 10°C, svi kultivari su
pokazali smanjenje aktivnosti enzima pri tretmanu 30°C, ali ne znacajno. Povecanje
aktivnosti pri tretmanu 100 mM NaCl-om u odnosu na tretman 50 mM NaCl-om
utvrdeno je kod svih kultivara, ali je bilo znacajno jedino kod Lucije. Znacajno
povecanje aktivnosti enzima pri tretmanu 10% PEG-om u odnosu na tretman 5%

PEG-om dobiveno je kod svih kultivara.

Tablica 5.17. Znacajnost utjecaja Kultivara i tretmana na ukupnu aktivnost enzima
glutation-reduktaze (GRu) u tkivu hipokotila klijanaca soje (podaci su izrazeni u
umol min™ g sv.t.; podaci su prosjek Getiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara
oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (a,b,c: P < 0,05; A,B,C: P <0,01);
prosjeci tretmana oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z,W:
P <0,01)).

(nmol m(i;rlflug’1 sv.t.) el e S S?\IamC,\I/I 1%)arglM PSI(E)/gB I%(I;O/G0 tliett?;; trefrr-1an
o U pmoomr e om o om 19 |n oo
Y S R C oY e
wa o um o ogm o emn em e om o Am | o <om
oo g w o om gm o owe o | oo
e o g oome we o wmo oam um | an oo
o P SR oome wm o wm o oue b | o
Ifutlfis\}a_r 1,96 5,23 2,02 343 7,50 3,89 7,00
i 0345 00039 01250 00236 00006 00144  0,0009

Najvecu specificnu aktivnost glutation-reduktaze je imala Lucija pri tretmanu 10%
PEG-om (0,360 pmol min™ mg™ prot.), a najmanju aktivnost Zora pri tretmanu 10°C
(0,0470 pumol min™ mg'1 prot.). Utvrden je vrlo znacajan utjecaj kultivara na specificnu
aktivnost glutation-reduktaze pri tretmanima 100 mM NaCl-om i 10% PEG-om, a
znacajan utjecaj u kontroli (Tablica 5.18.). Pri tretmanima 10°C, 30°C, 50 mM

NaCl-om i 5% PEG-om nije bilo znacajnog utjecaja kultivara na GRs. U kontroli,
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najmanju specifi¢nu aktivnost je imala Lucija (0,0650 umol min™ mg™ prot.), a najvecu
Tena (0,0911 pmol min™ mg™ prot.). Prema LSD testu pri P < 0,05, od Lucije se nisu
znaCajno razlikovale Korana, lka 1 Zora, dok se Vita nije znacajno razlikovala od
nijednog kultivara. Usporedujuci kultivare u pojedinim tretmanima, najvecu specificnu
aktivnost pri tretmanu 10°C je imala Tena, pri tretmanima 30°C i 50 mM NaCl-om je
imala Ika, a pri tretmanima 100 mM NaCl-om, 5% i 10% PEG-om najvecu aktivnost je
pokazala Lucija. Najmanju specificnu aktivnost glutation-reduktaze pri tretmanima
10°C, 50 mM 1 100 mM NaCl-om je imala Zora, pri tretmanu 30°C je imala Vita, a pri
tretmanima 5% i 10% PEG-om je imala Ika. Pri tretmanu 100 mM NaCl-om, u odnosu
na Luciju, svi ostali kultivari su imali zna¢ajno manju aktivnost te se medusobno nisu
razlikovali. Pri tretmanu 10% PEG-om, Zora, Tena, Ika i Korana se nisu znacajno
razlikovale 1 imale su znacajno nizu specifi¢nu aktivnost u odnosu na Vitu i Luciju, koje

su imale najvecu aktivnost.

Tablica 5.18. Znacajnost utjecaja Kultivara i tretmana na specifiénu aktivnost enzima
glutation-reduktaze (GRs) u tkivu hipokotila klijanaca soje (podaci su izrazeni u
umol min™ mg™ prot.; podaci su prosjek Getiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara
oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (a,b: P <0,05; A,B: P <0,01); prosjeci
tretmana oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z: P <0,01)).

GRs o o 50 mM 100 mM 5% 10% F test - P-
(umol min mg™* prot.) Hanle e A NaCl NaCl PEG PEG tretman  tretman
00650 00513 00690 00596 0,537 00778 0,360
LUCIA e > 0> > Ty 0 000 | 14032 <0001
00653 00519 00716 00546 00711 00713 0,205
RO b/Y 1Y % 1Y B/Y 1Y B/x | 1720  <00001
00831 00522 00528 00591 00837 00734 0,332
WA ab /Y 1Y 1Y 1Y B/Y Y A/x | 728  <00001
00672 00472 00773 00742 00687 00597 0,113
IKA o/ | | | o ; 5 206 0,020
00911 00564 00693 00600 00701 00653 0,214
VERA alY 1Y 1Y 1Y BI/Y Y B/x | 1976  <0,0001
00684 00470 00710 00526 00659 00667 0,176
AQ A b/Y 1Y 1Y 1Y B/Y Y B/x | 1340  <00001
F test - 2,96 0,73 1,88 2,15 6,83 1,53 11,79

kultivar
£ 00402 06086 0,487 01064 00010 02302  <0,0001
kultivar
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Vrlo znacajan utjecaj tretmana na specificnu aktivnost glutation-reduktaze je utvrden
kod pet kultivara soje (Lucija, Korana, Vita, Tena i Zora; Tablica 5.18.). Kod Ike nije
utvrden znaCajan utjecaj tretmana na specificnu aktivnost glutation-reduktaze.
Usporedujuci tretmane kod pojedinog kultivara, svi kultivari su imali najmanju
aktivnost pri tretmanu 10°C, a najvecu pri tretmanu 10% PEG-om. Korana, Vita, Tena i
Zora su u odnosu na kontrolu imale znacajno povecanje specifi¢ne aktivnosti enzima pri
tretmanu 10% PEG-om, dok je Lucija imala znacajno povecanje pri tretmanu 100 mM
NaCl-om i 10% PEG-om. Svi ostali tretmani kod navedenih kultivara se nisu zna¢ajno
razlikovali od kontrole. Takoder, izmedu tretmana 10°C i 30°C nije bilo znacajne
razlike. Kod Lucije je utvrdeno znaCajno povecanje aktivnosti enzima pri tretmanu
100 mM NaCl-om u odnosu na tretman 50 mM NaCl-om. Aktivnost GRs kod Lucije,
Korane, Vite, Tene i Zore se znacajno povecala pri tretmanu 10% PEG-om, u odnosu na
tretman 5% PEG-om.

5.2. FENOLOSKA FAZA: PUNA CVATNJA

5.2.1. Morfoloska svojstva

Analizom dobivenih rezultata ocijenjen je utjecaj kultivara, tretmana i njihove

interakcije na morfoloska svojstva soje u fenofazi pune cvatnje (R2). Prema

vrijednostima F testa kultivar i tretman su imali vrlo znacajan utjecaj na masu listova po
biljci i masu troliske (Tablica 5.19.).

Tablica 5.19. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na pokazatelje morfoloskih svojstava soje
u fazi pune cvatnje (prikazani podaci su izracunate razine znacajnosti (P) prema F testu).

Masa listova po biljci  Masa troliske  Broj troliski po biljci

KULTIVAR (A) F test 8,99 9,58 571
P 0,0077 0,0062 0,0280

TRETMAN (B) F test 16,74 8,84 21,87
P <0,0001 0,0021 <0,0001

INTERAKCIJA (AxB) F test 0,44 1,72 4,48
P 0,6511 0,2081 0,0263
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Interakcija kultivar x tretman nije imala znacajan utjecaj na navedena morfoloska
svojstva. Na broj troliski po biljci tretman je imao vrlo znacajan utjecaj, a kultivar i

interakcija kultivar x tretman su imali znacajan utjecaj.

5.2.1.1. Masa listova po biljci

Analiziraju¢i masu listova biljke, u prosjeku za sve tretmane kod pojedinih kultivara,
prema F testu, kultivar je vrlo znacajno utjecao na masu listova (Tablica 5.19.). Izmedu
Tene i Zore, u prosjeku za sve tretmane, bila je znacajna razlika u masi listova biljke
gdje je Tena imala ve¢u masu (2,84 g) od Zore (2,40 g).

Analizirajuéi masu listova biljke, u prosjeku za sve kultivare po primijenjenim
tretmanima, F testom je utvrden vrlo znacajan utjecaj tretmana na masu listova (Tablica
5.19.). Znacajno najveca masa listova biljke, u prosjeku za sve kultivare, bila je u
kontroli (Slika 5.31.). Najmanja masa listova biljke je bila pri tretmanu 30°C, no nije

bilo znacajne razlike u masi izmedu tretmana pri 30°C 1 10°C.

N N w
k=) v ©

Masa listova biljke ()

kontrola

30°C

Slika 5.31. Prosjec¢na masa listova biljke (g), u prosjeku za dva kultivara soje, po tretmanima.

Znacajne razlike izmedu tretmana oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B:
P <0,01).

Najvecu masu listova po biljci u fazi pune cvatnje je imala Tena u kontroli (3,475 g), a
najmanju masu listova biljke je imala Zora pri tretmanu 30°C (1,937 g). Kultivar je vrlo

znacajno utjecao na masu listova biljke pri tretmanu 30°C (Tablica 5.20.). Kultivar nije
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znacajno utjecao na masu listova biljke u kontroli i pri tretmanu 10°C. Pri tretmanu

30°C Zora je imala znac¢ajno manju lisnu masu po biljci od Tene.

Tablica 5.20. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na masu listova po biljci i masu troliske
(podaci su izraZeni u g; podaci su prosjek Cetiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara
oznacenih istim slovom, ne razlikuju se prema LSD testu (a,b: P <0,05; A,B: P <0,01); prosjeci
tretmana oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z: P <0,01)).

F test - P-
tretman  tretman

Kontrola 10°C 30°C

Masa listova biljke (g)

3,475 2,720 2,325

TENA 7% I xy Aly 6,07 0,0214
2,850 2,419 1,937
ZORA X > B/Z 26,76 0,0002
Flest- 41y 100 24,96
kultivar
P.' 0,0888 0,3570 0,0025
kultivar
Masa troliske (g)
0,580 0,547 0,534
TENA / / A/ 0,90 0,4417
0,568 0,495 0,449
ZORA /X I B/Y 21,44 0,0004
Flest- 014 248 4236
kultivar
P- 07198 01660 0,0006
kultivar
Broj troliski po biljci
5,966 4,934 4,348
TENA alX 1Y Y 14,08 0,0017
5,019 4,881 4,323
ZORA b /X X 1Y 10,01 0,0052
Flest- 4578 004 003
kultivar
iy 00167 08554 08727
kultivar

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na masu listova biljke kod Zore, te znaCajan
utjecaj kod Tene (Tablica 5.20.). Masa listova biljke kod Tene u kontroli je bila najveca
1 znacajno se razlikovala od najmanje mase listova pri tretmanu 30°C, prema LSD testu
pri P < 0,05. Masa listova pri tretmanu 10°C se nije znacajno razlikovala od mase
listova u kontroli 1 pri tretmanu 30°C. Zora je imala najve¢u masu listova biljke u

kontroli, a najmanju pri tretmanu 30°C. Masa listova biljke u kontroli znacajno se
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razlikovala od neSto nizih vrijednosti mase listova pri tretmanu 10°C i jo§ nizih

vrijednosti pri tretmanu 30°C. Masa listova kod Zore pri tretmanu 10°C i1 30°C je bila

znacajno razlicita.
5.2.1.2. Masa troliske

Analizirajuci rezultate u prosjeku za sve tretmane, kultivar je vrlo znacajno utjecao na
masu troliske (Tablica 5.19.). Tena je imala najve¢u masu troliske (0,55 g) i zna¢ajno se
razlikovala od Zore (0,50 Q).

Prema F testu, analiziraju¢i masu troliske kod primijenjenih tretmana u prosjeku za sve
Kultivare tretman je imao vrlo znafajan utjecaj na masu troliske (Tablica 5.19.). U
prosjeku za sve kultivare masa troliske je bila najve¢a u kontroli, no nije se znacajno
razlikovala od tretmana pri 10°C (Slika 5.32.). Najmanja masa troliske u prosjeku za sve
kultivare je bila pri tretmanu 30°C. Masa troliske pri 30°C znacajno se razlikovala od

mase troliske u kontroli, no nije se razlikovala od mase troliske pri tretmanu 10°C.

0,60

0,55

0,50

Masa troliske (g)

0,45

0,40

kontrola
10°C

30°C

Slika 5.32. Prosjecna masa troliske (g), u prosjeku za dva kultivara soje, po tretmanima.

Znacajne razlike izmedu tretmana oznacene su razliCitim slovima prema LSD testu (A,B:
P <0,01).

Najvecu masu troliske je imala Tena u kontroli (0,580 g), a najmanju Zora pri tretmanu
30°C (0,449 g). Prema F testu, kultivar je imao vrlo znaCajan utjecaj na masu troliske

pri tretmanu 30°C, no nije imao znac¢ajan utjecaj na masu u kontroli i pri tretmanu 10°C
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(Tablica 5.20.). Tena je pri svim primijenjenim tretmanima imala veéu prosje¢nu masu
troliske, no samo je pri tretmanu 30°C imala statisti¢ki znac¢ajno ve¢u masu od Zore.

Tretman nije imao znacajan utjecaj na masu troliske kod Tene, dok je kod Zore imao
vrlo znacajan utjecaj (Tablica 5.20.). Zora je imala najve¢u masu troliske u kontroli a
najmanju pri tretmanu 30°C. Kod Zore masa troliske pri tretmanu 10°C i 30°C nije se
znacajno razlikovala, no masa troliske kod navedenih tretmana bila je znacajno niza u

odnosu na masu u kontroli.

5.2.1.3. Broj troliski po biljci

Analizirajuéi broj troliski po biljeci u prosjeku za sve tretmane kod pojedinog kultivara,
prema F testu, kultivar je znacajno utjecao na broj troliski po biljci (Tablica 5.19.). Tena
je imala znacajno vise troliski po biljci (5,08) od Zore (4,74), prema LSD testu pri
P <0,05.

Analizirajuéi broj troliski u prosjeku za sve kultivare, po primijenjenim tretmanima je
utvrden vrlo znacajan utjecaj tretmana na broj troliski po biljci (Tablica 5.19.). Najvise
troliski u prosjeku za sve kultivare je bilo u kontrolnim uvjetima, a najmanje pri
tretmanu 30°C (Slika 5.33.). Kultivari u kontroli i pri svim primijenjenim tretmanima

medusobno su se statisticki znacajno razlikovali u broju troliski po biljci.

n
o

Broj troliski po biljci
°

o
o

kontrola

30°C

Slika 5.33. Prosjecan broj troliski po biljci, u prosjeku za dva kultivara soje, po tretmanima.
Znacajne razlike izmedu tretmana oznaCene su razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C:
P <0,01).
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Najvise troliski po biljci imala je Tena u kontroli (5,966), a najmanje Zora pri tretmanu
30°C (4,323). Kultivar nije imao znaCajan utjecaj na broj troliski po biljci pri
tretmanima 10°C i 30°C, dok je u kontroli imao znacajan utjecaj (Tablica 5.20.). U
kontroli Tena je imala znacajno vise troliski po biljci od Zore, prema LSD testu pri
P <0,05.

Prema F testu, tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na broj troliski po biljci kod Zore i
Tene (Tablica 5.20.). Tena je u kontroli imala najveci broj troliski po biljci, a pri
tretmanu 30°C najmanji broj troliski. Pri tretmanima 10°C i 30°C broj troliski nije se
znacajno razlikovao, no na navedenim tretmanima broj troliski bio je znacajno manji u
odnosu na kontrolu. Zora je najveéi broj troliski po biljci imala u kontroli koja se po
broju troliski statisti¢ki znacajno nije razlikovala od tretmana pri 10°C. Najmanji broj
troliski po biljci Zora je imala pri tretmanu 30°C te se vrijedno$¢u znacajno razlikovala

od ostalih tretmana.

5.2.2. Pokazatelji fotosintetske aktivnosti

Utjecaj kultivara, tretmana i njihove interakcije na pokazatelje fotosintetske aktivnosti
soje u fenofazi pune cvatnje (R>) bio je razli¢it. Prema vrijednostima F testa kultivar nije
imao znaCajan utjecaj na sadrzaj klorofila 1 karotenoida, te omjer klorofil
a+b/karotenoidi u listovima soje (Tablica 5.21.). Kultivar je imao vrlo znacajan utjecaj
na omjer klorofila a/b. Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na sadrZaj i omjere
fotosintetskih pigmenata. Interakcija kultivar x tretman nije imala znacajan utjecaj na
sadrzaj klorofila a, b 1 atb, te omjere klorofila a/b 1 klorofila a+b/karotenoidi. Na

sadrzaj karotenoida u listovima interakcija kultivar x tretman je imala znacajan utjecaj.
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Tablica 5.21. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na sadrZzaj i omjere fotosintetskih
pigmenata u listovima soje u fazi pune cvatnje (prikazani podaci su izraunate razine
znacajnosti (P) prema F testu).

Klorofil ~ Klorofil  Klorofil ~Karotenoidi  Klorofil Klorofil
a b atb a/b at+b/Karotenoidi

KULTIVAR (A) F test 0,02 3,47 0,20 0,17 10,20 0,03
P 0,8810 0,0788 0,6564 0,6830 0,0050 0,8582

TRETMAN (B) F test 52,54 21,96 46,76 59,12 18,35 6,59
P <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0071

INTERAKCIJA (AxB) F test 2,26 0,67 1,82 4,17 1,70 0,80
P 0,1336  0,5243  0,1903 0,0325 0,2114 0,4645

Tablica 5.22. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na pokazatelje fotosintetske aktivnosti PS
Il u intaktnim listovima soje u fazi pune cvatnje (prikazani podaci su izraCunate razine
znacajnosti (P) prema F testu; minimalna razina fluorescencije (Fo), maksimalna fluorescencija
(Fm), varijabilna fluorescencija (Fv), poluvrijeme porasta (t'2), maksimalni kvantni prinos PS II
(Fv/Fm), omjer varijabilne i poéetne fluorescencije (FVv/Fg))

Fo Fm Fv t% Fv/Fm Fv/F,

KULTIVAR (A) 2,21 1,31 1,33 8,35 3,53 0,82

P 0,1543  0,2670 0,2647 0,0097 0,0766  0,3779

TRETMAN (B) F test 78,55 20,89 12,25 1226 287,99 355,15

P <0,0001 <0,0001 0,0004 0,0004 <0,0001 <0,0001

INTERAKCIJA (AxB) F test 1,62 2,25 2,27 3,91 2,41 1,87

P 0,2260 0,1345 0,1318 0,0388 0,1182  0,1823

Utjecaj kultivara, tretmana i njihova interakcija na pokazatelje fotosintetske aktivnosti
fotosustava Il (PS II) u intaktnim listovima soje u fazi pune cvatnje su ocijenjeni na
temelju rezultata dobivenih mjerenjem fluorescencije. Kultivar nije imao znacajan
utjecaj na minimalnu razinu fluorescencije (Fo), maksimalnu razinu fluorescencije (Fm),
varijabilnu fluorescenciju (Fv), maksimalni kvantni prinos PS Il (Fv/Fm) te omjer

varijabilne i pocetne fluorescencije (Fv/Fy; Tablica 5.22.). Kultivar je imao vrlo
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znaCajan utjecaj na poluvrijeme porasta (t%4) od Fo do Fm. Tretman je imao vrlo
znaajan utjecaj na sve pokazatelje fotosintetske aktivnosti prikupljene mjerenjem
fluorescencije (Fo, Fm, Fv, t'4, Fv/IFm, FV/F). Interakcija kultivar x tretman nije imala
znaajan utjecaj na minimalnu i maksimalnu razinu fluorescencije, varijabilnu
fluorescenciju, maksimalni kvantni prinos PS II te omjer varijabilne i pocetne
fluorescencije. Na poluvrijeme porasta (t'4) interakcija kultivar x tretman je imala

znacCajan utjecaj.

5.2.2.1. Sadrzaj i omjeri fotosintetskih pigmenata

Analizirajuéi sadrzaj fotosintetskih pigmenata lista biljke u prosjeku za sve tretmane
kod pojedinog kultivara, prema F testu, kultivar nije znacajno utjeca0 na sadrzaj
klorofila a, b, a+b i karotenoide (Tablica 5.21.). U prosjeku za sve tretmane Tena je
imala veéi sadrzaj klorofila a (1,57 mg g™ sv.t.) od Zore (1,56 mg g sv.t.). Zora je
imala veéi sadrzaj klorofila b (0,63 mg g™ sv.t.), a+b (2,19 mg g™ sv.t.) i karotenoida
(047 mg g* sv.it) od Tene (slijedom 06 mg g* svit; 217 mg g sv.it;
0,46 mg g™ sv.t.).

Kod pojedinog kultivara u prosjeku za sve tretmane, kultivar je vrlo znacajno utjecao na
omjer klorofila a/b ali nije znacajno utjecao na omjer klorofila a+b/karotenoidi u tkivu
lista soje (Tablica 5.21.). U prosjeku za sve tretmane Tena je imala znacajno veci
sadrzaj pigmenata u omjeru klorofila a/b (2,59) u odnosu na Zoru (2,46). Omjer
pigmenata klorofil a+b/karotenoidi je bio veci, u prosjeku za sve tretmane, kod Zore
(4,76) u odnosu na Tenu (4,74).

Tretman je u prosjeku za sve kultivare imao vrlo znacajan utjecaj na sadrzaj svih
mjerenih pigmenata i njihove omjere (Tablica 5.21.). U kontroli sadrzaj klorofila a je
bio najveéi u prosjeku za sve kultivare (1,72 mg g sv.t.), ali se nije znadajno razlikovao
od nesto nizih vrijednosti pri tretmanu 10°C (Slika 5.34.). Statisticki znac¢ajno manji
sadrzaj klorofila a je bio pri tretmanu 30°C (1,27 mg g'1 sv.t.). Najveci sadrzaj klorofila
b je bio pri tretmanu 10°C (0,67 mg g™ sv.t.) i nije se znatajno razlikovao od nesto nizih

vrijednosti u kontroli, ali se znac¢ajno razlikovao od najnizih vrijednosti pri tretmanu
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30°C (0,54 mg g sv.t.). U prosjeku za sve kultivare sadrzaj klorofila a+b je bio najveéi
pri tretmanu 10°C (2,37 mg g sv.t.), a najniZi pri tretmanu 30°C (1,81 mg g sv.t.).
Sadrzaji klorofila a+b u kontroli 1 pri tretmanu 10°C su bili znacajno ve¢i u odnosu na
sadrzaj pri tretmanu 30°C. Sadrzaj karotenoida je bio najve¢i u kontroli
(0,52mggtsv.t), nesto nizi pri tretmanu 10°C, a najnizi pri tretmanu 30°C
(0,36 mg g™ sv.t.). Pri tretmanu 30°C sadrZaj karotenoida u prosjeku za sve kultivare je

bio znacajno nizi u odnosu na sadrzaj karotenoida u kontroli i pri tretmanu 10°C.

mg g sv.t.

kontrola

10°C

30°C
LiKlorofila LiKlorofilb  HKlorofil a+b  LiKarotenoidi

Slika 5.34. Prosje¢an sadrzaj klorofila a, klorofila b, klorofila a+b i karotenoida (mg g™ sv.t.), u
prosjeku za dva kultivara soje, po tretmanima. Znacajne razlike izmedu tretmana oznacene su
razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B: P <0,01).

Omjer klorofila a/b je bio najve¢i u kontroli (2,66), a najnizi pri tretmanu 30°C (2,36),
dok je za omjer klorofil a+b/karotenoidi bilo obrnuto (kontrola - 4,55; tretman 30°C -
4,98; Slika 5.35.). Omjeri klorofila a/b u kontroli i pri tretmanu 10°C medusobno se nisu
znacajno razlikovali, ali su se znaCajno razlikovali od tretmana pri 30°C. Omjeri
klorofila a+b/karotenoidi u kontroli 1 pri tretmanu 30°C znacajno su se razlikovali, dok

se navedeni omjer pri tretmanu 10°C nije znacajno razlikovao od ostalih tretmana.
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kontrola

30°C
M Klorofil a/b i Klorofil a+b/karotenoidi

Slika 5.35. Omijer klorofila a/b i klorofila a+b/karotenoida, u prosjeku za dva kultivara soje, po
tretmanima. Znacajne razlike izmedu tretmana oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu
(A,B:P<0,01).

Najve¢i sadrzaj klorofila a u fazi pune cvatnje je imala Zora u kontroli
(1,770mg gt sv.t), a najmanji sadrzaj je imala Zora pri tretmanu 30°C
(1,251 mg g™ sv.t.). Prema F testu kultivar nije znacajno utjecao na sadrzaj klorofila a
niti pri jednom tretmanu (Tablica 5.23.).

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na sadrzaj klorofila a kod oba kultivara (Tablica
5.23.). Tena je imala najveci sadrzaj klorofila a pri tretmanu 10°C, nesto nizi sadrzaj je
imala u kontroli, a najnizi pri 30°C. Sadrzaj klorofila a pri tretmanu 30°C bio je
znacajno niZi u odnosu na sadrzaj u kontroli 1 pri tretmanu 10°C, no nije bilo znacajne

razlike izmedu vrijednosti sadrZaja u kontroli 1 pri tretmanu 10°C.

Sadrzaj klorofila b bio je najveéi kod Zore u kontroli (0,669 mg g™ sv.t.), a najmanji
kod Tene pri 30°C (0,523 mg g™* sv.t.). Prema F testu kultivar nije znagajno utjecao na
sadrzaj klorofila b pri nijednom tretmanu (Tablica 5.23.).

Prema F testu, tretman je imao vrlo znaCajan utjecaj na sadrzaj klorofila b kod oba
kultivara (Tablica 5.23.). Tena je imala najveci sadrzaj klorofila b pri tretmanu 10°C
koji se nije znacajno razlikovao od nesto nizih vrijednosti u kontroli. Znacajno razli¢itu
1 najnizu vrijednost Tena je imala pri tretmanu 30°C. Zora u kontroli je imala najveci

sadrzaj klorofila b a pri tretmanu 30°C najmanji. Kod Zore izmedu kontrole i tretmana
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10°C nije bilo znacajne razlike u vrijednostima sadrzaja klorofila b, dok se sadrzaj

klorofila b pri tretmanu 30°C znacajno razlikovao u odnosu na druge tretmane.

Zora je u kontroli imala najveéi sadrzaj klorofila a+b (2,440 mg g™ sv.t.). Najmaniji
sadrzaj klorofila a+b imale su Tena i Zora s jednakom vrijednos¢u pri tretmanu 30°C
(1,811 mg g™ sv.t.). Kultivar nije imao znagajan utjecaj na ukupni sadrzaj klorofila a+b
pri nijednom tretmanu (Tablica 5.23.).

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na ukupni sadrzaj klorofila a+b kod oba kultivara
(Tablica 5.23.). Najnizi sadrzaj klorofila atb Tena je imala pri tretmanu 30°C koji se
znacajno razlikovao od nesto veceg sadrzaja u kontroli i najveceg pri tretmanu pri 10°C.
Izmedu kontrole 1 tretmana pri 10°C nije bilo znacajne razlike u ukupnom sadrzaju
klorofila at+b. Zora je najveci sadrzaj Klorofila a+b imala u kontroli, a najmanji pri
tretmanu 30°C. Izmedu kontrole i tretmana pri 10°C nije bilo znacajne razlike, ali je

sadrzaj klorofila a+b pri tretmanu 30°C bio znac¢ajno najnizi.

Najveéi sadrzaj karotenoida je imala Zora u kontroli (0,546 mg g™ sv.t.), a najmanji
Tena pri tretmanu 30°C (0,363 mg g™ sv.t.). Kultivar nije imao znacajan utjecaj na
sadrzaj karotenoida pri nijednom tretmanu (Tablica 5.23.).

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na sadrzaj karotenoida kod oba kultivara (Tablica
5.23.). Tena je najveci sadrzaj karotenoida imala pri tretmanu 10°C koji se nije znacajno
razlikovao od neSto nizih vrijednosti sadrzaja karotenoida u kontroli, dok su se
vrijednosti u kontroli 1 pri 10°C zna€ajno razlikovale od najniZe vrijednosti karotenoida
pri tretmanu 30°C. Zora je imala najnizi sadrzaj karotenoida pri tretmanu 30°C, a najvisi
u kontroli. Navedeni sadrZaji karotenoida medusobno se znacajno razlikuju. Sadrzaj
karotenoida pri tretmanu 10°C znacajno se razlikuje od sadrzaja pri tretmanu 30°C, ali

ne 1 od sadrzaja u kontroli.

Omjer klorofila a/b najveci je bio kod Tene u kontroli (2,678), a najmanji kod Zore pri
tretmanu 30°C (2,247). Prema F testu Kultivar nije imao znacajan utjecaj pri nijednom
tretmanu (Tablica 5.23.).

Tretman je imao vrlo zna¢ajan utjecaj kod oba kultivara (Tablica 5.23.). Oba kultivara
su najvec¢i omjer klorofila a/b imali u kontroli, a najmanji pri tretmanu 30°C te su se
vrijednostima omjeri pri navedenim tretmanima znacajno razlikovali. Omjer klorofila

a/b pri tretmanu 10°C nije se znacajno razlikovao od ostalih tretmana kod oba kultivara.
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Tablica 5.23. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na sadrzaj klorofila a, b i a+b, sadrzaj
karotenoida te omjer klorofila a/b i klorofila a+b/karotenoida u listovima soje (sadrzaj klorofila
a, b, a+b i karotenoida su izrazeni u mg g™ sv.t.; podaci su prosjek ¢etiri ponavljanja; ANOVA,
F test; prosjeci Kkultivara oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (a,b:
P <0,05); prosjeci tretmana oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y:
P <0,01)).

Kontrola  10°C  30°c Pt P donola  10°c 30°c Pt £
tretman tretman tretman tretman
Klorofil a (mg g™ sv.t.) Karotenoidi (mg g™ sv.t.)
1,660 1,750 1,288 0,494 0,522 0,363
TENA % > v 16,55  0,0010 % e he 3416  <0,0001
1,771 1,658 1,251 0,546 0,484 0,365
ZORA X /X /Y 57,75 <0,0001 X X v 29,80 0,0001
F test - 1,36 183 1,40 3,24 38 001
kultivar
p-
Kultivar 0,2879 0,2246  0,2814 0,1221 0,0965 0,9324
Klorofil b (mg g™ sv.t.) Klorofil a/b
0,619 0,663 0,523 2,678 2,639 2,465
TENA e I e 1477 0,0014 X e Ty 8,95 0,0072
0,669 0,668 0,560 2,647 2,485 2,247
ZORA X /X /Y 8,67 0,0080 X 1'%y 1Y 10,42 0,0045
i 348 002 1,95 0,50 506 512
kultivar
P- 0,1113 0,8842 0,2123 0,5072 0,0655 0,0643
kultivar
Klorofil a+b (mg g™ sv.t.) Klorofil a+b/Karotenoidi
2278 2414 1811 4611 4,622 4987
TENA X /X > 16,59 0,0010 > b/y X 10,91 0,0039
2,440 2,326 1,811 4,493 4,803 4977
ZORA % i iy 41,39  <0,0001 ) "y 1 2,46 0,1406
-l 1,75 08 0,00 023 1033 0,00
kultivar
P-_ 0,2339 0,3963 0,9934 0,6492 0,0183  0,9506
kultivar

Omjer klorofila a+b/karotenoidi najveci je bio kod Tene pri 30°C (4,987), a najmanji
kod Zore u kontroli (4,493). Kultivar je imao znacajan utjecaj na omjer klorofil
atb/karotenoidi pri tretmanu 10°C, dok na kontroli i pri tretmanu 30°C nije imao
znacajan utjecaj (Tablica 5.23.). Pri tretmanu 10°C Zora je imala znacajno veéi omjer
klorofila a+b/karotenoidi od Tene, prema LSD testu pri P <0,05.

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na omjer klorofil at+b/karotenoidi kod Tene, a
kod Zore nije imao znacajan utjecaj (Tablica 5.23.). Tena je pri tretmanu 30°C imala
najveci omjer klorofil a+b/karotenoidi i znacajno razli€it od ostalih tretmana. U kontroli

Tena je imala najmanji navedeni omjer. Vrijednosti omjera, kod Tene, u kontroli i pri
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tretmanu 10°C nisu se znacajno razlikovale. Zora je najve¢i omjer imala pri tretmanu

30°C, a najmanji u kontroli.

5.2.2.2. Fotosintetska uéinkovitost

Analiziraju¢i fotokemijske pokazatelje fotosustava II (PS II), u prosjeku za sve
tretmane, kultivar nije znaajno utjeca0 na minimalnu razinu fluorescencije (Fo),
maksimalnu razinu fluorescencije (Fm), varijabilnu fluorescenciju (Fv), maksimalni
kvantni prinos PS II (Fv/Fm) te omjer varijabilne i pocetne fluorescencije (Fv/Fo;
Tablica 5.22.). Kultivar je u prosjeku za sve tretmane imao znaCajan utjecaj na
poluvrijeme porasta (t'2) od Fo do Fm. U prosjeku za sve tretmane Zora je imala vece
vrijednosti Fq (0,3), Fm (1,36) te Fv (1,07) od Tene (slijedom: Fq - 0,29; Fm - 1,33; Fv -
1,04). Maksimalni kvantni prinos PS Il (0,786) te omjer varijabilne i pocetne
fluorescencije (3,696) je bio veéi kod Tene u odnosu na Zoru (Fv/Fm - 0,782; Fv/F -
3,668). Znacajno vece poluvrijeme porasta od Fo do Fm je imala Tena (73,44) u odnosu
na Zoru (68,48).

Prema F testu, u prosjeku za sve kultivare, tretman je vrlo znacajno utjecao na sve
mjerene pokazatelje fotosintetske ucinkovitosti PS II (Tablica 5.22.). Minimalna razina
fluorescencije (Fo), u prosjeku za oba kultivara, bila je najveca na 30°C i znacajno
razli¢ita od medusobno priblizno jednakih vrijednosti pri tretmanu 10°C 1 u kontroli
(Slika 5.36.). Maksimalna razina fluorescencije (Fm), u prosjeku za oba kultivara, bila
je najveca pri tretmanu 30°C a najmanja u kontroli. Vrijednosti Fm u kontroli 1 pri
tretmanima 10°C i 30°C se medusobno znacajno razlikuju. Varijabilna fluorescencija
(Fv) pri tretmanu 30°C je bila najveca, ali se nije znacajno razlikovala od nesto nizih
vrijednosti pri tretmanu 10°C. Obje su se znacajno razlikovale od jo§ nizih vrijednosti u

kontroli.

Maksimalni kvantni prinos PS Il (Fv/Fm), u prosjeku za oba kultivara soje, bio je
najvedi i znacajno razli¢it u odnosu na ostale tretmane pri tretmanu 10°C (Slika 5.37.).
Nesto nize vrijednosti Fv/Fm bile su u kontroli, a najniZe pri tretmanu 30°C. Vrijednosti
u kontroli i pri tretmanu 30°C znacéajno su se razlikovale. Omjer varijabilne i pocetne

fluorescencije (Fv/Fo) najveéi je bio pri tretmanu 10°C te se znacajno razlikovao od
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nesto nizih vrijednosti u kontroli, a oboje su se znacajno razlikovali od najnizih
vrijednosti pri tretmanu 30°C.

kontrola

30°C

HFm EFv MFo

Slika 5.36. Fotokemijski pokazatelji fotosustava Il (Fm, Fv, Fo) u intaktnim listovima soje, u

prosjeku za dva kultivara soje, po tretmanima. Znacajne razlike izmedu tretmana oznacene su
razlic¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

0,00

30°C

HFv/Fm LiFv/Fo

Slika 5.37. Fotokemijski pokazatelji fotosustava Il (Fv/Fm, Fv/F) u intaktnim listovima soje, u

prosjeku za dva kultivara soje, po tretmanima. Znac¢ajne razlike izmedu tretmana oznaéene su
razlicitim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

Poluvrijeme porasta (t'2) od Fo do Fm najvece je bilo u kontroli, a najmanje pri

tretmanu 30°C te se medusobno znacajno razlikovalo (Slika 5.38.). t% pri tretmanu

10°C nije se znacajno razlikovao od t'% u kontroli i pri tretmanu 30°C.
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kontrola

30°C

t1/2

Slika 5.38. Fotokemijski pokazatelj fotosustava Il (t'%2), u prosjeku za dva kultivara soje, po
tretmanima. Razlika izmedu Kkultivara soje oznacene su razli¢itim slovima prema LSD testu
(A,B:P<0,01).

Najvecu vrijednost minimalne razine fluorescencije (Fo) imala je Zora pri tretmanu
30°C (0,368), a najmanju Tena pri tretmanu 10°C (0,253). Prema F testu kultivar nije
znacajno utjecao na Fo pri nijednom tretmanu (Tablica 5.24.).

Tretman je vrlo znacajno utjecao na Fo kod oba kultivara soje. Tena i Zora imale su
najvecu Fy pri tretmanu 30°C koja se znacajno razlikovala od vrijednosti pri ostalim
tretmanima. Tena je imala najmanji Fo pri tretmanu 10°C koja se nije znacajno
razlikovala od vrijednosti u kontroli. Zora je najmanju vrijednost Fo imala u kontroli, no

ta vrijednost nije se zna¢ajno razlikovala od one pri tretmanu 10°C.

Najvecu vrijednost maksimalne razine fluorescencije (Fm) imala je Zora pri tretmanu
30°C (1,492) a najmanju Zora u kontroli (1,200). Kultivar nije zna¢ajno utjecao na Fm
pri nijednom tretmanu (Tablica 5.24.).

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na Fm kod kultivara Tena i Zora. Oba kultivara
imali su najveé¢i Fm pri tretmanu 30°C, a najmanji u kontroli. Kod Tene nije bilo
znacCajne razlike izmedu kontrole i tretmana pri 10°C. Kod Zore Fm je bio znacajno
razli¢it izmedu tretmana pri 30°C 1 u kontroli, no vrijednosti pri tretmanu 10°C nisu se

znacajno razlikovale od kontrole i tretmana pri 30°C.
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Najvecu varijabilnu fluorescenciju (Fv) imala je Zora pri tretmanu 30°C (1,142), a
najmanju Zora u kontroli (0,946). Prema F testu kultivar nije imao zna¢ajan utjecaj na
varijabilnu fluorescenciju pri nijednom tretmanu (Tablica 5.24.).

Tretman je imao znacajan utjecaj na Fv kod oba kultivara. Fv pri tretmanu 10°C, kod
Tene, nije se znacajno razlikovala od najveée Fv pri tretmanu 30°C i od najmanje Fv u
kontroli, prema LSD testu pri P < 0,05. Fv pri tretmanu 30°C i u kontroli znacajno su se
razlikovale. Kod Zore najveca Fv bila je pri tretmanu 30°C, a najmanja u kontroli, te je
izmedu njih bilo znacajne razlike, prema LSD testu pri P < 0,05. Fv pri tretmanu 10°C,
kod Zore, nije se znacajno razlikovala od Fv pri tretmanu 30°C, ali se znacajno

razlikovala od Fv u kontroli.

Tablica 5.24. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na minimalnu razinu fluorescencije (Fo),
maksimalnu razinu fluorescencije (Fm), varijabilnu fluorescenciju (Fv), poluvrijeme porasta
(t'%2), maksimalni kvantni prinos PS Il (Fv/Fm), omjer varijabilne i pocetne fluorescencije
(FVv/Fo) u intaktnim listovima soje (podaci su prosjek Cetiri ponavljanja; ANOVA, F test;
prosjeci kultivara oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (a,b: P < 0,05);
prosjeci tretmana oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y,Z: P <0,01)).

Kontrola  10°C  30cc [ test- P- I kontrola 10°c  30°c T test- £
tretman tretman tretman tretman
Fo A
0261 0253 0,344 77542 76,825 65,967
TENA N e S 1302 <0000t | (03 s Iy 9,76 0,0056
0254 0268 0,368 74750 65199 65491
ZORA N v % 3092  <0,0001 i bry Iy 6,50 0,0179
F test - 1,67 346 153 2,07 994 0,02
kultivar
i 02444 01124 02628 02000 00197 08804
kultivar
Fm Fv/iFm
1253 1292 1430 0793 0804 0,759
TENA v v S 1530 00013 fiv X /o7 10129 <0,0001
1200 138 1492 0788 0806 0,752
ZORA i Xy i 1085 00044 i % 2% 215 <0001
sl 2,95 406 079 1,73 207 377
kultivar
£ 01366  0,0904 0,4082 02361 02000 0,1001
kultivar
FV FV/FO
0992 1,040 1,089 3807 4112 3,169
TENA iy Iy . 651 00178 pivd " 72710043 <0,0001
0946 1118 1,142 3732 4169 3,102
ZORA Iy T . 744 00124 e v IS 4TIS6 <0001
F test - 2,74 430 082 1,01 286 2,14
kultivar
i 01490 0,835 0,4003 03527 0,416 0,1941
kultivar
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Najvece poluvrijeme porasta (t'2) imala je Tena u kontroli (77,542), a najmanje Zora
pri tretmanu 10°C (65,199). Kultivar nije imao znacajan utjecaj na t' u kontroli i pri
tretmanu 30°C, a imao je znacajan utjecaj pri tretmanu 10°C (Tablica 5.24.). U kontroli
1 pri tretmanu 30°C Tena je imala vece t’2 od Zore. Pri tretmanu 10°C Tena je imala
znacajno vece t%2 0od Zore prema LSD testu pri P < 0,05.

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na t'% kod Tene, a znacajan kod Zore. Tena je
imala najvece t’2 u kontroli, a najmanje pri tretmanu 30°C. Izmedu kontrole i tretmana
pri 10°C nije bilo znacajne razlike, no oboje su se znacajno razlikovali od tretmana pri
30°C. Zora je imala najvece t"2 u kontroli, a najmanje u pri tretmanu 10°C. Poluvrijeme
porasta u kontroli znacajno se razlikovalo od tretmana 10°C i 30°C, no tretmani pri

10°C i 30°C se nisu medusobno razlikovali pri LSD testu pri P < 0,05.

Najve¢i maksimalni kvantni prinos (Fv/Fm) imala je Zora pri tretmanu 10°C (0,806),
a najmanji Zora pri tretmanu 30°C (0,752). Kultivar, prema F testu, nije imao znacajan
utjecaj na Fv/Fm pri svim primijenjenim tretmanima (Tablica 5.24.).

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na Fv/Fm kod oba kultivara soje. Oba kultivara
su najve¢i Fv/Fm imali pri tretmanu 10°C koji se znaCajno razlikovao od neSto nizih
vrijednosti u kontroli, a obje vrijednosti su se znacajno razlikovale od najnizeg Fv/Fm

pri tretmanu 30°C.

Najvisi omjer varijabilne i po¢etne fluorescencije (Fv/Fg) imala je Zora pri tretmanu
10°C (4,169), a najnizi takoder Zora pri tretmanu 30°C (3,102). Kultivar nije imao
znacajan utjecaj na Fv/Fg pri nijednom tretmanu (Tablica 5.24.).

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na Fv/Fo kod oba kultivara. Tena i Zora su
najve¢i Fv/Fy imale pri tretmanu 10°C koji se znacajno razlikovao od nesto nizih
vrijednosti u kontroli, a obje vrijednosti su se znac¢ajno razlikovale od najnizeg Fv/Fq pri

tretmanu 30°C.
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5.2.3. Neenzimski pokazatelji stresa kod soje u fenoloskoj fazi pune cvatnje

Analizom dobivenih rezultata ocijenjen je utjecaj kultivara, tretmana i njihove

interakcije na fiziolo$ka svojstva soje u fenofazi pune cvatnje (R2).

Tablica 5.25. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na pokazatelje fizioloskih svojstava (H,O,
= sadrzaj vodikovog peroksida; LP = intenzitet lipidne peroksidacije; Prolin = sadrzaj
slobodnog prolina; Fenoli = sadrzaj ukupnih fenola) u tkivu lista soje (prikazani podaci su
izraCunate razine znacajnosti (P) prema F testu).

H,0, LP Prolin Fenoli
KULTIVAR (A) Ftest 8,27 3,12 0,00 0,02

P 0,0101 0,0944 0,9936 0,8801

TRETMAN (B) Ftest 814 29,85 64,37 3,95

P 0,0030 <0,0001 <0,0001 0,0378

INTERAKCIJA (AxB) Ftest 1,38 2,34 0,47 0,87

P 0,2758 0,1253  0,6331 0,4342

Prema vrijednostima F testa, kultivar je imao vrlo znacajan utjecaj na sadrzaj vodikovog
peroksida (H,0,), dok na intenzitet lipidne peroksidacije (LP), sadrZzaj slobodnog
prolina (Prolin) i sadrzaj ukupnih fenola (Fenoli) nije imao znacajan utjecaj (Tablica
5.25.). Tretman je imao vrlo znacCajan utjecaj na sadrzaj H,O,, intenzitet LP i sadrzaj
slobodnog prolina, te znacajan utjecaj na sadrzaj ukupnih fenola. Interakcija kultivar x

tretman nije bila znacajna za navedene neenzimske pokazatelje stresa.

5.2.3.1. Sadrzaj vodikovog peroksida u tkivu lista soje

Analiziraju¢i sadrzaj vodikovog peroksida (H,O;) u prosjeku za sve tretmane kod
pojedinog kultivara, prema F testu, kultivar je znacajno utjecao na sadrzaj H,O, u tkivu
lista soje (Tablica 5.25.). Prema LSD testu pri P < 0,05 Tena je u prosjeku za sve
tretmane imala znac¢ajno veci sadrzaj vodikovog peroksida (9,92 nmol g'1 sv.t.) od Zore

8,77 nmol g sv.t.).
( g
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Analizirajuci sadrzaj vodikovog peroksida u prosjeku za sve kultivare kod pojedinih
tretmana utvrdeno je kako je tretman imao vrlo znacajan utjecaj na sadrzaj H,O; u
tkivu lista soje (Tablica 5.25.). U prosjeku za sve kultivare znacajno najveci sadrzaj
H20, izmjeren je pri tretmanu 30°C (Slika 5.39.). Nesto manji sadrzaj H,O, izmjeren je

u kontroli 1 pri tretmanu 10°C, no izmedu njih nije bilo znacajne razlike.

HZOZ
(nmol gt sv.t)
~
8

kontrola
10°C

30°C

Slika 5.39. Prosje¢an sadrzaj vodikovog peroksida (H,O,; nmol g™ sv.t.), u prosjeku za dva

kultivara soje, po tretmanima. Znacajne razlike izmedu tretmana oznacene su razli¢itim slovima
prema LSD testu (A,B: P <0,01).

Pri tretmanu 30°C Tena je imala najveéi sadrzaj vodikovog peroksida
(11,122 nmol g* sv.t.), a najmanji sadrzaj H,O, imala je Zora u kontroli
(7,884 nmol g™ sv.t.). Utjecaj kultivara nije bio znadajan na sadrzaj H,O; u tkivu lista
soje pri kontrolnim uvjetima i primijenjenim tretmanima (Tablica 5.26.).

Tretman nije imao znacajan utjecaj na sadrzaj H,O, kod Tene, dok je kod Zore imao
vrlo znacajan utjecaj (Tablica 5.26.). Najnizi sadrzaj HO, kod Tene izmjeren je pri
tretmanu 10°C, a najvisi sadrzaj izmjeren je pri tretmanu 30°C. Zora je imala najvisi
sadrzaj HO, pri tretmanu 30°C, a najnizi u kontrolnim uvjetima. Sadrzaj H,O, kod
Zore u kontroli znacajno je nizi od sadrzaja pri tretmanu 30°C, dok se izmjereni sadrzaj

H20, pri tretmanu 10°C nije znacajno razlikovao od sadrzaja u kontroli i pri tretmanu
30°C.
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Tablica 5.26. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na sadrzaj vodikovog peroksida (H,O,;
nmol g™ sv.t.), intenzitet lipidne peroksidacije (LP; nmol TBA g* sv.t.), sadrzaj slobodnog
prolina (prolin; umol g sv.t.) i sadrzaj ukupnih fenola (fenoli; mg GA g™ sv.t.) u tkivu listova
soje (podaci su prosjek Cetiri ponavljanja;, ANOVA, F test; prosjeci kultivara oznacenih istim
slovom ne razlikuju se prema LSD testu (a,b: P < 0,05); prosjeci tretmana oznacenih istim
slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y: P <0,01)).

Kontrola  10°C  30cc Pt~ P ontola 10 30ec Ftest- =
tretman tretman tretman tretman
H,0, (nmol g* sv.t.) Prolin (umol g™ sv.t.)
9,770 8,862 11,122 0,446 0490 1,158
TENA f / . 359 00714 e v o 2872 0,0001
7,884 8586 9,841 0,513 0421 1,159
ZORA iy v o 836  0,0089 v iy v 37,14  <0,0001
F test - 4,61 031 391 253 307 0,00
kultivar
P-
wiltvar 00753 05955 00954 01625 0,303  0,9965
LP (nmol TBA gt sv.t) Fenoli (mg GA g sv.t)
28,828 50,390 43,668 2,694 2894 3,084
TENA Iy X s 1975 00005 ) | ) 2,99 0,1010
30,162 47,613 34,190 2,827 2013 2,967
ZORA Iy % Liv 1267 00024 | | ) 0,98 04124
Pl 015 0,58 6,98 0,70 0,09 0,56
kultivar
. 07151 04742 0,0384 04347 07700  0,4830
kultivar

5.2.3.2. Intenzitet lipidne peroksidacije u tkivu lista soje

Analizirajuéi intenzitet lipidne peroksidacije (LP) u prosjeku za sve tretmane, kultivar
nije znacajno utjecao na intenzitet LP u tkivu lista soje (Tablica 5.25.). U prosjeku za
sve tretmane Tena je imala nesto veéi intenzitet LP (40,96 nmol TBA g™ sv.t.) u odnosu
na Zoru (37,32 nmol TBA g™ sv.t.), no to nije bilo statisti¢ki zna¢ajno.

Analizirajuéi intenzitet LP u prosjeku za sve kultivare tretman je imao vrlo znacajan
utjecaj na intenzitet LP u tkivu lista soje (Tablica 5.25.). U kontroli je izmjeren
znacajno najmanji intenzitet LP u prosjeku za sve kultivare (Slika 5.40.). Nesto veci
intenzitet LP imali su prosjec¢no kultivari soje pri tretmanu 30°C, ¢ije vrijednosti su se
znaCajno razlikovale od kontrole i1 tretmana pri 10°C. Najveéi 1 znacajno razliCit

intenzitet LP su imali kultivari soje pri tretmanu 10°C.
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Slika 5.40. Prosje¢ne vrijednosti intenziteta lipidne peroksidacije (LP; nmol TBA g™ sv.t.), u
prosjeku za dva kultivara soje, po tretmanima. Znacajne razlike izmedu tretmana oznacene su
razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B,C: P <0,01).

Najvedi intenzitet lipidne peroksidacije (LP) u tkivu lista soje izmjeren je kod Tene pri
tretmanu  10°C (50,390 nmol TBA g' sv.t), a najmanji kod Tene u kontroli
(28,828 nmol TBA g™ sv.t.). Kultivar nije znacajno utjecao na intenzitet LP u kontroli i
pri tretmanu 10°C, dok je pri tretmanu 30°C znacajno utjecao (Tablica 5.26.). Pri
tretmanu 30°C Zora je imala zna€ajno manji intenzitet LP od Tene, prema LSD testu pri
P <0,05.

Tretman je imao vrlo znaCajan utjecaj na intenzitet LP u tkivu lista soje kod oba
kultivara (Tablica 5.26.). Tena je imala najve¢i intenzitet LP pri tretmanu 10°C, a
najmanji u kontroli. Izmedu tretmana pri 10°C i1 30°C nije bilo znacajne razlike, no u
kontroli je izmjeren znacajno manji intenzitet LP u odnosu na navedene tretmane.
Najve¢i intenzitet LP kod Zore je izmjeren pri tretmanu 10°C i on se znacajno
razlikovao od kontrole i tretmana pri 30°C. Najmanji izmjereni intenzitet LP, kod Zore,

je bio u kontroli i on se nije znacajno razlikovao od tretmana pri 30°C.
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5.2.3.3. Sadrzaj slobodnog prolina u tkivu lista soje

Analizirajuci rezultate prosjeno za sve tretmane, Kultivar nije znacajno utjeca0 na
sadrzaj slobodnog prolina u tkivu lista soje (Tablica 5.25.). Tena i Zora su u prosjeku za
sve tretmane imala jednake vrijednosti za sadrzaj slobodnog prolina

(0,698 pmol g sv.t.) u tkivu lista soje.

0,8

Prolin
(umol gt sv.t.)

kontrola
10°C

30°C

Slika 5.41. Prosje¢an sadrzaj slobodnog prolina (umol g* sv.t.), u prosjeku za dva kultivara

soje, po tretmanima. Znacéajne razlike izmedu tretmana oznaene su razli¢itim slovima prema
LSD testu (A,B: P <0,01).

U prosjeku za sve kultivare tretman je vrlo znacajno utjecao na sadrzaj slobodnog
prolina u tkivu lista soje (Tablica 5.25.). Najnizi sadrzaj prolina je izmjeren, u prosjeku
za sve kultivare, pri tretmanu 10°C (Slika 5.41.). U kontroli izmjeren je sadrzaj
slobodnog prolina koji nije bio znacajno visi od sadrzaja prolina pri tretmanu 10°C, no
bio je znacajno nizi od sadrzaja prolina pri tretmanu 30°C. U prosjeku za sve tretmane,
sadrZaj prolina pri tretmanu 30°C bio je znacajno najveci u odnosu na kontrolu i tretman
pri 10°C.

Najve¢i sadrzaj slobodnog prolina je izmjeren kod Zore pri tretmanu 30°C
(1,159 umol g* sv.t.), a najmanji kod Zore pri tretmanu 10°C (0,421 pmol g™ sv.t.).
Utjecaj kultivara na sadrzaj slobodnog prolina u tkivu lista soje nije bio znacajan pri

nijednim primijenjenom tretmanu (Tablica 5.26.).
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Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na sadrzaj slobodnog prolina u tkivu lista soje
kod oba kultivara (Tablica 5.26.). Kod Tene, najveci sadrzaj slobodnog prolina je
izmjeren pri tretmanu 30°C, dok je znacajno manji sadrzaj prolina izmjeren pri tretmanu
10°C 1 jo$ manje vrijednosti u kontroli. Izmedu kontrole i tretmana pri 10°C nije bilo
znacajne razlike. Najveci sadrzaj slobodnog prolina kod Zore izmjeren je pri tretmanu
30°C, a najmanji pri tretmanu 10°C. Izmedu kontrole i tretmana pri 10°C u sadrzaju
prolina nije bilo znacCajne razlike. Zora je pri temperaturnom tretmanu 30°C imala
znacajno veéi sadrzaj prolina, nego u kontrolnim uvjetima i temperaturnom rezimu pri

10°C.

5.2.3.4. Sadrzaj ukupnih fenola u tkivu lista soje

Analizirajuéi rezultate u prosjeku za sve tretmane, kultivar nije znacajno utjecao na
sadrzaj ukupnih fenola u tkivu lista soje (Tablica 5.25.). Tena je u prosjeku za sve
tretmane imala nesto nize vrijednosti za sadrzaj ukupnih fenola (2,89 mg GA g™ sv.t.) u
odnosu na Zoru (2,90 mg GA g™ sv.t.), no one nisu bile statisti¢ki znadajne.

Tretman, u prosjeku za sve kultivare prema pojedinim tretmanima, je znacajno utjecao
na sadrzaj ukupnih fenola u tkivu lista soje (Tablica 5.25.). U prosjeku za sve kultivare
sadrzaj ukupnih fenola u kontroli bio je najnizi, a najvisi pri tretmanu 30°C (Slika
5.42.). Sadrzaj ukupnih fenola u tkivu u kontroli se znacajno razlikovao od sadrzaja
fenola pri tretmanu 30°C, no nije se razlikovao od tretmana pri 10°C, prema LSD testu
pri P < 0,05. Izmedu tretmana 30°C i 10°C nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u

sadrZaju fenola.

Najve¢i sadrzaj ukupnih fenola izmjeren je kod Tene pri tretmanu 30°C
(3,084 mg GA g sv.t), a najmanji kod Tene u kontroli (2,694 mg GA g* sv.t).
Kultivar nije imao znacajan utjecaj na sadrzaj ukupnih fenola u kontroli i pri
primijenjenim tretmanima (Tablica 5.26.).

Tretman nije imao znacajan utjecaj na sadrzaj ukupnih fenola u tkivu lista soje kod oba

kultivara (Tablica 5.26.).
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Slika 5.42. Prosje¢an sadrzaj ukupnih fenola (mg GA g sv.t.), u prosjeku za dva kultivara soje,
po tretmanima. Znacajne razlike izmedu tretmana oznacene su razli¢itim slovima prema LSD

testu (a,b: P <0,05).
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5.2.4. Enzimski pokazatelji stresa kod soje u fenoloskoj fazi pune cvatnje

Analizom dobivenih rezultata mjerenja ukupne i specificne aktivnosti antioksidativnih
enzima u tkivu lista soje ocijenjen je utjecaj kultivara, tretmana i njihove interakcije na
enzimske pokazatelje stresa soje u fenoloSkoj fazi pune cvatnje (Rz). Prema
vrijednostima F testa kultivar je imao vrlo znacajan utjecaj na ukupnu (u) aktivnost
askorbat-peroksidaze (APX) i znacajan na specifi¢nu (s) aktivnost askorbat-peroksidaze
(Tablica 5.27.). Kultivar nije imao znacajan utjecaj na ukupnu i specificnu aktivnost
ostalih enzima. Tretman je imao vrlo zna¢ajan utjecaj na ukupnu i specifi¢nu aktivnost
askorbat-peroksidaze i gvajakol-peroksidaze (GPOX), te znacajan utjecaj na ukupnu i
specifi¢nu aktivnost katalaze (CAT) i specifiénu aktivnost glutation-reduktaze (GR). Na
ukupnu aktivnost GR, prema F testu, tretman nije imao znacajan utjecaj. Interakcija
kultivar x tretman je imala vrlo zna¢ajan utjecaj na specifi¢nu aktivnost CAT i GPOX,
te znacajan utjecaj na ukupnu aktivnost APX i GPOX. Na ukupnu aktivnost CAT i GR,
te na specifi¢nu aktivnost APX i GR interakcija kultivar x tretman nije imala znacajan

utjecaj.

Tablica 5.27. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na ukupnu (u) i specifi¢nu (s) aktivnost
enzima askorbat-peroksidaze (APX), katalaze (CAT), gvajakol-peroksidaze (GPOX) i
glutation-reduktaze (GR) u fazi pune cvatnje (prikazani podaci su izraunate razine znacajnosti
(P) prema F testu).

APXu CATu GPOXu GRu APXs  CATs GPOXs GRs

KULTIVAR (A) F test 8,37 0,29 4,05 1,46 6,23 0,31 3,62 3,98

P 0,0097 05959 0,0593 0,2422 | 0,0225 0,5824 0,0769 0,0613

TRETMAN (B) Ftest 66,58 3,83 16,81 2,83 84,01 5,08 14,33 4,81

P <0,0001 0,0410 <0,0001 0,0856 | <0,0001 0,0178 0,0002 0,0212

INTERAKCIJA (AxB) F test 4,33 2,94 4,95 0,29 2,46 6,18 11,83 0,19

P 0,0292 0,0785 0,0193 0,7535 | 0,1138 0,0090 0,0005 0,8320
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5.2.4.1. Aktivnost askorbat-peroksidaze u tkivu lista soje

Analiziraju¢i ukupnu i specificnu aktivnost enzima askorbat-peroksidaze (APXu;
APXs) u prosjeku za sve tretmane, kultivar je vrlo znacajno utjecad0 na ukupnu i
znacajno na specificnu aktivnost APX u tkivu lista soje (Tablica 5.27.). Tena je, u
prosjeku za sve tretmane, imala vrlo znafajno nizu aktivnost APXu
(17,62 pmol min™ g sv.t.) u odnosu na Zoru (20,56 pmol min™® g sv.t.). Tena je u
prosjeku za sve tretmane, imala znaCajno manju specificnu aktivnost APX
(0,81 umol min mg™ prot.) od Zore (0,93 umol min™ mg™ prot.), prema LSD testu pri
P <0,05.

Prema F testu, u prosjeku za sve tretman je vrlo znacajno utjecao na ukupnu i specifi¢nu
aktivnost enzima askorbat-peroksidaze (APX) u tkivu lista soje (Tablica 5.27.). U
prosjeku za sve kultivare ukupna aktivnost APX bila je najveca
(27,33 umol min™ g™ sv.t.) i znacajno razlicita pri tretmanu 30°C u odnosu na aktivnost
u kontroli i pri tretmanu 10°C (Slika 5.43.). Najniza aktivnost APXu
(14,09 pmol min™ g™ sv.t.), u prosjeku za sve kultivare, bila je u kontroli, ali nije bila
znacajno razli¢ita od aktivnosti pri tretmanu 10°C. Specificna aktivnost APX pri
tretmanu 30°C je bila najvecéa (1,29 pmol min™ mg™ prot.) i znagajno razli¢ita u odnosu
na aktivnost u kontroli i pri 10°C (Slika 5.44.). Najniza aktivnost APXs bila je u
kontroli (0,63 umol min™ mg™ prot.), no nije se znaGajno razlikovala u odnosu na

aktivnost pri tretmanu 10°C.
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Slika 5.43. Prosje¢na ukupna aktivnost enzima askorbat-peroksidaze (APXu), katalaze (CATu),
gvajakol-peroksidaze (GPOXu) i glutation-reduktaze (GRu) u listovima dva kultivara soje
(umol min™ g sv.t.), po tretmanima. Znacajne razlike izmedu tretmana oznagene su razligitim
slovima prema LSD testu (A,B: P <0,01; a,b: P <0,05).
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Slika 5.44. Prosje¢na specifi¢na aktivnost enzima askorbat-peroksidaze (APXs), katalaze
(CATSs), gvajakol-peroksidaze (GPOXs) i glutation-reduktaze (GRs) u listovima dva kultivara
soje (umol min™ mg™ prot.), po tretmanima. Znacajne razlike izmedu tretmana oznacene su
razli¢itim slovima prema LSD testu (A,B: P <0,01; a,b: P <0,05).
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Tablica 5.28. Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na ukupnu (u) i specifi¢nu (s) aktivnost
enzima askorbat-peroksidaze (APX), katalaze (CAT), gvajakol-peroksidaze (GPOX) i
glutation-reduktaze (GR) u listovima soje (podaci su izrazeni u u: pmol min™ g* sv.t.; s:
umola min™ mg™ prot.; podaci su prosjek etiri ponavljanja; ANOVA, F test; prosjeci kultivara
oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (A,B: P <0,01; a,b: P < 0,05); prosjeci
tretmana oznacenih istim slovom ne razlikuju se prema LSD testu (X,Y: P <0,01).

Kontrola  10°c  30cc Pt P dontola 10°c 30 St i
tretman  tretman tretman tretman
APXu APXs
(umola min™ g7 sv.t) (umola min™ mg™ prot.)
13,647 15,471 23,744 0,624 0,646 1,162
TENA /Y /Y b/ X 18,88 0,0006 1Y 1Y /X 24,12 0,0002
14,535 16,238 30,921 0,642 0,717 1,419
ZORA /Y /Y al X 51,63 <0,0001 Y 1Y X 72,11 <0,0001
F test -
Kultivar 0,37 0,48 8,61 0,08 3,00 4,90
K P.- 0,5632 0,5155 0,0261 0,7879 0,1338 0,0688
ultivar
CATu CATs
(umola min™ g7 sv.t) (umola min™ mg™ prot.)
20,71 32,21 71,579 1,580 1,818 4,463
TENA /Y /Y al X 10,97 0,0039 1Y 1Y alX 15,68 0,0012
ZORA 37,87 54,42 46,405 041 0,6730 2,497 3,328 2,714 057 0,5830
/ / b/ / / b/
SlEsie 174 106 11,23 289 245 1275
kultivar
P.- 0,2347 0,3431 0,0154 0,1399 0,1688 0,0118
kultivar
GPOXu GPOXs
(umola min™ gt sv.t) (nmola min™ mg™ prot.)
3,631 3,427 3,969 0,317 0,295 0,299
TENA / Q) B/ 3,40 0,0796 / / B/ 0,64 0,5504
3,990 3,070 4,862 0,337 0,247 0,396
ZORA XY b/Yy AlX 14,07 0,0017 Y, Y Al X 25,85 0,0002
kF test - 1,07 989 2388 0,70 438 36,89
ultivar
P._ 0,3414 0,0199 0,0027 0,4349 0,0813 0,0009
kultivar
GRu GRs
(wmola min™ g sv.t.) (nmola min™ mg* prot.)
0,126 0,208 0,124 0,0097 0,0127 0,0077
TENA / / AJ 2,01 0,1903 / / Al 3,15 0,0920
ZORA 0,121 0,153 0,086 1,07 0,3845 0,0082 0,0094 0,0050 1,99 0,1923
/ / B/ / / B/
e 0,02 066 37,93 0,31 164 2897
kultivar
P.- 0,9039 0,4489 0,0008 0,5988 0,2477 0,0017
kultivar

Najve¢u ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze (APXu) je imala Zora pri tretmanu
30°C (30,921 pmol min™ g'l sv.t.), a najnizu je imala Tena u kontroli

(13,647 pumol min™ g™ sv.t.). Kultivar nije imao znaajan utjecaj na ukupnu aktivnost
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askorbat-peroksidaze u kontroli i pri tretmanu 10°C, dok je pri tretmanu 30°C imao
znacajan utjecaj (Tablica 5.28.). Zora je imala u kontroli i pri tretmanima 10°C i 30°C
vecu aktivnost APXu od Tene. Pri tretmanu 30°C Tena je imala znacajno manju ukupnu
aktivnost APX od Zore, prema LSD testu pri P <0,05.

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na ukupnu aktivnost askorbat-peroksidaze kod
oba kultivara soje (Tablica 5.28.). Tena i Zora najvecu aktivnost APXu imale su pri
tretmanu 30°C, a najmanju u kontroli. Kod oba kultivar ukupna aktivnost APX pri
tretmanu 30°C bila ja znacajno ve¢a u odnosu na aktivnost u kontroli 1 pri tretmanu
10°C. Izmedu vrijednosti ukupne aktivnosti APX u kontroli i pri tretmanu 10°C nije

bilo znacajne razlike.

Najnizu specifiénu aktivnost askorbat-peroksidaze (APXs) u tkivu lista soje je imala

' 'mg? prot.), a najvisu Zora pri tretmanu 30°C

Tena u kontroli (0,624 pmol min
(1,419 umol min™ mg™ prot.). Kultivar nije imao znagajan utjecaj na APXs u kontroli i
pri primijenjenim  tretmanima  (Tablica  5.28.).  Specificna  aktivnost
askorbat-peroksidaze je bila visa kod Zore u odnosu na Tenu pri svim primijenjenim
tretmanima.

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na APXs u tkivu lista soje kod oba kultivara
(Tablica 5.28.). Tena i Zora su imale najvecu aktivnost APXs pri tretmanu 30°C, a
najnizu u kontroli. Pri tretmanu 30°C oba kultivara su imala znac¢ajno vecu aktivnost

APXs u odnosu na kontrolu i tretman pri 10°C. Izmedu kontrole i tretmana pri 10°C,

kod oba kultivara, nije bilo znacajne razlike.

5.2.4.2. Aktivnost katalaze u tkivu lista soje

Analiziraju¢i ukupnu i specifi¢nu aktivnost enzima katalaze (CAT) u prosjeku za sve
tretmane kultivar nije imao znacajan utjecaj na aktivnost CATu i CATs u tkivu lista soje
(Tablica 5.27.). U prosjeku za sve tretmane Tena je imala nizu aktivnost CATu
(41,50 pmol min™ g™ sv.t.) od Zore (46,23 pmol min™ g* sv.t.). Tena je u prosjeku za
sve tretmane imala nizu specifi¢nu aktivnost enzima CAT (2,62 umol min™ mg™ prot.)

u odnosu na Zoru (2,85 pmol min™ mg™ prot.).
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Tretman je u prosjeku za sve kultivare pri pojedinim tretmanima znacajno utjecao na
ukupnu i specifi¢nu aktivnost enzima katalaze (CAT) u tkivu lista soje (Tablica 5.27.).
NajniZa ukupna aktivnost CAT (29,29 umol min™ g™ sv.t.), u prosjeku za sve kultivare,
bila je u kontroli i nije se znacajno razlikovala od nesto vece aktivnosti pri tretmanu
10°C, prema LSD testu pri P < 0,05 (Slika 5.43.). Najveca aktivnost CATu bila je pri
tretmanu 30°C (58,99 pumol min™ g™ sv.t.) te se znaGajno razlikovala od aktivnosti u
kontroli, ali nije bilo znacajne razlike od aktivnosti pri tretmanu 10°C. Specificna
aktivnost enzima katalaze, u prosjeku za sve Kkultivare, bila je najniza u kontroli
(2,04 umol min™ mg™ prot.), a najveéa pri tretmanu 30°C (3,59 umol min™ mg™ prot.;
Slika 5.44.). U prosjeku za sve kultivare, aktivnost CATs pri tretmanu 30°C bila je
znacajno veca u odnosu na aktivnost u kontroli, ali ne i u odnosu na aktivnost pri
tretmanu 10°C, prema LSD testu pri P < 0,05. Izmedu aktivnosti CATs u kontroli i pri

tretmanu 10°C nije bilo znacajne razlike.

Najvecu ukupnu aktivnost katalaze (CATu) je imala Tena pri tretmanu 30°C
(71,579 umol min™ g' svit), a najnizu je imala Tena u kontroli
(20,71 pmol min™ g sv.t.). Kultivar nije imao znacajan utjecaj na CATu u kontroli i pri
tretmanu 10°C, ali je ima0 znaajan utjecaj pri tretmanu 30°C (Tablica 5.28.). U
kontroli 1 pri tretmanu 10°C Zora je imala vecu ukupnu aktivnost CAT od Tene. Pri
tretmanu 30°C Tena je imala znacajno vecu aktivnost CATu od Zore, prema LSD testu
pri P <0,05.

Tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na aktivnost CATu kod Tene, dok kod Zore nije
imao znacajan utjecaj (Tablica 5.28.). Tena je imala znacajno najvecu aktivnost CATu
pri tretmanu 30°C, dok se najniza aktivnost u kontroli i neSto veca aktivnost pri
tretmanu 10°C nisu medusobno znacajno razlikovale. Zora je najvecu aktivnost CATu

imala pri tretmanu 30°C, a najmanju u kontroli.

Specifi¢na aktivnost katalaze (CATs) najveca je izmjerena kod Tene pri tretmanu 30°C
(4,463 pmol min® mg' prot), a najniza kod Tene u kontroli
(1,580 umol min™ mg™ prot.). Kultivar nije imao znagajan utjecaj na aktivnost CATs u
kontroli i pri tretmanu 10°C, dok je pri tretmanu 30°C ima0 znacajan utjecaj (Tablica
5.28.). U kontroli i pri tretmanu 10°C Zora je imala vecu aktivnost od Tene. Pri
tretmanu 30°C Zora je imala znacajno nizu aktivnost od Tene, prema LSD testu pri

P <0,05.
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Prema F testu, tretman je imao vrlo znac¢ajan utjecaj na aktivnost CATs kod Tene, no
kod Zore nije imao znacajnu aktivnost (Tablica 5.28.). Tena je imala znacajno najveéu
aktivnost pri tretmanu 30°C. Najniza aktivnost CATs kod Tene je izmjerena u kontroli i

nije se znacajno razlikovala od nesto vece vrijednosti aktivnosti CATs pri tretmanu

10°C.

5.2.4.3. Aktivnost gvajakol-peroksidaze u tkivu lista soje

Analiziraju¢i ukupnu i specifiénu aktivnost enzima gvajakol-peroksidaze (GPOX) u
prosjeku za sve tretmane kultivar nije imao znacajan utjecaj na aktivnost enzima u tkivu
lista soje (Tablica 5.27.). U prosjeku za sve tretmane, Tena je imala nizu ukupnu
aktivnost GPOX (3,64 pmol min™ g sv.t.) u odnosu na Zoru (3,97 pmol min™ g sv.t.).
Tena je u prosjeku za sve tretmane imala nizu specificnu aktivnost GPOX

(0,30 pmol min™ mg™ prot.) u odnosu na Zoru (0,33 pmol min™ mg™ prot.).

Analizirajuci rezultate svih kultivara pri pojedinim tretmanima, prema F testu, tretman
je vrlo znac¢ajno utjecao na ukupnu i specifi¢nu aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOX)
u tkivu lista soje (Tablica 5.27.). U prosjeku za sve kultivare, najniza aktivnost GPOXu
bila je pri tretmanu 10°C (3,25 pmol min™ g* sv.t.), a najveéa aktivnost bila je pri
tretmanu 30°C (4,42 pmol min™ g sv.t.; Slika 5.43.). Ukupna aktivnost GPOX pri
tretmanu 10°C nije se vrlo znaCajno razlikovala od aktivnosti u kontroli, dok se
aktivnost enzima pri 30°C znacajno razlikovala od aktivnosti ostalih tretmana.
Specifi¢na aktivnost enzima GPOX, u prosjeku za sve kultivare, najniza je bila pri

! mg! prot), a najveéa pri tretmanu 30°C

tretmanu 10°C (0,27 umol min
(0,35 umol min* mg™ prot.; Slika 5.44.). Izmedu aktivnosti u kontroli i pri tretmanu
30°C nije bilo znacajnih razlika, dok se aktivnost pri 10°C znacajno razlikovala od

ostalih tretmana.

Najveca ukupna aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOXu) izmjerena je kod Zore pri
tretmanu 30°C (4,862 pumol min™ g™ sv.t.), a najniza kod Zore pri tretmanu 10°C
(3,070 umol min™ g* sv.t). Kultivar u kontroli nije znagajno utjecao na aktivnost
GPOXu, pri tretmanu 10°C je znacajno utjecao, a pri tretmanu 30°C je vrlo znacajno

utjecao (Tablica 5.28.). Pri tretmanu 10°C Tena je imala znacajno vecu aktivnost od
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Zore, prema LSD testu pri P < 0,05. Pri tretmanu 30°C Tena je imala vrlo znac¢ajno nizu
aktivnost GPOXu od Zore.

Tretman nije imao vrlo znacajan utjecaj na ukupnu aktivnost GPOX kod Tene, ali je
kod Zore imao vrlo znaajan utjecaj (Tablica 5.28.). Tena je imala najvecu aktivnost
GPOXu pri tretmanu 30°C, a pri tretmanu 10°C najnizu. Zora je najvecu aktivnost
GPOXu imala pri tretmanu 30°C, a najnizu pri tretmanu 10°C. Izmjerene aktivnosti
GPOXu, kod Zore, pri tretmanu 30°C i 10°C su se znacajno razlikovale. Aktivnost u

kontroli se nije zna¢ajno razlikovala od onih pri ostalim tretmanima.

Najveca specificna aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOXSs) izmjerena je kod Zore pri
tretmanu 30°C (0,396 umol min™ mg™ prot.), a najniza kod Zore pri tretmanu 10°C
(0,247 pmol min™ mg™ prot.). Kultivar nije imao znagajan utjecaj na aktivnost GPOXs
u kontroli i pri tretmanu 10°C, no imao je vrlo znaajan utjecaj pri tretmanu 30°C
(Tablica 5.28.). Pri tretmanu 30°C Tena je u odnosu na Zoru imala zna¢ajno manju
aktivnost GPOXGs.

Tretman nije imao znacajan utjecaj na aktivnost GPOXs kod Tene, dok je kod Zore
imao vrlo znacajan utjecaj (Tablica 5.28.). Kod Zore znacajno najveca aktivnost
izmjerena je pri tretmanu 30°C, dok je najniza aktivnost izmjerena pri tretmanu 10°C.

Nije bilo znacajne razlike izmedu aktivnosti u kontroli i pri tretmanu 10°C kod Zore.

5.2.4.4. Aktivnost glutation-reduktaze u tkivu lista soje

Analizirajuéi rezultate svih tretmana za pojedini kultivar, prema F testu, kultivar nije
znacajno utjeca0 na ukupnu i specifi¢nu aktivnost glutation-reduktaze (GR) u tkivu lista
soje (Tablica 5.27.). U prosjeku za sve tretmane Tena je imala vecu ukupnu aktivnost
GR (0,153 pmol min™ g™ sv.t.) od Zore (0,120 pmol min™® g* sv.t.). Zora je imala
najmanju specifi¢nu aktivnost GPOX (0,0075 pmol min™ mg™ prot.), u prosjeku za sve

tretmane, u odnosu na Tenu (0,01 pmol min™ mg™ prot.).

U prosjeku za sve kultivare tretman je znacajno utjecao na specificnu aktivnost enzima
glutation-reduktaze (GR) u tkivu lista soje, dok na ukupnu aktivnost nije znacajno
utjecao (Tablica 5.27.). U prosjeku za sve kultivare najvec¢a ukupna aktivnost enzima

GR bila je pri tretmanu 10°C (0,181 pmol min™ g'l sv.t.), a najmanja pri tretmanu 30°C
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(0,105 pmol min™? g? sv.t.; Slika 5.43.). Najveca specificna aktivnost enzima GR, u
prosjeku za sve kultivare, bila je pri tretmanu 10°C (0,0111 pmol min™ mg™ prot.) i
znaCajno se razlikovala od tretmana pri 30°C, dok se od kontrole nije znacajno
razlikovala, prema LSD testu pri P < 0,05 (Slika 5.44.). Najmanja aktivnost GRs bila je
pri tretmanu 30°C (0,0063 pmol min™ mg™ prot.) i nije se znagajno razlikovala od nesto

vece aktivnosti u kontroli.

Najvecu ukupnu aktivnost glutation-reduktaze (GRu) je imala Tena pri tretmanu 10°C

(0,208 pmol min? g*

sv.t.), a najnizu je imala Zora pri tretmanu 30°C
(0,086 pmol min™ g* sv.t.). Kultivar nije imao znacajan utjecaj na GRs u kontroli i pri
tretmanu 10°C, dok je pri tretmanu 30°C imao vrlo znacajan utjecaj (Tablica 5.28.). Pri
tretmanu 30°C Tena je imala zna¢ajno vecu aktivnost GRu od Zore.

Prema F testu, tretman nije imao znac¢ajan utjecaj na aktivnost GRu kod oba kultivara
(Tablica 5.28.). Oba kultivara su imala najve¢u ukupnu aktivnost GR pri tretmanu

10°C, a najmanju pri tretmanu 30°C.

Najvecu specificnu aktivnost glutation-reduktaze (GRs) je imala Tena pri tretmanu
10°C (0,0127 pmol min™® mg™ prot.), a najnizu je imala Zora pri tretmanu 30°C
(0,0050 pmol min™* mg™ prot.). Kultivar, prema F testu, nije imao znacajan utjecaj na
GRs u kontroli i pri tretmanu 10°C, dok je pri tretmanu 30°C imao vrlo znacajan utjecaj
(Tablica 5.28.). Znacajno vecu aktivnost GRs imala je Tena u odnosu na Zoru pri
tretmanu 30°C.

Tretman nije imao znacajan utjecaj na aktivnost GRs kod oba kultivara (Tablica 5.28.).
Tena i Zora su imale najvecu aktivnost GRs pri tretmanu 10°C, a najmanju pri tretmanu

30°C.
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5.3. KORELACIJSKE POVEZANOSTI IZMEDU ISPITIVANIH
POKAZATELJA U FAZI KLIJANJE-NICANJE | FAZI CVATNJE

Linearnom korelacijskom analizom mjerenih pokazatelja reakcije soje na stres, u fazi
klijanje-nicanje utvrden je velik broj znacajnih veza. Od svih mjerenih pokazatelja,
jedino sadrzaj peroksida (H20,) nije korelirao s nijednim pokazateljem, osim pozitivno
s klijavosti sjemena (KL%) na razini znacajnosti P < 0,05 (Tablica 5.29.; r = 0,358%).
Klijavost je na istoj razini znacajnosti negativno korelirala s GPOXs (r = -0,304%).
Nasuprot tomu, masa klijanca (MK) je vrlo znacajno korelirala (P < 0,01) s nizom
pokazatelja, i to pozitivno s masom hipokotila (MH; r = 0,986**), CATs (r = 0,781**) i
GPOXs (r = 0,526**), a negativnho s LP (r = -0,818**), PRO (r = -0,522**), EF
(r=-0,651**), APXu (r = -0,817**), CATu (r = -0,605**), GPOXu (r = -0,763**),
GRu (r = -0,572**) i GRs (r = -0,438**). Masa hipokotila (MH) je osim navedene
korelacije s MK, vrlo znacajno pozitivno korelirala s CATs (r = 0,788**) i GPOXs
(r=0,524**). Vrlo znafajne negativne povezanosti utvrdene su izmedu MH i LP
(r = -0,849**), PRO (r = -0,569**), UF (r = -0,684**), APXu (r = -0,831**), CATu
(r=-0,639**), GPOXu (r = -0,774**), GRu (r = -0,607**) i GRs (r = -0,471*%*).
Sadrzaj vodikovog peroksida (H,O) je pokazao samo jednu znacajnu korelaciju, s
KL%, kako je gore navedeno. Intenzitet lipidne peroksidacije (LP), osim navedenih
korelacija s MK 1 MH, pokazao je vrlo znacajnu pozitivnu povezanost s PRO
(r = 0,802**) ,UF (r = 0,766**), APXu (r = 0,708**), CATu (r = 0,600**), GPOXu
(r =0,712**), GRu (r = 0,751**) i GRs (r = 0,648**). Sa specifi¢nim aktivnostima
katalaze (CATS) i gvajakol-peroksidaze (GPOXs) je LP bio u vrlo zna¢ajnoj negativnoj
korelaciji (r = -0,741**, odn. r = -0,488**). Osim navedene vrlo znaCajne pozitivne
korelacije s LP, sadrzaj prolina u tkivu hipokotila (PRO) je znacajno negativno
korelirao s APXs i GPOXs (r = -0,326*, odn. r = -0,383*). Vrlo znacajna negativna
korelacija je utvrdena izmedu PRO 1 CATs (r = -0,500%), a vrlo znacajne pozitivne
korelacije su bile s UF (r = 0,861**), APXu (r = 0,464**), CATu (r = 0,457**), GPOXu
(r=0,479**), GRu (r = 0,936**) i GRs (r = 0,893*%*).
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Tablica 5.29. Znacajnost linearnih korelacija izmedu ispitivanih pokazatelja u fenofazi klijanje-nicanje. KL% - klijavost; MK - masa klijanca; MH - masa
hipokotila; H,O, - sadrzaj vodikovog peroksida; LP - intenzitet lipidne peroksidacije; PRO - sadrzaj slobodnog prolina; UF - sadrZaj ukupnih fenola; APXu -
ukupna aktivnost askorbat- peroksidaze; APXs - specifi¢na aktivnost askorbat-peroksidaze; CATu - ukupna aktivnost katalaze; CATS - specifi¢na aktivnost
katalaze; GPOXu - ukupna aktivnost gvajakol-peroksidaze; GPOXs - specifi¢na aktivnost gvajakol-peroksidaze; GRu - ukupna aktivnost glutation-reduktaze;
GRs - specifi¢na aktivnost gvajakol-peroksidaze (plavo = nema znacajnosti; zuto P < 0,05; crveno P < 0,01; + = korelacija pozitivnog smjera, - = korelacija
negativnog smjera).

MK MH H,0, LP PRO UF | APXu | APXs | CATu | CATs | GPOXu | GPOXs | GRu GRs
KL% +
MK
MH
H,0,
LP
PRO
UF
APXu
APXs
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CATs
GPOXu
GPOXs
GRu
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Ukupan sadrzaj fenola (UF), osim u prethodno navedenim korelacijama s MK, MH, LP
i PRO, bio je u vrlo znacajnoj negativnoj vezi s APXs (r = -0,407**), CATs
(r= -0,521**) i GPOXs (r = -0,465**). Vrlo znaCajne pozitivne korelacije UF je
pokazao s APXu (r = 0,584**), CATu (r = 0,629**), GPOXu (r = 0,659**), GRu
(r=0,893**) i GRs (r = 0,828**). Kod ukupne aktivnosti askorbat-peroksidaze
(APXu), osim navedenih korelacija s MK, MH, LP, PRO i UF, utvrdene su vrlo
znaCajne pozitivne korelacije s CATu (r = 0,722**), GPOXu (r = 0,846**), GRu
(r=0,541**) i GRs (r = 0,417**). Takoder je APXu bila u vrlo zna¢ajnoj negativnoj
korelaciji s CATs (r = -0,610**) te znacajnoj negativnoj korelaciji s GPOXs
(r = -0,384%*). Specificna aktivnost askorbat-peroksidaze (APXs) je pokazala manji broj
znacajnih korelacija, te je osim navedenih s PRO i1 UF, znacajno pozitivno korelirala s
CATs (r = 0,342*), a znacajno negativno s GRu (r = -0,313*). Jedina vrlo znacajna
pozitivna korelacija bila je s GPOXs (r = 0,473**). Ukupna aktivnost katalaze (CATu)
pokazala je osim navedenih korelacija s MK, MH, LP, PRO, UF i APXu, vrlo znacajne
pozitivne korelacije s GPOXu (r = 0,788**), GRu (r = 0,519**) i GRs (r = 0,427**).
Vrlo znacajna negativna korelacija je utvrdena s GPOXs (r = -0,406**). Specifi¢na
aktivnost katalaze (CATS) je osim navedenih korelacija s MK, MH, LP, PRO, UF,
APXu i APXs, pokazala vrlo zna¢ajnu pozitivnu korelaciju s GPOXs (r = 0,520%%*) te
vrlo znacajne negativne korelacije s GPOXu (r = -0,525**), GRu (r = -0,511**) i GRs
(r = -0,395**). Ukupna aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOXu) je osim navedenih
korelacija s MK, MH, LP, PRO, UF, APXu, CATu i CATs, vrlo znafajno pozitivho
korelirala s GRu (r = 0,583**) 1 GRs (r = 0,502**). Specificna aktivnost
gvajakol-peroksidaze (GPOXs) je pored navedenih korelacija s KL%, MK, MH, LP,
PRO, UF, APXu, APXs, CATu i CATs, pokazala i znacajnu negativnu korelaciju s GRu
(r = -0,370%*). Ukupna aktivnost glutation-reduktaze (GRu) je, kako je navedeno, bila u
znaCajnim korelacijama s APXs i GPOXs, te vrlo znacajnim s MK, MH, LP, PRO, UF,
APXu, CATu, GPOXu i GRs (r = 0,977**). Specificna aktivnost glutation-reduktaze
(GRs) pokazala je vrlo znacajne negativne korelacije s MK, MH i CATs, a pozitivne s

LP, PRO, UF, APXu, CATu, GPOXu i GRu.

Linearna korelacijska analiza, koja obuhvaca samo rezultate djelovanja temperaturnog
stresa u fazi klijanje-nicanje na mjerene pokazatelje, dala je puno manji broj znacajnih
korelacija. Vrlo znacajne (P < 0,01) pozitivne korelacije su utvrdene izmedu mase

klijanca (MK) i mase hipokotila (MH; r = 0,993**), intenziteta lipidne peroksidacije
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(LP) 1 sadrzaja prolina u hipokotilu (PRO; r = 0,963**), odnosno ukupne aktivnosti
askorbat-peroksidaze (APXu; r = 0,924**), te ukupnih aktivnosti gvajakol-peroksidaze
(GPOXu) i glutation-reduktaze (GRu; r = 0,986**). Znacajne pozitivne korelacije
(P <0,05) su utvrdene izmedu MK i CATs (r = 0,844*), MH i CATs (r = 0,833*), PRO
i APXu (r = 0,882%) te specifi¢nih aktivnosti gvajakol-peroksidaze i glutation-reduktaze
(GPOXs i GRs; r = 0,821%*). Znacajna negativna korelacija je utvrdena izmedu MH i LP
(r =-0,880%*), te LP i GRs (r = -0,850%).

Biljke dva kultivara soje su, nakon izlaganja temperaturnom stresu, u fazi cvatnje
pokazale relativno mali broj znacajnih korelacija izmedu mjerenih morfoloskih i
fizioloskih pokazatelja lista (Tablica 5.30.). Ukupna masa listova po biljci (ML) je bila
u znacajnoj (P < 0,05) pozitivnoj korelaciji s masom troliske (MT; r = 0,885%),
znacajnoj negativnoj vezi s UF (r = -0,856*) i APXu (r = -0,831%), te o¢ekivano vrlo
znacajnoj (P < 0,01) pozitivnoj vezi s brojem troliski po biljci (r = 0,954**). Broj
troliski po biljci (BT) je takoder pokazao i vrlo znacajnu negativnu vezu sa sadrzajem
fenola u listu (UF; r = -0,938**). Sadrzaj prolina u listu (PRO) je bio u vrlo znacajnim
pozitivnim korelacijama s ukupnom i specificnom aktivnosti askorbat-peroksidaze
(APXu, r = 0,928**; APXs, r = 0,958**). Ukupan sadrzaj fenola je osim navedenih
korelacija s ML i BT, pokazao znacajne pozitivne korelacije s CATu (r = 0,911%) i
CATs (r = 0,844*). Ukupna aktivnost askorbat-peroksidaze (APXu) je pored navedenih
korelacija s ML 1 PRO, pokazala znacajnu pozitivnu korelaciju s GPOXu (r = 0,818*) te
vrlo znaCajnu pozitivhu s APXs (r = 0,993**). Specificna aktivnost
askorbat-peroksidaze (APXs) je imala samo dvije, ve¢ navedene korelacije s PRO i
APXu. Ukupna aktivnost katalaze (CATu) je takoder pokazala samo dvije korelacije,
znacajnu pozitivnu s UF i vrlo znacajnu pozitivhu s CATs (r = 0,987**). Specificna
aktivnost katalaze (CATSs) je, kako je ve¢ navedeno, pozitivno korelirala s UF i CATu.
Osim znacajne pozitivne veze s APXu, ukupna aktivnost GPOXu je vrlo znacajno
pozitivno korelirala s GPOXs (r = 0,932%%*), §to je bila jedina korelacija koja je utvrdena
za GPOXs. Ukupna aktivnost glutation-reduktaze (GRu) i specifi¢na aktivnost istog
enzima (GRs) su bile u vrlo zna¢ajnoj pozitivnoj korelaciji (r = 0,932**), dok s ostalim
pokazateljima nisu bile znacajno povezane. Sadrzaj vodikovog peroksida (H;0,) i
intenzitet lipidne peroksidacije (LP) u listu soje nisu pokazali niti jednu znacajnu

korelaciju s ostalim pokazateljima.
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Tablica 5.30. Znacajnost linearnih korelacija izmedu ispitivanih morfoloskih i fizioloskih pokazatelja reakcije soje na temperaturni stres u fenofazi pune
cvatnje. ML - masa listova po biljci; MT - masa troliske; BT - broj troliski po biljci; H2O; - sadrzaj vodikovog peroksida; LP - intenzitet lipidne peroksidacije;
PRO - sadrzaj slobodnog prolina; UF - sadrzaj ukupnih fenola; APXu - ukupna aktivnost askorbat-peroksidaze; APXs - specifi¢na aktivnost
askorbat-peroksidaze; CATu - ukupna aktivnost katalaze; CATS - specifi¢na aktivnost katalaze; GPOXu - ukupna aktivnost gvajakol-peroksidaze; GPOXs -
specificna aktivnost gvajakol-peroksidaze; GRu - ukupna aktivnost glutation-reduktaze; GRs - specifi¢na aktivnost gvajakol-peroksidaze (plavo = nema
znacajnosti; zuto P < 0,05; crveno P < 0,01; + = korelacija pozitivhog smjera, - = korelacija negativnog smjera).

MT BT H20; LP PRO UF | APXu | APXs | CATu | CATs | GPOX | GPOX | GRu | GRs
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Izmedu mjerenih fotosintetskih pokazatelja u listu soje u cvatnji utvrden je velik broj
znacajnih korelacija (Tablica 5.31.). Vrlo znaajne pozitivne korelacije su utvrdene
izmedu: Fm/Fv i Fv/Fy (r = 0,995**), Fm i Fv (r = 0,957**), Fm i KL/CAR
(r=0,974**), Kl a i KI b (r = 0,939**), Kl a i KL (r = 0,997**), Kl a i CAR
(r=0,993**), KI b i KL (r = 0,962**), KI b i CAR (r = 0,936**), te KL i CAR
(r =0,991*%*).

Vrlo znaajne negativne korelacije su dobivene izmedu: Fm i Kl a/b (r = -0,931**), Fq i
Kl a (r = -0,989**), Fy i KL (r = -0,979**), Fo i CAR (r = -0,970**), Kl a i KL/CAR
(r=-0,927**), CAR i KL/CAR (r = -0,956**).

Znacajne pozitivne korelacije su utvrdene izmedu: Fm/Fv i Kl a (r = 0,916*), Fm/Fv i
Kl b (r = 0,899%), Fm/Fv i KL (r = 0,922*), Fm/Fv i CAR (r = 0,868*), t"2 i Kl a/b
(r=0,853*), Fm i Fy (r = 0,876*), Fo i KL/CAR (r = 0,902*%), Fv i KL/CAR
(r=0,894*%), Fv/Fy i Kl a (r = 0,890*), Fv/Fo i KI b (r = 0,904*), Fv/iFy i KL
(r=0,902*%), Fv/Fy i CAR (r = 0,840%), Kl a i Kl a/b (r = 0,848*), CAR i Kl a/b
(r =0,834%).

Znacajne negativne korelacije su utvrdene izmedu: t'2 i Fm (r = -0,870%), t'2 i Fv
(r=-0,845*), t¥4 i KL/CAR (r = -0,868*), Fm i Kl a (r = -0,878*%), Fm i KL
(r=-0,848*), Fm i CAR (r = -0,902*), Fo i Fv/Fy (r =-0,904* ), Fo i KI b (r = -0,897%),
Foi Kla/b (r =-0,891*), Fv i Kl a/b (r = -0,861*), KL i KL/CAR (r = -0, 911%*), te KI
a/b i KL/CAR (r =-0,911%).
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Tablica 5.31. Znacajnost linearnih korelacija izmedu ispitivanih fotosintetskih pokazatelja u listu soje nakon izlaganja temperaturnom stresu u fenofazi pune
cvatnje. Fm/Fv - maksimalni kvantni prinos PS II; t' - poluvrijeme porasta fluorescencije; Fm - maksimalna razina fluorescencije; Fo - minimalni intenzitet
fluorescencije; Fv - varijabilna fluorescencija; Fv/F, - omjer varijabilne i pocetne fluorescencije; Kl a - koncentracija klorofila a; Kl b - koncentracija klorofila
b; KL - ukupna koncentracija klorofila; CAR - koncentracija karotenoida; Kl a/b - omjer klorofila a i b; KL/CAR - omjer klorofila i karotenoida (plavo =
nema znacajnosti; Zuto P < 0,05; crveno P < 0,01; + = korelacija pozitivhog smjera, - = korelacija negativhog smjera).
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6. RASPRAVA

6.1. Utjecaj razine suSnog, solnog i temperaturnog stresa na klijavost i razvoj

klijanaca soje te utjecaj visokih i niskih temperatura na biljke u fazi cvatnje

U ovom doktorskom radu su istrazivanja provedena sa svrhom pojasnjenja odgovora
soje na tri glavna tipa abiotskog stresa (susni, solni i temperaturni stres), a na temelju
analize morfoloskih 1 fizioloskih pokazatelja u dvije razvojne faze soje. Kao prvi cilj
istrazivanja je zadano utvrditi utjecaj razine susnog, solnog i temperaturnog stresa na
Klijavost i razvoj klijanaca Sest kultivara soje te utjecaj visokih i niskih temperatura na

biljke dva kultivara soje u fazi cvatnje.

Kobraei i sur. (2011.) smatraju da su za ja¢inu utjecaja susnog stresa na rast i kona¢ni
urod zrna soje bitni razvojni stadij i trajanje stresa. Prema Burton (1997.), u vecini
zemalja gdje se soja proizvodi i postoje aktivni selekcijski programi, cilj istrazivanja je
stvaranje kultivara tolerantnih na suSu. U praksi, toleranciju na susu je teSko definirati
odredenim sortnim svojstvima jer stupanj otpornosti uvijek ovisi o jacini stresa. Iz tog
razloga, smatra autor, vrlo malo kultivara se definira kao tolerantno na susu. Phang i
sur. (2011.) smatraju da je unato¢ velikom broju istrazivanja u zadnjih desetak godina,

razumijevanje odgovora soje na osmotski stres jo§ uvijek preliminarno.

U prvoj fazi ovog istrazivanja je utjecaj osmotskog (susSnog), solnog i temperaturnog
stresa analiziran u fazi Klijanje-nicanje kod Sest kultivara soje. Primijenjeni stresni
tretmani su u cjelini imali znacajan utjecaj na klijavost soje (Tablica 5.1.), pri ¢emu se
postotci klijavosti u tretmanima solnog stresa i viSe razine susnog stresa nisu znacajno
razlikovali od kontrole. U istrazivanju Kosturkove i sur. (2008.) uocena je razli¢ita
reakcija kultivara soje na susni stres ovisno o provinCiji, uz opéenito negativan uc¢inak
rastu¢ih koncentracija PEG na klijavost i morfoloska svojstva klijanaca. Oba
temperaturna tretmana u nasem istrazivanju Su u nacelu smanjila klijavost (Slika 5.2.),
pri Cemu su Statisticki znacajno nizu klijavost u odnosu na kontrolu pokazali kultivari
Korana i Tena. Najve¢e smanjenje klijavosti pri tretmanu 10°C u odnosu na kontrolu je
utvrden kod kultivara Vita (54,5% odnosno 74% od klijavosti u kontroli) te je taj stresni
tretman ujedno rezultirao i najmanjom klijavosti u prosjeku za sve kultivare, odnosno

po tom Kkriteriju (klijavost) najjaéim stresom. Prema Vratari¢ i Sudari¢ (2008.)
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temperature znacajno utjecu na razvoj lisne mase. Temperatura kojoj su biljke bile
izlozene tri dana u fazi cvatnje je vrlo znacajno (P < 0,01) utjecala na konacan broj
troliski po biljci, masu listova po biljci i prosje¢nu masu troliske (Tablica 5.19.). Prema
znaCajno manjim vrijednostima ovih morfolosSkih pokazatelja na vi$oj, odnosno nizoj
temperaturi od optimalne, moze se re¢i da su primijenjeni temperaturni tretmani izazvali
stres. Pri tomu, razlika u masi troliske kod biljaka na 10°C, odnosno 30°C nije bila
znacajna. Broj troliski po biljci i masa listova po biljci su bile znac¢ajno manje na 30°C u
usporedbi s kontrolom (Tablica 5.20.), $to znaéi da je visoka temperatura dovela do
djelomi¢nog propadanja razvijenih troliski odnosno listova, u prosjeku za oba ispitivana
kultivara (Slika 5.31., 5.32. i 5.33.). U prosjeku za sve primijenjene temperaturne
tretmane, Tena je imala znacajno veée vrijednosti sva tri morfoloSka pokazatelja, Sto
moze ukazivati na vecu tolerantnost ovog kultivara na temperaturni stres. Na temelju
ispitivanih morfoloskih i fizioloskih pokazatelja odgovora soje na temperaturni stres,
moze se zakljuciti da je u fazi klijanje-nicanje veci stres niska temperatura (10°C), a u
fazi cvatnje visoka temperatura (30°C), upravo kako se to Cesto dogada u poljskim

uvjetima.

Prema Piri i sur. (2009.), kod suboptimalne temperature se ¢esto javlja slaba klijavost
sjemena, pri ¢emu je poznato da u takvim uvjetima nekoliko metoda primiranja sjemena
razli¢itih vrsta moZe poboljsati klijavost. U nasem istraZivanju, blagi osmotski stres u
slu¢aju 5% otopine PEG, ¢iji je osmotski potencijal -0,05 MPa, mogao je imati tzv.
,priming” efekt. Naime, u prosjeku za sve kultivare, najveca klijavost (93,4%) je
postignuta u varijanti pokusa gdje je papir namocen 5%-tnim PEG (Slika 5.2.), sto je
prosje¢no 9%-tno povecanje klijavosti sjemena u odnosu na kontrolu (85,7%) uz
najizrazeniji u¢inak kod Tene. Po kultivarima, tretman s 5% PEG je povecao klijavost
Lucije za 3,3%, Korane za 9,3%, Vite za 11,5%, Ike za 12,4%, Tene za 15,5% i Zore za
3,8% u odnosu na kontrolu. Prema istrazivanju Sadeghi i sur. (2011.), razli¢iti osmotski
potencijali otopina PEG i duljina trajanja tretmana mogu znacajno utjecati na postotak
klijavosti i vigor sjemena soje, te autori navode da je PEG otopina s osmotskim
potencijalom od -1,2 MPa povecala % klijanja, indeks klijanja i vigor sjemena, uz
znacajno smanjenje vremena potrebnog za 50%-tnu klijavost. U istrazivanju Ghiyasi i
Tajbakhsh (2013.) PEG otopina s osmotskim potencijalom od -1,2 MPa je primijenjena
na sjemenu soje kao jedno od sredstava za osmotski predtretman sjemena (eng.

,,osmopriming”’) 1 kao ¢initelj suSnog stresa. Opcenito, ,,osmoprimiranje* je povecalo
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vigor sjemena u stresnim uvjetima naklijavanja, a kao najbolji predtretman sjemena se
pokazao PEG 6000. Rouhi i sur. (2011.) su takoder izvijestili o pozitivnom utjecaju
razli¢itih otopina PEG 6000 na klijavost i vigor klijanaca soje, a Arif i sur. (2010.) i na

kasniji rast i razvoj soje, nakon predtretmana sjemena s PEG 8000.

Primijenjeni stresni tretmani su vrlo znacajno smanjili i masu klijanca soje u odnosu na
kontrolu (Slika 5.4.). Ne$to manja masa nego u kontroli utvrdena je u tretmanu 30°C, a
najmanju masu su imali klijanci izloZeni otopini PEG 10% (s prosje¢no 1,106 g na
0,52 ¢ ili na 47% od kontrole), Sto je dokaz izrazitog susnog stresa i njegovog
negativnog utjecaja na rast i razvoj soje u fenofazama klijanje i nicanje. Drugim
rije¢ima, temperatura od 30°C, ukoliko u supstratu ima dovoljno vode za imbibiciju
sjemena soje, nece imati negativan ucinak na razvoj klijanaca, a jaci solni i narocito
susni stres mogu imati presudan znacaj za formiranje sklopa i kona¢nu produktivnost

usjeva soje.

Opcenito, stresni tretmani primijenjeni u naSem istrazivanju su vrlo znacajno utjecali 1
na masu hipokotila klijanca soje (Tablica 5.1.). Kod svih kultivara u odnosu na kontrolu
je dobiveno znacajno smanjenje mase hipokotila kao rezultat utjecaja stresnih tretmana,
osim kod 30°C. Najvecu masu hipokotila kultivari su imali u kontroli (0,607 g), a nesto
manju masu (0,606 g) pri klijanju na 30°C (Slika 5.6.). Usporedujuéi tretmane kod
pojedinih kultivara, svi su imali najmanju masu hipokotila pri tretmanu 10% PEG, ¢iji
je osmotski potencijal -0,15 MPa (Tablica 5.4.). Obzirom da PEG ne djeluje toksi¢no na
sjeme, stresni uc¢inak PEG-a se moze pripisati osmotskom efektu (Khajeh-Hosseini i
sur., 2003.; Okgeu i sur., 2005.). U istrazivanjima utjecaja susnog stresa na biljke gdje
se primjenjuje PEG, veca koncentracija PEG-a onemogucuje biljkama usvajanje
dovoljne koli¢ine vode ¢ime dolazi do nastanka vrlo reaktivnih slobodnih kisikovih

radikala.

Istrazivanje utjecaja osmotskog stresa na biljku od iznimnog je znacaja, stoga je
mogucnost simuliranja takvih uvjeta u laboratoriju znanstvenicima vrlo interesantna. U
tu svrhu tijekom 80-tih godina zapocela je intenzivna primjena polietilen glikola (PEG)
visokih molekulskih masa (4000 - 20000) (Stout i sur., 1980.; Zahran i Sprent, 1986.;
Ben-Hayyim, 1987.; Iraki i sur., 1989.). U ovisnosti o duzini lanca i molekulskoj masi
sintetizira se PEG 200, 300, 400, 600, 1000, 1500, 2000, 3000, 4000, 6000, 10000
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(Ugela, 1998.). Za simulaciju osmotskog stresa u biljkama koristi se PEG visoke
molekulske mase jer ne ulazi u stanice, a snizava vodni potencijal na nacin sli¢an
isuSenom tlu (Larher i sur., 1993.). PEG 6000 je neionska polihidroksilna tvar dobro
topljiva u vodi, Ciji se osmotski tlak otopine moze unaprijed definirati (Michel i
Kaufmann, 1973.), te time precizirati intenzitet stresa za biljku. U istrazivanjima
ovakvog tipa koriste se i druga sredstva koja izazivaju osmotski stres u biljkama, poput
alkohola manitola. Tako su npr. Machado Neto i sur. (2004.) istrazivali vodni stres
induciran manitolom i natrij kloridom na ¢etiri kultivara soje. Vodni deficit izazvan
manitolom, utjecao je na nicanje i razvoj klijanaca, narocito pri vi§im koncentracijama,
gdje niti jedan kultivar nije proizveo normalne klijance. Osmotski stres je takoder jedna
komponenta solnog stresa, pored efekta toksi¢nosti pojedinih iona u sastavu soli, ¢iji se
viSak moZe pojaviti u bilo kojem uzgojnom mediju (tlo, supstrat, hranjiva otopina).
Hranjiva otopina ili otopina tla ima odredeni osmotski potencijal, koji je direktno ovisan
0 ukupnoj koncentraciji iona u njenom sastavu. Zheng i sur. (1998.) su u istrazivanju S
repicom utvrdili sli¢an uc¢inak PEG 1 NaCl pri osmotskim potencijalima
preko -0,3 MPa, dok je pri nizim razinama stresa toksi¢nost NaCl jace djelovala na
usporavanje klijanja sjemena nego PEG. Amirjani (2010.) je istrazivao utjecaj otopine
NaCl koncentracije 50, 100 1 200 mM, na duZinu 1 masu klijanaca soje te enzimski i
neenzimski odgovor u listovima. Utvrdio je kako veca koncentracija soli ima jaci
negativni utjecaj na masu i duzinu klijanaca. Janmohammadi i sur. (2008.) su
ispitivali utjecaj PEG 1 NaCl na klijanje kukuruza te su utvrdili jaci stresni u¢inak u
tretmanima s PEG-om, nego u tretmanu sjemena s NaCl. Sli¢no su kod sirka zakljugili
Patané i sur. (2013.). Razlika izmedu efekta otopina NaCl i PEG primijenjenih u
nasem istrazivanju, pri ¢emu je jaci osmotski stres postignut primjenom PEG, moze se
objasniti time da sjeme u otopini PEG s vremenom sve teze upija vodu jer se osmotski
tlak otopine povecava. Navedeno je u skladu s misljenjem OKkgu i sur., (2005.), koji
smatraju da je kod izotoni¢nih otopina PEG 1 NaCl brze usvajanje vode od strane
sjemena soje u otopini NaCl, te s rezultatima sli¢nih istrazivanja koje je proveo
Hosseini (2000.). Varijante solnog stresa u nasem istrazivanju nisu imale utjecaja na
klijjavost, ali je njihov Stetni ucinak u usporedbi s kontrolom bio vrlo zna€ajan
(P <0,01) kad je u pitanju masa klijanaca i hipokotila (Slike 5.2., 5.4. i 5.6.). S obzirom
da obje varijante solnog stresa nisu imale tako izraziti utjecaj na masu klijanca i
hipokotila u usporedbi s varijantama suSnog stresa, unato¢ veéim osmotskim

potencijalima (50 mM NaCl = -0,24 MPa; 100 mM NaCl = -0,49 MPa), moze se
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pretpostaviti da je ulazak Na® i Cl™ iz otopine u stanice sjemena soje poveéao osmotski
potencijal protoplazme. Time je porasla mo¢ usvajanja vode sjemena, a primijenjene
koncentracije NaCl nisu imale izraziti ionski uc¢inak solnog stresa. U slu¢aju primjene
otopine PEG molekule PEG-a ne ulaze u sjeme ¢ime jace dolazi do izrazaja osmotski
efekt, unato¢ manjem pocetnom osmotskom potencijalu otopine. Slicne rezultate i
tumacenje su dali Alam i sur. (2002.) u istrazivanju utjecaja osmotskog potencijala

PEG i NaCl na klijanje i porast klijanaca rize.

6.2. Utjecaj induciranog stresa u fazama klijanje-nicanje i cvatnje na specifi¢ne
metabolite, pojava oksidacijskog stresa i metabolicki pokazatelji kao indikatori

stresa

U ovom istrazivanju je analizirano nekoliko klju¢nih metabolita ¢ija koncentracija se
Cesto povezuje s odgovorom biljke na razlicite oblike stresa. Cilj tih analiza je bio
ustanoviti kako inducirani stres u soji u fazi klijanje-nicanje i fazi cvatnje utjeCe na
specificne metabolite poput vodikovog peroksida, slobodnog prolina, produkata lipidne
peroksidacije i sadrzaja fenola. Ti pokazatelji mogu pojasniti dolazi li do pojave
oksidacijskog stresa 1 koji su metabolicki pokazatelji najbolji indikatori stresa u
biljkama. Prema Silvente i sur. (2012.), prilagodbe metabolizma u reakciji na
nepovoljne okoliSne uvjete mogu ista¢i komponente koje imaju vazne uloge U
metabolizmu 1 fiziologiji te ukazati na metabolicke putove na koje stres utjeCe. Nakon
sedam dana klijanja na 25°C, na filtar papiru namoc¢enom vodom, kao u nasoj kontroli,
Zielinski (2003.) je u klijancima soje utvrdio da u ukupnom antioksidativnhom statusu
fenolne komponente sudjeluju sa 67,7%, glutation sa 7,9% te askorbinska kiselina s
4,4%, te smatra da se zbog poviSenog sadrzaja antioksidansa klijanci soje mogu
preporuciti kao komponenta prehrane. Povezano s tim, treba naglasiti da se sadrZaj
antioksidansa znacajno mijenja kao rezultat aktivacije spomenutih metabolic¢kih putova
pri ¢emu se vodikov peroksid javlja kao jedna od signalnih molekula koje dovode do
ekspresije relevantnih gena. H,O, je slabije reaktivan u usporedbi s ostalim ROS,
medutim moze biti izuzetno Stetan jer je relativno stabilan i moze difundirati unutar
stanice 1 izmedu stanica, stimuliraju¢i tvorbu drugih ROS (Feierabend, 2005.). U
fotosintetskim biljnim tkivima, najvece koli¢ine peroksida nastaju u kloroplastima

djelovanjem superoksid-dismutaze i u procesu fotorespiracije u peroksisomima
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oksidacijom glikolne kiseline (Smirnoff, 2005.). Sadrzaj vodikovog peroksida je u obje
razvojne faze u nasem istrazivanju bio pod vrlo znacajnim utjecajem stresnih tretmana
(Tablice 5.5. i 5.25.). U fazi klijanja-nicanja, najveci sadrzaj peroksida (u prosjeku za
sve kultivare) je bio u tretmanu s 50 mM NaCl (43% vise u odnosu na kontrolu; Slika
5.8.). Interesantno je da je u tretmanima temperaturnog stresa (i visoka i niska
temperatura) i viSe razine solnog stresa sadrzaj peroksida bio znacajno nizi nego u
kontroli, §to upucuje na aktivaciju fizioloSkih mehanizama neutralizacije vodikovog
peroksida u takvim stresnim uvjetima, dok niza razina solnog stresa u klijanju o¢igledno
nije pokrenula aktivaciju tih mehanizama. Sadrzaj peroksida u hipokotilu u obje
varijante su$nog stresa se nije znacajno razlikovao u odnosu na kontrolu (P < 0,01),
zbog Cega se moze pretpostaviti da vodikov peroksid u fazi klijanja i nicanja nije dobar
indikator suSnog stresa odnosno reakcije soje na tu vrstu abiotskog stresa.
Veljovi¢-Jovanovié i sur. (2002.) smatraju da su koli¢ine H,0; koje se utvrduju nekim
uobicajenim metodama u listu biljaka ¢esto precijenjene, jer visoki sadrzaj askorbata i
fenola u uzorku lista mogu tijekom analize utjecati na konac¢ni sadrzaj peroksida. U
njihovoj analizi lista je¢ma, nakon izdvajanja askorbata iz ekstrakta lista, sadrzaj H,O;
je iznosio 40 - 120 nmol g™ svjeze mase lista, §to je znatno vise od vrijednosti koje su
utvrdene u nasem istrazivanju. Ishibashi i sur. (2011.) su tretirali listove soje s
otopinom 1 mM H;0,, nakon ¢ega su izostavljali zalijevanje posuda s biljkama
uzgajanim u fitotronu na 25°C. Na osnovu povecéane sinteze nekih oligosaharida u
listovima tretiranim otopinom peroksida zaklju¢uju da folijarna primjena H,O, moze
potaknuti ekspresiju gena odgovornih za otpornost na susSni stres, odnosno da peroksid
ima funkciju signala. U naSem pokusu s temperaturnim stresom u cvatnji, sadrzaj
peroksida u listu je bio znacajno (P < 0,01) ve¢i na 30°C, u odnosu na temperature 20°C

(kontrola) i 10°C (Slika 5.39.).

Tiirkan i sur. (2005.) su zabiljezili znacajno vise vrijednosti lipidne peroksidacije u
tretmanu s 10% PEG, §to je u skladu s naSim rezultatima. Autori takoder navode kako je
intenzitet lipidne peroksidacije rastao u odnosu na duze razdoblje izlozenosti stresu, te
da postoje znacajne razlike izmedu istraZivanih kultivara graha. U ovom istrazivanju,
primjena PEG-a u klijanju sjemena soje je imala vrlo znacajan utjecaj na intenzitet
lipidne peroksidacije kod svih ispitivanih kultivara (Tablica 5.7.), koji je u tretmanu s
10% PEG bio najveéi u prosjeku za sve kultivare (Slika 5.10.). U fazi cvatnje, LP je bila

najve¢a u tretmanu s 10°C a najmanja u kontroli (Slika 5.40.). Tretman niskom
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temperaturom, u kojem je utvrden najveéi pad klijavosti (Slika 5.2.), nije izazvao
najintenzivniju lipidnu peroksidaciju u hipokotilima soje. Obzirom da je tretman trajao
sedam dana, moZe se pretpostaviti da u vrijeme mjerenja ve¢ djeluju odredeni
mehanizmi obrane od Stetnih lipidnih peroksida, jer prema Roskruge i Smith (1997.)
povecanje intenziteta lipidne peroksidacije pri imbibiciji sjemena soje na niskoj
temperaturi prethodi drugim indikatorima stresa, poput izlaska K* kroz membrane
stanica. Autori smatraju da sposobnost sjemena soje da kontrolira lipidnu peroksidaciju

moze biti vazna komponenta hladnog stresa i gubitka nezasi¢enih masnih kiselina.

Uzevsi u obzir sve kultivare i primijenjene tretmane u pokusu s klijanjem sjemena,
izmedu intenziteta lipidne peroksidacije (LP) i sadrzaja prolina (PRO) u hipokotilu je
utvrdena vrlo znacajna pozitivna korelacija (r = 0,802**; Tablica 5.29.), dok u fazi
cvatnje te povezanosti u listu nije bilo. Drugim rije¢ima, u hipokotilu sjemena soje u
ovom istrazivanju je porast LP praden pojacanom akumulacijom PRO. Do sli¢nog
zaklju¢ka je doSao i Andri¢ (2008.), ispitujuéi utjecaj starosti sjemena, uvjeta
skladistenja i kultivara na vigor sjemena i procese LP i akumulacije PRO u klijancima
soje. Autor zakljucuje da LP 1 PRO mogu posluziti kao lako mjerljivi markeri u selekeiji
genotipova soje prema otpornosti na abiotski stres. Masoumi i sur. (2011.) su utvrdili
znacajnu negativnu korelaciju izmedu ova dva pokazatelja u uvjetima suSnog stresa, ali
je u njihovom istraZivanju bio analiziran list 5 kultivara soje, bez naznake u kojoj fazi
razvoja je list analiziran. U prosjeku za sve kultivare u nasem istrazivanju, najveci
sadrzaj PRO wu fazi Kklijanje-nicanje bio je pri tretmanu 10% PEG-om
(17,6 umol g sv.t.) a najmanji u kontroli (1,2 umol g™ sv.t.; Slika 5.12.). S obzirom na
statistiCku znacajnost razlika izmedu pojedinih tretmana, uocljivo je da niska
temperatura, a naroc€ito susni stres, aktiviraju sintezu prolina kao obrambeni mehanizam
u klijancima soje. Nasuprot tomu, Silvente i sur. (2012.) nisu utvrdili povecan sadrzaj
prolina u prvoj razvijenoj troliski soje uzgajane u posudama s perlitom u plasteniku, kod
dva kultivara razli¢ite otpornosti na susSu, gdje je susni stres induciran prestankom
zalijevanja biljaka u trajanju od 10 dana, odnosno do sadrzaja vode u supstratu od 23%.
Kada je u pitanju solni stres, postoji velik broj istrazivanja u kojima je akumulacija
prolina u razli¢itim biljnim vrstama inducirana solnim stresom. Tako npr. Aghaei i sur.
(2009) navode da je solni stres u rasponu 0 - 200 mM NaCl znac¢ajno utjecao na sadrzaj
PRO u hipokotilu i korijenu soje. U istrazivanju Amirjani (2010.), nakon 4 dana

klijanja u otopinama NaCl, pri 100 mM NacCl je utvrdeno povecanje sadrzaja PRO za 12
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puta u odnosu na kontrolu. Analizirajué¢i sadrzaj PRO u listu 4 kultivara soje, Ramana i
sur. (2012.) konstatiraju veéi porast akumulacije PRO u tretmanima iznad 100 mM
NaCl, pri ¢emu je kod tolerantnih kultivara bio veci nego kod osjetljivih, uz manji pad
sadrzaja vode u listu. U tretmanu s 99 mM NaCl, Weisany i sur. (2012.) su utvrdili
povecanje PRO do 340% u odnosu na kontrolu, u listovima soje starosti 6 tjedana.
Slicno navedenim istrazivanjima, Queiroz i sur. (2012.) utvrduju vrlo znacajno
povecanje sadrzaja PRO u ksilemu listova soje pod utjecajem solnog stresa do 200 mM
NaCl. Nasuprot svim navedenim rezultatima, postoje 1 istrazivanja koja negiraju
znacajnost akumulacije prolina u uvjetima solnog stresa, tako da npr. Moftah i Michel
(1987.) zakljuCuju da prolin nije osjetljivi pokazatelj solnog stresa u soji te da je
njegova akumulacija sortno specificno svojstvo, unato¢ povecanju PRO u listu soje od
11 puta pod utjecajem 200 mM NaCl. Delauney i Verma (1993.) objasnjavaju da
izostanak pozitivne korelacije izmedu akumulacije PRO i tolerancije na osmotski stres u
nekim biljnim vrstama ne iskljucuje ulogu prolina u adaptaciji biljaka, vec¢ je
vjerojatnije da odrazava prevagu nekih drugih morfoloskih ili fizioloskih mehanizama

osmotske regulacije.

Ako se usporede prosjecni sadrzaji prolina i ukupnih fenola (UF) po tretmanima, uocava
se da porast sadrzaja PRO prati i povetanje sadrzaja UF u fenofazi klijanje-nicanje
(Slika 5.14.), dok u cvatnji nije bilo takve pravilnosti uslijed izostanka utjecaja niske
temperature na sadrzaj prolina (Slike 5.41. i 5.42.). Shetty (2003.) pretpostavlja
metabolicke interakcije sinteze prolina sa sintetskim putovima fenolnih spojeva, gdje se
povezuju pentozofosfatni put, glikoliza, put Sikiminske kiseline i fenilpropanoidni put,
prema kojoj sinteza prolina stimulira navedene metabolicke puteve, a time i sintezu
fenolnih spojeva. Takoder, Hare i Cress (1997.) smatraju da ¢ak i malo poveéanje
biosinteze prolina moze znacajno utjecati na redukciju stanicnog NADP. Povecan omjer
NADP*/NADPH uslijed biosinteze prolina, ¢ini se da stimulira oksidativno-pentozni
put, Sto omogucuje sintezu intermedijera neophodnih za sinteze sekundarnih metabolita
u stresu, kao i sintezu nukleotida potrebnih za intenzivnu stani¢nu diobu u fazi
oporavka, kada oksidacija prolina moze biti vazan izvor energije za sintezu ATP. Na
metabolicku povezanost ova dva pokazatelja u nasem istrazivanju ukazuje 1 vrlo
znacajna pozitivna korelacija (Tablica 5.29.; r = 0,861**). Istovremeno povecanje
sadrzaja prolina i fenola isti¢e se narocito pri viSoj razini susnog stresa (10% PEG) u

fazi klijanje-nicanje. Najvec¢i sadrzaj fenola, u prosjeku za sve kultivare, uocen je na
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tretmanu 10% PEG-om a najmanji u kontroli. Rezultate sli¢ne ovima dobili su i Shehab
I sur. (2010.), koji su utvrdili akumulaciju ukupnih fenola s porastom intenziteta
osmotskog stresa. U cjelini, osim utjecaja tretmana na sadrzaj fenola u hipokotilu
znacajno su djelovali 1 kultivar 1 interakcija kultivara i stresnog tretmana. U fazi cvatnje,
temperatura je znacajno utjecala na sadrzaj ukupnih fenola u listu soje, s najve¢om

akumulacijom pri 30°C, a najmanjom u kontroli.

Swigonska i Weidner (2013.) zakljucuju da u reakciji klijanaca soje na hladni i
osmotski stres funkcioniraju sloZeni stanicni mehanizmi tolerancije. Analizirajuci
proteinski sastav klijanaca, utvrdili su da hladni (tri dana klijanja na 10°C) i osmotski
stres (tri dana u otopini PEG 8000; -0,2 MPa) mijenjaju ekspresiju mnogih proteina,
izmedu kojih su navedeni glutation-transferaza i askorbat-peroksidaza. Autori smatraju
da kada je u pitanju hladni i osmotski stres, vazno je determinirati razlike u reakciji na
razlicite stresove 1 pokusati razluciti specificne molekularne markere, jer su informacije
o preklapanju odgovora na pojedini stres kao i odgovora na kombinaciju ta dva stresa
ograni¢ene. Ashraf i Haris (2004.) naglasavaju poboljSanje tolerancije na solni stres
kod razli€itih biljnih vrsta kroz pojac¢anu aktivnost specificnih enzima za neutralizaciju
ROS, te smatraju da ako postoji prirodna varijabilnost tih pokazatelja (antioksidativnih
komponenata i enzima), ona moze biti temelj oplemenjivackog programa. Wang i sur.
(2009.) su utvrdili vie razine lipidne peroksidacije i sadrzaja vodikovog peroksida u
izdancima lucerne u usporedbi s korijenom, pod utjecajem stresa izazvanog s NaCl
odnosno PEG, te pretpostavljaju da je za uklanjanje visokih koncentracija peroksida u
izdancima vazna aktivnost katalaze. Willekens i sur. (1997.) smatraju da je CAT
staniéni ,,sink* za H;O, i da se u sluc¢aju smanjenja aktivnosti ovog enzima pokrecu
alternativni mehanizmi, poput askorbat- i glutation-peroksidaze. Taj prvi otkriveni i
opisani antioksidativni enzim ima prednost $to za neutralizaciju peroksida ne zahtijeva
dodatni reducens, a u viSim biljkama je lokaliziran pretezno ili isklju¢ivo u
peroksisomima (Feierabend, 2005.; Mhamdi i sur., 2010.). Balestrasse i sur. (2010.)
isti¢u znacaj S-aminolevulinske kiseline za sintezu porfirinskih spojeva poput klorofila,
katalaze 1 peroksidaze. U njithovom istrazivanju su biljke soje stare Cetiri tjedna,
tretirane sa navedenim spojem i izloZzene temperaturi 4°C dva dana, imale 100% veéu
aktivnost CAT u listu, bez utjecaja na aktivnosti SOD, GR i APX.

142



Rasprava

Dehghan i sur. (2011.) navode kako koncentracija soli od 50 mM smanjuje klijavost i
duzinu klijanca kod istrazivanih kultivara soje, a aktivnost CAT i POD je smanjena u
odnosu na kontrolu. Pri istoj koncentraciji NaCl, Amirjani (2010.) utvrduje manju
masu klijanaca soje, bez utjecaja solnog stresa na aktivnost SOD, CAT i GPOX, dok su
100 i 200 mM NaCl znacajno smanjile aktivnost ispitivanih enzima. U istrazivanju
Dogan (2011.), aktivnost CAT se nije znacajno povecala u listovima soje u tretmanu sa
100 mM NaCl. Autor smatra da promjene aktivnosti CAT mogu varirati ovisno o ja¢ini
stresa, vremenu do analize nakon izlaganja biljke stresu i indukciji novih izoformi
enzima. U cjelini, autor zakljucuje da aktivnost antioksidativnih enzima u solnom stresu
ovisi 0 kultivaru, starosti biljke, o biljnom organu te razini solnog stresa. U naSem
istrazivanju, primijenjeni stresni tretmani su razli¢ito djelovali na aktivnost enzima koji
sprjecavaju Stetne u¢inke povecanog sadrzaja peroksida, dakle CAT 1 GPOX, ovisno i o
fenofazi soje, odnosno vrsti analiziranog tkiva. U fazi klijanje-nicanje, CATu se pri
50 mM NaCl nije znacajno razlikovala u odnosu na kontrolu, sli¢no rezultatima
Amirjani (2010.), koji zakljucuje da ta razina solnog stresa nije izazvala oksidacijski
stres u soji. U nasem pokusu CATu je imala najvecu aktivnost u hipokotilu pri najjacem
stresu (10% PEG) te pri 100 mM NaCl, a najmanju pri 30°C (Slika 5.21.). Nasuprot
tomu, u fazi cvatnje je ista temperatura znaCajno povecala CATu u listu soje u
usporedbi s 10°C i 20°C (Slika 5.43.). Identican efekt temperaturnog stresa je u cvatnji
utvrden i kod CATs, dok je u fenofazi klijanje-nicanje, veca vrijednost CATs dobivena
u kontroli i na 30°C, a najmanja je bila u 10% PEG, dakle suprotno od CATu. Masoumi
I sur. (2011.) su u biljkama soje izlozenim susnom stresu utvrdili poveéanje aktivnosti
CAT praéeno smanjenjem LP, tj. znaCajnu negativnu korelaciju izmedu ova dva
pokazatelja, te pozitivnu vezu izmedu aktivnosti CAT 1 GR. Biljke u kojima je utvrdena
pojacana aktivnost ovih antioksidativnih enzima su na kraju postigle ve¢i prinos zrna i
ulja u zrnu. U nasem istrazivanju, ako se uzmu u obzir svi primijenjeni tretmani, ukupna
aktivnost CAT je bila u vrlo znacajnim negativnim korelacijama s masama klijanca 1
hipokotila (Tablica 5.29.) te pozitivnim s LP, PRO, UF, i ukupnim aktivnostima ostalih
analiziranih enzima (APX, GPOX i GR). Kada je u pitanju temperaturni stres u cvatnji,

CATu je znacajno pozitivno korelirala samo s UF (Tablica 5.30.).

Fenolne komponente imaju ulogu donora elektrona gvajakol-peroksidazama u
vakuolama i apoplastu, stoga mogu pridonijeti antioksidativnoj funkciji i neutralizaciji

peroksida od strane askorbat-peroksidaze (Grace, 2005.). Peroksidaze vezane za
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stani¢nu stjenku i one u fluidu apoplasta mogu biti inhibirane askorbatom, a peroksidaze
stanicne membrane u stanicama korijena soje su regulirane prisustvom askorbata te
mogu imati dvostruku ulogu u stvaranju odnosno cijepanju H,O, ovisno o fizioloSkim
okolnostima (Zancani i Nagy, 2000.). Autori tumace da peroksidaza zapocinje reakciju
u kojoj u prisustvu askorbata dolazi do oksidacije fenola, ¢ime nastaju fenoksi radikali,
koji se neenzimskim putem reduciraju u fenole, pri ¢emu nastaje malondialdehid ili
dehidroaskorbat, a vodikov peroksid se reducira do vode. U tom tumacenju je definiran
samo jedan segment slozenih odnosa izmedu enzimskih i neenzimskih komponenti
obrane biljnih stanica od oksidacijskog stresa. Njihova medusobna povezanost je
potvrdena i u nasem istrazivanju brojnim statisticki znacajnim korelacijama izmedu

analiziranih pokazatelja (Tablice 5.29. i 5.30.).

Kada je u pitanju ukupna aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOXu), u Klijanju je
najveca aktivnost bila na viSoj razini solnog stresa (100 mM NaCl) bez statisticki
znacajne razlike prema 10% PEG, a najmanja GXPu je utvrdena na 30°C (Slika 5.25.),
dakle sli¢no aktivnosti CATu. U fazi cvatnje GPOXu u listu je bila najveca upravo na
30°C, uz vrlo znacajnu razliku prema tretmanima s nizom temperaturom (Slika 5.43.).
GPOXs je u klijanju pokazala suprotno od GPOXu, a u cvatnji se nije razlikovala od
GPOXu, S§to znaci da je u klijjanju viSa temperatura povecala aktivnost a niZa
temperatura smanjila GPOXs (Slika 5.44.). Sve navedeno upucuje na zakljucak da
visoka temperatura u cvatnji predstavlja za soju stres, pri ¢emu se visak vodikovog
peroksida neutralizira aktivacijom CAT i GPOX. Prema Essemine i sur. (2010.), visoka
temperatura u klijanju kod pSenice utjece na ucinkovitost mobilizacije rezervi u
sjemenu, a presudnu ulogu u reakciji na stres imaju topljive peroksidaze, koje autori

smatraju biokemijskim markerima stresa.

Za klijanje sjemena uljarica karakteristi¢na je mobilizacija pricuvnih lipida kao izvora
ugljika za rastu¢i klijanac, medutim, unato¢ znacajnosti ovih procesa, njihovi
mehanizmi su tek djelomic¢no razjasnjeni (Feussner i sur., 2001.). Sun i sur. (2011.) su
utvrdili da osmoprimiranje sjemena soje (PEG 8000, 72 h na 25°C) smanjuje sadrzaj
vodikovog peroksida i produkata lipidne peroksidacije poput MDA koji mogu izazvati
oksidacijsko oStecenje sjemena u klijanju pri imbibiciji na niskoj temperaturi. Njihovi
rezultati pokazuju povecanu aktivnost enzima SOD, APX, GR i MDHAR

(monodehidroaskorbat-reduktaze), povecan sadrzaj askorbata i oksidiranog glutationa u
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mitohondijima. Autori zakljucuju da ,,osmopriming“ sjemena soje povecava vigor
sjemena u uvjetima klijanja na niskoj temperaturi (4°C), aktivacijom askorbat-glutation
ciklusa. Stani¢ni omjer reduciranog i oksidiranog oblika glutationa odrzava enzim
glutation-reduktaza, koja za redukciju GSSG do GSH koristi NADPH, a askorbat i GSH
su dva najvaznija topljiva reducensa u zivim stanicama, smatraju Foyer i sur. (2005.).
APX katalizira redukciju H,O, do vode uz askorbat kao donor elektrona. Ovaj enzim je
prisutan u svim stanicnim kompartmentima, ima visoki afinitet prema peroksidu 1
vjerojatno sudjeluje u uklanjanju peroksida u prijenosu stani¢nih signala (Mittler i

Poulos, 2005.; Smirnoff, 2005.).

Ispitivani kultivari soje su u nasem istrazivanju pokazali ¢vrstu povezanost aktivnosti
GRu i APXu u klijanju (r = 0,722**; Tablica 5.29.). Takoder, utvrdeno je da se na
100 mM NacCl i nizoj razini su$nog stresa, a naro€ito na vi$oj razini susnog stresa u
Klijanju aktivira glutation-reduktaza (GRu i GRs; Slike 5.29. i1 5.30.), kao i u listu soje
pri niskoj temperaturi u cvatnji (Slike 5.43. i 5.44.). Visoka temperatura aktivira APXs u
obje faze te APXu u cvatnji. Prema Vratari¢ i Sudarié¢ (2007.), minimalne temperature
tijekom vegetacije pred cvatnju ne bi trebale biti nize od 15°C. Prema Balestrasse i sur.
(2010.), istrazivanja aklimatizacije na stres uslijed niske temperature dobivaju na
znacaju zbog Sirenja uzgoja soje u hladnija podrucja. Autori isticu da soja potjece iz
suptropskih krajeva, stoga ne iznenaduje njena osjetljivost na hladno¢u. Uzgoj soje
smatraju uspjeSnim u krajevima s vru¢im ljetima, a temperature ispod 20 i iznad 40°C
mogu znacajno usporiti rast soje. Takoder navode da niske temperature uz visoku
osvijetljenost u proljeCe mogu izazvati nepopravljiva oSte¢enja klijanaca i mladih
biljaka soje. U naSem istrazivanju visoka temperatura (30°C) je ocito stimulirala
aktivnost enzima askorbat-glutation ciklusa u listovima u fazi cvatnje, $to ukazuje na

bitan mehanizam zaStite fotosintetskog aparata od oksidacijskog stresa.

Statisticki vrlo znaCajan utjecaj tretmana u obje razvojne faze soje na morfoloske
pokazatelje, intenzitet lipidne peroksidacije, sadrzaj peroksida, prolina i fenola, kao i na
enzimske antioksidativne mehanizme u cjelini, upucuje na zakljucak da su primijenjeni
tretmani abiotskog stresa izazvali oksidacijski stres i obrambene reakcije soje na

molekularnoj razini.
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6.3. Razlicitost ispitivanih kultivara soje u vigoru sjemena, razvoju klijanaca i

metabolickoj reakciji na primijenjene stresne tretmane

Znanstvena otkri¢a u podru¢ju strukturne i funkcionalne genomike biljaka trebala bi
dovesti do stvaranja novih varijeteta soje s poboljSanim nutritivnim i agronomskim
svojstvima, Kreiranih kombinacijom konvencionalnih i biotehnoloskih metoda (Sudari¢
i sur., 2011.). Prema Vratari¢ i sur. (2010.), jedino stvaranje novih kultivara s boljim
gospodarskim svojstvima, uz ostala tehnicka i tehnoloska saznanja, znacajno doprinosi
odrzavanju visoke razine proizvodnje soje i njenom daljnjem unaprjedenju u Republici
Hrvatskoj. Autori navode da rezultati njihovih istrazivanja ukazuju na genetski
napredak u rodnosti unutar 00 grupe zriobe, te da je u podruc¢ju oplemenjivanja na
adaptacijska svojstva teziste oplemenjivackog rada bilo na 0 i I grupi zriobe (Sudari¢ i
Vratarié, 2008.). U ovom istrazivanju je ukljuceno Sest Kultivara soje kreiranih na
Poljoprivrednom institutu u Osijeku, koje pripadaju ranim grupama zriobe i to: Korana
00, Lucija 00-0, Vita 0, Zora, Tena i Ika 0-1 (Vratari¢ i sur., 2010.). Kao jedan od
ciljeva ovog istrazivanja bio je utvrditi razlikuju li se ispitivani kultivari soje po vigoru
sjemena, razvoju klijanaca 1 metaboli¢koj reakciji u primijenjenim stresnim tretmanima,
uz hipotezu da kultivar soje koji ima dobar genetski potencijal otpornosti na stres,
trebao bi pokazati adekvatan odgovor na stres u smislu aktivacije fizioloskih
obrambenih mehanizama, S§to pretpostavlja bolje podnoSenje stresnih uvjeta i

prezivljavanje veceg broja biljaka u potencijalno stresnim uvjetima tijekom vegetacije.

Najbolju klijavost pri tretmanu 10°C i1 30°C pokazala je Ika, koja je takoder imala
najbolji postotak klijavosti pri viSoj i nizoj razini solnog stresa (Tablica 5.2.). Taj
kultivar je ujedno imao najveci prosjecni postotak klijavosti, za sve tretmane, dok je
najmanji ukupan prosjek utvrden za kultivar Vita (Slika 5.1.). Kod mase klijanca i
hipokotila su se isticale Lucija i Korana najveéim vrijednostima, u prosjeku svih
tretmana, $to bi se moglo dovesti u vezu s njihovom veé¢om masom 1000 zrna (Korana
182 — 206 g, Lucija 190 — 218 g; Vratari¢ i sur., 2010.) u odnosu na ostale ispitivane
kultivare. Najslabije klijance su imale Ika i Tena (Slike 5.3. i 5.5.). Utjecaj kultivara na
sadrzaj vodikovog peroksida u tkivu hipokotila klijanaca soje bio je vrlo znacajan kod
tretmana natrijevim kloridom koncentracije 50 mM 1 znacajan kod tretmana 10%-tnim
PEG-om (Tablica 5.6.), dok kod ostalih tretmana nije bilo znacajne razlike. U tretmanu

koji se pokazao kao najjaci stres za soju u fazi klijanje-nicanje, 10% PEG, Lucija je
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imala znacajno veci sadrzaj vodikovog peroksida u usporedbi s ostalim kultivarima koji
se medusobno nisu znacajno razlikovali. Najvec¢i intenzitet lipidne peroksidacije (LP) je
imala Korana pri tretmanu 10% PEG-om, a najmanji Tena u kontroli (Tablica 5.7.). Pri
tretmanu 10% PEG-om najmanji intenzitet LP imala je Ika. Korana se znacajno

razlikovala od svih kultivara, s najve¢im intenzitetom LP u ovom stresnom tretmanu.

Utjecaj kultivara na sadrzaj slobodnog prolina u hipokotilu je bio vrlo znacajan pri
tretmanima s viSom i nizom koncentracijom NaCl-a i PEG-a, dok pri temperaturnim
tretmanima nije bio znacajan (Tablica 5.8.). Kultivari su se znacajno razlikovali i u
kontrolnom tretmanu, gdje su Korana, Vita, Tena i Zora pokazale sadrzaj prolina
>1 umol g* sv.t, a < 1 je bio kod Ike i Lucije (Tablica 5.8.). Ika je imala najmanji
sadrzaj PRO u kontroli 1 pri viSoj razini suSnog stresa. U prosjeku svih tretmana, Ika,
Tena i Zora su pokazale vrlo zna¢ajno manju akumulaciju prolina u hipokotilu u odnosu

na Koranu, Vitu i Luciju (Slika 5.11.).

Kultivar je vrlo zna€ajno utjecao na sadrzaj ukupnih fenola u tkivu hipokotila klijanaca
(Tablica 5.5.). Korana, u prosjeku za sve tretmane, imala je najveci sadrzaj ukupnih
fenola u tkivu hipokotila, a Vita najnizi (Slika 5.13.). Utjecaj 10% PEG-a na sadrzaj UF
je bio intenzivan u tolikoj mjeri da kod svih ispitivanih kultivara postoji znafajna
razlika u odnosu na tretman 5% PEG-om i kontrolu. Najvec¢i porast sadrzaja fenola u
odnosu na kontrolu pod utjecajem 10% PEG je bio kod kultivara Vita (350% u odnosu
na kontrolu; Tablica 5.9.).

Kultivari Korana, Vita i Lucija su imali u prosjeku za sve tretmane u fazi
klijanje-nicanje visok sadrzaj peroksida i1 prolina, uz visok intenzitet lipidne
peroksidacije, dok je kod kultivara Zora, Tena i lka gotovo u pravilu nizak sadrZaj
peroksida praen manjom akumulacijom prolina 1 manjim intenzitetom lipidne

peroksidacije.

Rezultati analiza enzimskih pokazatelja reakcije soje na stres pokazuju da je najveéu
ukupnu 1 specificnu aktivnost askorbat-peroksidaze (APXu), prosjecno za sve tretmane,
imao kultivar Korana a najmanju lka (Slike 5.15. i 5.16.), koji su imali i najveci
odnosno najmanji intenzitet lipidne peroksidacije u hipokotilu. Najvecu ukupnu

aktivnost askorbat-peroksidaze je imao kultivar Zora pri tretmanu 100 mM NaCl-om.
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Najvecu specificnu aktivnost askorbat-peroksidaze u tkivu hipokotila klijanaca soje je
imala Tena pri tretmanu 30°C. Specificna aktivnost enzima kod Korane, lke, Tene i
Zore je bila znacajno veca pri tretmanu 30°C u odnosu na ostale tretmane i kontrolu.
Van Heerden i Kriiger (2002.) su analiziraju¢i antioksidativne reakcije dva kultivara
soje u V3 fazi na sus$ni i hladni (chilling) stres, ustanovili razlike u aktivaciji APX i GR

te akumulaciji prolina, iako se ispitivani kultivari smatraju tolerantnima na hladni stres.

Najvecu ukupnu i specificnu aktivnost katalaze, u prosjeku za sve tretmane, imala je
Zora, a nagjmanju Ika. U cjelini, najve¢u ukupnu aktivnost katalaze imala je Korana pri
tretmanu 10% PEG, a specifi¢cnu Zora u kontroli. Tretman 30°C je znacajno povecao

obje aktivnosti CAT u odnosu na tretman 10°C, kod svih kultivara osim Zore.

Kultivar je imao vrlo znacajan utjecaj na GPOXu u kontroli i pri tretmanima 10°C,
50 mM NaCl-om i 10% PEG-om, a znacajan utjecaj kultivara je utvrden u tretmanima
100 mM NaCl-om i 5% PEG-om (Tablica 5.15.). Na 30°C se kultivari nisu medusobno
znacajno razlikovali po vrijednostima GPOXu. U prosjeku svih tretmana, kod GPOXu
se istakla Lucija najnizom aktivnosti enzima, dok se ostali kultivari nisu znacajno
razlikovali na razini P < 0,01 (Slika 5.23.). Ovaj kultivar je pokazao i najnizu prosje¢nu
vrijednost GPOXs. Utvrden je vrlo znacajan utjecaj kultivara na GPOXs u kontroli 1 pri
tretmanima 10°C i 10% PEG om, a znacajan pri tretmanu 5% PEG (Tablica 5.16.). Pri

tretmanima 30°C, 50 mM 1 100 mM NaCl nije bilo znaCajnog utjecaja kultivara.

Kultivar je imao vrlo znacajan utjecaj na ukupnu 1 specifiénu aktivnost
glutation-reduktaze (Tablica 5.10.). Obje aktivnosti enzima su imale najvece vrijednosti
u prosjeku za sve tretmane kod kultivara Lucija, dok su najniZe aktivnosti utvrdene kod
kultivara Tka. U tretmanu s 10% PEG, povecanje ukupne aktivnosti u usporedbi s
kontrolom kod kultivara Lucija je bilo 15 puta (kontrola 0,129, 10% PEG
1,953 pmol min™ g™ sv.t.). Svi kultivari su imali najmanju GRs aktivnost pri tretmanu

10°C, a najvecu pri tretmanu 10% PEG-om.

lako su kultivari Tena i Zora sli¢no reagirale na primijenjene stresne tretmane u smislu
promjene sadrzaja H,O, i PRO, te aktivnosti GPOX i GR, na temelju razlika u
morfoloskim pokazateljima i aktivnostima APX i CAT, ova dva kultivara su odabrana

za testiranje reakcije soje na temperaturni stres u fazi cvatnje. U klijanju, Zora je u oba

148



Rasprava

stresna temperaturna tretmana pokazala bolju klijavost (P < 0,01; Tablica 5.2.), ve¢u
masu klijanca na 30°C, i vecu masu hipokotila na 10°C. Usporedujuci sve kultivare
ispitivane u klijanju, Zora je na 10°C imala najve¢i sadrzaj UF a Tena najmanji (Tablica
5.9.). APXu je kod Zore bila manja u oba temperaturna stresa (P < 0,01; Tablica 5.11.),
CATu je bila statisticki znacajno manja kod Zore na 30°C (P <0,01; Tablica 5.13.), kao
I GPOXu, GPOXs i GRuna 10°C (P £0,01; Tablica 5.15., 5.16. 1 5.17.).

6.4. Fotosintetska ucinkovitost i razina antioksidativnog odgovora u listu soje pod

utjecajem visokih i niskih temperatura u fazi cvatnje

Stabilan genotip odlikuje manja varijabilnost fenotipske ekspresije svojstva u svim
istrazivanim okoli§ima, odnosno genotip ne pokazuje odstupanje od ocCekivane visine
svojstva promjenom okolisa (Sudarié i sur., 2003.). Gass i sur. (1996.) navode da je
naroCito interesantno da je izmedu tolerantnih i osjetljivih kultivara soje na nisku
temperaturu razlika u samo 3°C (15, odnosno 18°C). Tijekom intenzivnog rasta soji je
potrebna relativno visoka temperatura, od 20 do 25°C (Vratari¢ i Sudaric¢, 2008.). U
stadiju cvatnje i sazrijevanja zrna, niske temperature odgadaju zriobu a pri padu
temperature ispod 14°C dolazi do zaustavljanja rasta. Holmberg smatra (cit. Vratari¢ i
Sudari¢, 2008.) da je za cvatnju soje minimalna temperatura 17 - 18, a optimalna
20 - 25°C. Autorice navode da za vrijeme ljetnih mjeseci kada naglo zatopli nakon
vlaznog razdoblja 1 temperatura poraste iznad 32°C, te nastane susno vrijeme s jakom
insolacijom, na listovima soje mogu se pojaviti oZegotine. Ukoliko su jaca oStecenja u
cvatnji, slabija je oplodnja cvjetova te u konac¢nici ukupni urod. Pri tomu su uocene
razlike u oStecenjima medu kultivarima. Kako je tvorba organske tvari neophodan
preduvjet rasta i produktivnosti biljaka, proces fotosinteze je naroCito bitan segment
metabolizma u kojem moze doc¢i do oksidacijskog stresa i molekularnih oStecenja koja
mogu rezultirati inhibicijom rasta i smanjenjem prinosa. Stoga je jedan od ciljeva ovog
istrazivanja bio utvrditi fotosintetsku ucinkovitost i razinu antioksidativnog odgovora u
listu soje pod utjecajem visokih i niskih temperatura u fazi cvatnje. U literaturi ima
nedovoljno informacija upravo o tom tipu abiotskog stresa kod soje, za razliku od
suSnog stresa, stoga smatramo da bi bolje poznavanje fizioloskih mehanizama
otpornosti ili adaptabilnosti soje na temperaturne ekstreme bilo pozeljno zbog kreiranja

novih kultivara koji bi bolje podnosili sve izrazenije klimatske poremecaje. Medu
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potencijalno korisne pokazatelje reakcije biljaka na temperaturni stres ¢esto se ubrajaju
koncentracije fotosintetskih pigmenata, njihovi omjeri te pokazatelji ucinkovitosti
fotosinteze temeljeni na fluorescenciji klorofila. Polaze¢i od analiziranih morfoloskih
pokazatelja - mase listova po biljci, broja razvijenih troliski i prosje¢ne mase troliske,
nakon tri dana izlaganja biljaka visokoj odnosno niskoj temperaturi, moze se utvrditi
vrlo znacajan utjecaj tretmana (Tablice 5.19. i 5.20.), s izrazito negativnim utjecajem
visoke temperature. Istrazujuéi utjecaj niske temperature na cvatnju i formiranje
mahuna kod soje, Ohnishi i sur. (2010.) su utvrdili da se isti¢u dva stadija prije
polinacije u kojima je izrazita osjetljivost na hladni stres. Otprilike 12,5 dana prije
polinacije, kada je polen u stadiju tetrada, hladni stres (15/10°C dnevna/no¢na
temperatura) dovodi do poremecaja u razvoju polena, a u kasnijem razvoju cvijeta
3 - 4 dana prije polinacije remeti difuziju polena i smanjuje broj polenovih zrnaca na

njuski tucka.

U prosjeku za sve kultivare, temperatura je imala vrlo znacajan utjecaj na sadrzaj svih
mjerenih pigmenata i njihove omjere (Tablica 5.21.). U kontroli, sadrzaj klorofila a je
bio najve¢i u prosjeku za oba kultivara (1,72 mg g'1 sv.t.), ali se nije znacajno
razlikovao od nesto nizih vrijednosti pri tretmanu 10°C (Slika 5.34.). Statisticki
znaGajno manji sadrzaj klorofila a je bio u tretmanu 30°C (1,27 mg g sv.t.), gdje je i
sadrZaj karotenoida bio znacajno nizi u odnosu na kontrolu i nizu temperaturu. Ukupan
sadrzaj klorofila u kontroli 1 pri tretmanu 10°C je bio znac¢ajno veci u odnosu na sadrzaj

pri tretmanu 30°C.

Temperaturni tretman je imao vrlo znacajan utjecaj na sadrzaj klorofila a kod oba
kultivara (Tablica 5.23.). Tena je imala najveci sadrzaj klorofila a pri tretmanu 10°C,
nesto nizi sadrzaj je imala u kontroli a najnizi pri 30°C. Najveci sadrzaj klorofila a je
imala Zora u kontroli, a najmanji sadrzaj je kod ovog kultivara takoder bio pri tretmanu
30°C. Kod oba kultivara je evidentan pad koncentracije klorofila i karotenoida u listu u
fazi cvatnje kao rezultat stresnog djelovanja visoke temperature. Nasuprot tomu, utjecaj
kultivara u prosjeku za sve tretmane je bio statistiCki znacajan samo kod omjera
klorofila a 1 b, pri ¢emu je kod Zore iznosio 2,46 a kod Tene 2,59. U istrazivanju Tekli¢
I sur. (2009.), izmedu pet analiziranih kultivara soje Poljoprivrednog instituta u Osijeku
utvrdene su znacajne razlike u sadrzajima kloroplastnih pigmenata, dok su omjeri

pigmenata vise ovisili o godini istrazivanja u poljskim uvjetima. U ovom istrazivanju,
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provedenom na biljkama u R; fazi, prosjecne vrijednosti kod netretiranih biljaka su bile:
Kla172mgg? Kl bo0,64 mgg! KL 236 mgg? CAR 0,52 mg g™, Kl a/b 2,66 i
KL/CAR 4,55, sto su s izuzetkom KL/CAR uocljivo nize vrijednosti u odnosu na
rezultate navedenih autora i mogu se pripisati razli¢itim uzgojnim uvjetima, sortimentu 1
fazi razvoja. Izmedu mjerenih pokazatelja ucinkovitosti fotosinteze i sadrzaja i omjera

fotosintetskih pigmenata ustanovljen je veliki broj znacajnih korelacija (Tablica 5.35.).

Stres izazvan visokim temperaturama moze ograniCiti rast usjeva i prinos biljaka
(Boyer, 1982.). Prema prethodno opisanim pokazateljima, trodnevni tretman biljaka
soje u fazi cvatnje temperaturom od 30°C izaziva stres u listovima koji su glavni dio
fotosintetskog aparata biljke 1 o ¢ijem funkcioniranju ovisi konacna produktivnost
usjeva. Keresa i sur. (2008.) isti¢u da su kloroplasti posebno pogodeni slobodnim
radikalima jer sadrze relativno visoku koncentraciju kisika koji se reducira elektronima
koji ,,pobjegnu" iz fotosustava pretvarajuci ga u superoksidni radikal (¢O;"). Uobicajen
odgovor biljaka osjetljivih na nize temperature je brza inhibicija fotosinteze (Ort,
2002.), koja, cak i pri umjerenom intenzitetu svjetla moze imati za posljedicu
usporavanje aktivnosti i fotooste¢enje PS II. Inaktivacija PS Il i dezorganizacija
tilakoida se smatraju klju¢nim obiljezjima stresa izazvanog visokim temperaturama,
koje prati nagli porast Fy koja je zavisna od temperature i ukazuje na kritinu
temperaturu za inaktivaciju PS Il (Smillie i Nott, 1979.; Havaux, 1993.). Naime,
smanjenje Fv/Fm moze biti posljedica usporavanja procesa gaSenja fluorescencije i
fotooStecenja reakcijskih centara fotosustava II, Sto sve skupa smanjuje maksimalnu
uc¢inkovitost kvanata svjetlosti u fotokemijskom sustavu PS Il. Fv/Fm se Koristi kao
indikator ukupne fotosintetske ucinkovitosti, ¢ija optimalna vrijednost iznosi oko
0,83 - 0,84 kod vecine biljnih vrsta (Agati i1 sur., 1996.; Maxwell i Johnson, 2000.;
Murchie i Lawson, 2013.; Kalaji i sur., 2014.). Li i sur. (2009.) su izlozili odsje¢ene
listove cetiri tjedna starih biljaka soje temperaturi 45 i 48°C te mijerili fotokemijsku
ucinkovitost PS II. Prema dobivenim rezultatima zakljucuju da bez obzira kako je
Fv/Fm reagirao na razliCite temperaturne tretmane, taj pokazatelj ne moze potpuno
objasniti ponaSanje PS II. U naSem istrazivanju je Fv/Fm kod oba kultivara soje bio
najvisi na 10°C, a najnizi na 30°C (Slika 5.36.), uz visoku znacajnost utjecaja tretmana
kod oba kultivara (Tablica 5.24.) s tim Sto razlike izmedu kultivara u pojedinim
tretmanima nisu bile statisticki znacajne. Unato¢ statisticki vrlo znac¢ajnoj razlici izmedu

kontrole 1 tretmana s 10°C, dobivene vrijednosti prema dostupnim literaturnim
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podacima ne ukazuju na ,,chilling® stres odnosno negativan utjecaj niske temperature na
funkcioniranje PS II, niti se ovaj pokazatelj moze smatrati dobrim indikatorom stresa
uslijed niske temperature u listovima soje u cvatnji. Sli¢no zaklju¢uju i Van Heerden i
sur. (2004.) te Strauss i sur. (2006.). Suprotno nasim rezultatima, Tambussi i sur.
(2004.) su utvrdili znacajan pad maksimalnog kvantnog prinosa PS II (Fv/Fm) u
listovima soje izlozenim niskoj temperaturi (7°C), medutim isticu da niska temperatura
nije izazvala znaCajan porast lipidne peroksidacije u tilakoidnim membranama.
Fluorescencija u odsustvu aktinske svjetlosti (minimalna razina fluorescencije, Fo), bila
je znacajno najvisa na 30°C. Povecéanje Fy je indikator fotoinhibicije u uvjetima visokih
(Gamon i Pearcy, 1990.) i niskih (Groom i Baker, 1992.) temperatura. Izmedu Fy na
10°C 1 20°C nije bilo statisticki znacajnih razlika. Prosjecna vrijednost maksimalne
fluorescencije, Fm, bila je najvisa na 30°C 1 najniZa na 20°C, kod oba kultivara. Odnos
izmedu varijabilne i pocetne fluorescencije, Fv/Fq, bio je kod oba kultivara razli¢it na
sve tri temperature - najvisi na 10°C i najnizi na 30°C, sli¢no kao Fv/Fm. U cjelini, na
parametre fluorescencije je ve¢i utjecaj imala temperatura nego kultivar. U preglednom
radu o istrazivanjima povezanosti fluorescencije klorofila a i abiotskog stresa, Guo i
Tan (2015.) prikazuju rezultate radova na tom podrucju u zadnjih 10 godina. Prema
njithovom misljenju, ustanovljen je velik broj pokazatelja vezanih za mjerenje
fluorescencija klorofila kojima se povecava fleksibilnost u primjeni ove metodologije,
ali s druge strane to doprinosi sloZenosti, nekonzistentnosti i kontradiktornosti rezultata
1 njihovih tumacenja, narocito pri usporedbi razli¢itih istraZzivanja. Konkretno, pojedini
parametar fluorescencije klorofila u jednom ispitivanju moze biti koristan a u nekom
drugom ne. Tako npr. Strauss i sur. (2006.) na temelju mjerenih pokazatelja
fluorescencije zakljucuju koji kultivari soje su tolerantni na stres niske temperature a
koji su osjetljivi. Prema nasim rezultatima Fv/Fm i Fy evidentno je da 30°C u fazi
cvatnje negativno djeluje na fotosintetsku aktivnost u listu soje. Ucinkovitost
fotosintetskog transporta elektrona 1 morfoloSki pokazatelji na razini lista su kod Zore
viSe varirali u tri primijenjena temperaturna tretmana nego kod Tene. Obzirom da je
kultivar Tena pokazao manju varijabilnost morfoloSkih svojstava na razini lista,
pretpostavljamo da je prema otpornosti na temperaturni stres u fazi cvatnje stabilniji

genotip od Zore.

Primijenjeni temperaturni tretmani su imali razli¢it u€inak na fizioloSke mehanizme

odgovora soje na stres i u fazi cvatnje. Vrlo znacajan utjecaj temperature utvrden je kod
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sadrzaja vodikovog peroksida i prolina, intenziteta lipidne peroksidacije te ukupne i
specificne aktivnosti askorbat-peroksidaze i gvajakol-peroksidaze (Tablica 5.25. i
5.27.), gdje su gotovo u pravilu najvece vrijednosti dobivene na 30°C. Izuzetak je LP,
koja je bila najveca na 10°C. Prema Kotak i sur. (2007.), hiperprodukcija H,O, se
javlja ve¢ nakon vrlo kratkih razdoblja visoke temperature, vjerojatno kao rezultat
aktivnosti enzima NADPH-oksidaze. U istrazivanju Ma i sur. (2008.), povecani
intenzitet lipidne peroksidacije i sadrzaj H,O, u listu jabuke nakon izlaganja visokoj
temperaturi (40°C) do 8 h, dokazuju oksidacijski stres, pri ¢emu je aktivnost enzima
askorbat-glutation ciklusa bila najveéa 4 h od pocetka tretmana, nakon Cega se
smanjivala. U istrazivanju stresa zbog visoke temperature u jagodama, Gulen i Eris
(2004.) dobivaju znacajno povecanje ukupne i specifi¢ne aktivnosti peroksidaze. Kako
su u biljkama izlaganim postupnom povecanju temperature uocili manji gubitak
elektrolita iz stanica lista, pretpostavljaju da je uloga peroksidaza u odgovoru na

toplinski stres popravak oste¢enja u stani¢nim membranama.

Izlaganje biljaka soje u fazi cvatnje trodnevnom tretmanu s konstantnom temperaturom
od 30°C rezultiralo je povecanjem sadrzZaja peroksida, prolina i1 fenola, te pove¢anjem
aktivnosti ukupne 1 specificne aktivnosti APX 1 CAT, te GPOXu, dok je ista
temperatura znacajno smanjila aktivnost GRs, a kod GRu nije bilo znacajne razlike u
odnosu na kontrolu. Temperatura od 10°C ¢ini se nije predstavljala stres za biljku u fazi
cvatnje jer su vrijednosti ispitivanih pokazatelja uglavnom bile nize nego na 30°C ili
podjednake onima u kontrolnom tretmanu (20°C). Znacajno niza pri 10°C u odnosu na
kontrolu i 30°C je bila jedino GPOXs. Ispitivani kultivari se nisu znacajno razlikovali u
analiziranim metabolickim pokazateljima reakcije na stres, stoga se ne moze istaci
nijedan od navedenih pokazatelja kao najbolji indikator otpornosti soje na temperaturni
stres u fazi cvatnje. Medutim, analiziraju¢i povezanost morfoloSkih i fizioloSkih
pokazatelja reakcije na temperaturni stres u cvatnji, mogu se ista¢i znacajne negativne
korelacije izmedu mase listova biljke i sadrzaja fenola te APXu u listu (Tablica 5.30.),
te vrlo znacajna korelacija negativnog smjera izmedu sadrZaja fenola 1 broja troliski po

biljci.

Rezultati istrazivanja Jukié i sur. (2010.) potvrduju mogucnost povecanja prinosa zrna
soje pravilnim odabirom kultivara i skupine zriobe ovisno o mikroklimatskim

osobinama pojedinog proizvodnog podrucja. Stoga bi ispitivane genotipove soje trebalo
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testirati na agroekoloski razli¢itim lokalitetima i godinama (interakcije genotipa,
lokaliteta i godine), kako bi se provjerile utvrdene razlike u mjerenim pokazateljima
fotosintetske ucinkovitosti i ocijenio njihov znafaj u tvorbi prinosa zrna, kao i

metabolicke reakcije soje na abiotski stres u realnim, poljskim uvjetima.

6.5. Aktiviraju li se obrambeni fizioloSki mehanizmi, utvrdeni u fazi

klijanje-nicanje, i u fazi cvatnje?

U okviru polaznih hipoteza u ovom istrazivanju pretpostavljeno je da su interakcije
genetske osnove, faze rasta i razvoja, odnosno razine stresa, presudne u aktivaciji
pojedinih fizioloskih mehanizama obrane na stres u biljci soje. Stoga je cilj takoder bio
utvrditi da 1i se obrambeni fizioloski mehanizmi utvrdeni u fazi klijanje-nicanje
aktiviraju 1 u fazi cvatnje. U fokusu istrazivanja kojim se Zeljelo provjeriti navedene
pretpostavke je bio temperaturni stres, kao bitan Cinitelj, kako uspjesnog klijanja i
postizanja Zeljenog sklopa usjeva, tako 1 generativnog rasta i razvoja soje odnosno

visine uroda.

Primijenjeni temperaturni tretmani su u dva ispitivana kultivara (Tena i Zora) inicirali
dijelom identi¢ne a dijelom razli¢ite reakcije. Sadrzaj vodikovog peroksida je u fazi
klijanje-nicanje bio smanjen kod oba kultivara na niskoj i visokoj temperaturi, u
usporedbi s kontrolom, §to ukazuje na aktivaciju zastitnih metaboli¢ckih mehanizama pri
temperaturnom stresu. U cvatnji, oba kultivara su imala najveci sadrzaj peroksida u listu
pri temperaturi 30°C. Intenzitet lipidne peroksidacije je u obje faze i kod oba kultivara
bio najveéi na 10°C. Usporedbom reakcija ova dva kultivara na temperaturni stres,
uocava se veci porast intenziteta LP na 10°C u hipokotilu Tene, u odnosu na kontrolu,
nego kod Zore. Sadrzaj prolina je u klijanju-nicanju kod oba kultivara bio najveéi na
10°C a u cvatnji na 30°C, sto ukazuje da je akumulacija PRO osjetljiv indikator stresa
kod soje, u razliCitim fazama razvoja. Ispitivani Kultivari su se razlikovali po
akumulaciji fenola u hipokotilu pod utjecajem temperaturnog stresa, te je na obje
stresne temperature kod Tene utvrden nizi sadrzaj UF u odnosu na kontrolu, a kod Zore
je najveci sadrzaj utvrden na tretmanu koji se po ostalim pokazateljima moze smatrati

ve¢im stresom za soju u klijanju I nicanju - niskoj temperaturi (10°C). Kako je ve¢
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navedeno, akumulacija UF u listu oba kultivara je bila stimulirana visokom

temperaturom u cvatnji.

Sli¢no kao kod PRO, aktivnost APXu je u fazi klijanje-nicanje kod oba kultivara bila
najveca pri 10°C, a u cvatnji u tretmanu s 30°C. Na temelju znacajnih pozitivnih
korelacija izmedu PRO i APXu u obje razvojne faze (klijanje r = 0.882*; cvatnja r =
0,928**), moze se pretpostaviti izvjesna metabolicka povezanost izmedu ova dva
mehanizma obrane od temperaturnog stresa, koju bi trebalo detaljnije ispitati na
genetskoj 1 molekularnoj razini. Specifi¢na aktivnost askorbat-peroksidaze je pokazala
najve¢e vrijednosti kod oba kultivara, u obje razvojne faze, pri stresu visokom
temperaturom. Kada je u pitanju enzim Kkatalaza, ispitivani kultivari su pokazali
odredene razlike. CATu je u klijanju bila najve¢a kod Tene na 10°C, a kod Zore je u
oba stresna tretmana bila smanjena u odnosu na kontrolu. U cvatnji je aktivnost katalaze
kod Tene bila najve¢a na 30°C a kod Zore na 10°C. Specificna aktivnost je kod oba
kultivara u klijanju smanjena u stresnim tretmanima u odnosu na kontrolu, dok je u
cvatnji pokazala iste razlike izmedu kultivara kao 1 CATu, dakle Tena je imala najvecu
CATs na 30°C, a Zora na 10°C. Kultivari su se po aktivnosti GPOXu u klijanju
razlikovali isto kao kod CATu, odnosno Tena je imala najvecu aktivnost na 10°C a Zora
u kontroli. U cvatnji su oba kultivara na temperaturu reagirale sli¢no, tj. visoka
temperatura je stimulirala aktivnost CATu. GPOXs je kod obje razvojne faze i oba
kultivara takoder bila stimulirana visokom temperaturom. Suprotno tomu, GRu je kod
oba kultivara i u obje razvojne faze bila stimulirana niskom temperaturom. Kocsy i sur.
(2001.) takoder zakljucuju da povecanje aktivnosti GR doprinosi toleranciji na stres
niskom temperaturom kod termofilnih vrsta poput soje i kukuruza. Isti u¢inak je niska
temperatura proizvela u cvatnji kada je u pitanju GRs, dok je u Klijanju ovaj pokazatelj
bio kod Tene najveci u kontroli a kod Zore na 30°C. U cjelini, ukupne aktivnosti
ispitivanih enzima su bile ve¢e u klijanju na 10°C a u cvatnji na 30°C, $to sugerira
razli¢itost stresnog efekta ambijentalne temperature ovisno o fazi razvoja biljke soje.
Ista pravilnost se moZe ista¢i kada se ocjenjuje znacaj akumulacije prolina u razli¢itim

tkivima soje pod utjecajem temperaturnog stresa.

Pri imbibiciji i klijanju sjemena soje na 4°C, Cheng i sur. (2010.) su utvrdili pojacanu
transkripciju gena SOL34 u vrsnim dijelovima korijena i klici. Navedeni gen kodira

jedan od ribosomalnih proteina (L34) s ulogom negativnih regulatora, koji prekidaju
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transkripcijske procese drugih gena kao odgovor na stres, te autori zakljucuju da ovaj
gen moze imati negativnu ulogu u adaptaciji na nisku (,,chilling) temperaturu. Kako su
prosjecne vrijednosti CAT 1 GPOX bile vrlo znacajno smanjene pod utjecajem niske
temperature u usporedbi s kontrolom bilo bi interesantno analizirati ekspresiju ovog
gena te aktivnost navedenih enzima i u ostalim domacim kultivarima soje, u uvjetima

hladnog stresa u fazi klijanja (Slika 5.21., 5.22., 5.25. 1 5.26.).

Reakcija ispitivanih kultivara soje na solni stres ukazuje da je ova glikofitna biljna vrsta
osjetljiva na koncentracije NaCl > 100 mM u fazi klijanja. Je li za aktivaciju
obrambenih fizioloSkih mehanizama pri ovoj vrsti i razini stresa vaznija osmotska ili
ionska komponenta otopine soli u kojoj se odvija imbibicija sjemena soje, trebalo bi
ustanoviti daljnjim istrazivanjima. Phang i sur. (2011.) smatraju da je produktivnost
soje u nepovoljnim okolisSnim uvjetima znacajno limitirana osmotskim stresom, uslijed
solnog, susnog i hladnog stresa, te navode da je sve vise informacija o transkripcijskim

faktorima soje i mikro-RNA i njihovim ulogama u reakciji na osmotski stres.

Susni stres imitiran otopinama PEG u fazi klijanje-nicanje kod soje je izazvao razliitu
fiziolosku reakciju, ovisno o intenzitetu stresa i kultivaru. Stimulativno djelovanje
otopina razli¢ite osmotske vrijednosti na prekidanje dormantnosti sjemena i
poboljsavanje klijanja je u literaturi poznato kao ,,0Smopriming®, te je niZa razina
imitiranog suSnog stresa, tj. naklijavanje sjemena soje u prisustvu 5% PEG u naSem
istrazivanju imalo sli¢an u¢inak. Filippou i sur. (2013.) tumace da se fizioloSko stanje u
kojem su biljke sposobne aktivirati obrambene mehanizme brze, bolje, ili oboje, naziva
»primed state”, a ,,priming* ili kondicioniranje biljke moze biti odgovor na odredeni
okolisni Cinitelj, 1 ostati kao rezidualni ucinak nakon pocetnog izlaganja stresu.
Pretpostavljamo da je upravo takvo objaSnjenje moguce prihvatiti za rezultate nasSeg

istrazivanja, gdje je 5%-tni PEG rezultirao pozitivnim u¢inkom na vigor klijanaca soje.

Bailly i sur. (2008.) su postavili koncept tzv. ,,oksidacijskog prozora“ za klijanje, u
¢emu je za odvijanje stani¢nih procesa vezanih za klijanje presudna kriti¢na razina
ROS, u smislu donje 1 gornje granice koli¢ine ROS. Prema tom konceptu, manje 1 vece
koli¢ine ROS sprjecavaju odvijanje procesa klijanja. Smatramo da buduca istrazivanja
potencijala otpornosti soje na abiotski stres trebaju otkriti granice ,,prozora“ u razlicitim

organima i tkivima soje i produbiti spoznaje o povezanosti genoma i fenotipa
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(,,phenotyping*) soje u stresnim uvjetima uzgoja, s ciljem stvaranja kultivara s visokom

produktivnoscu u sve nepovoljnijim uvjetima okolisa.
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7. ZAKLJUCCI

Provedena istrazivanja odgovora soje na susni, solni i temperaturni stres upucuju na

slijedece zakljucke:

1. Statisticki vrlo znacajan utjecaj tretmana u obje razvojne faze soje na morfoloske
pokazatelje, intenzitet lipidne peroksidacije, sadrzaj peroksida, prolina i fenola, kao
1 na enzimske antioksidativne mehanizme u cjelini, upucuje na zakljucak da su
primijenjeni tretmani izazvali oksidacijski stres i obrambene reakcije soje na
molekularnoj razini.

2. U fazi klijanje-nicanje je visoka temperatura (30°C) stimulirala rast i razvoj
klijanaca bez znacajne razlike prema kontroli (20°C), dok su u cvatnji broj i masa
listova, tj. troliski znac¢ajno smanjeni u oba stresna temperaturna tretmana, s jaéim
negativnim efektom visoke temperature. U prosjeku za sve kultivare, na temelju
ostvarenog postotka klijavosti, niska temperatura (10°C) se moze smatrati najjacim
stresom za soju.

3. Blagi osmotski stres u slucaju 5% otopine PEG, ¢iji je osmotski
potencijal -0,05 MPa, mogao je imati tzv. ,,priming” efekt u fazi klijanje-nicanje.
Naime, u prosjeku za sve kultivare, najveca klijavost je postignuta u varijanti
pokusa gdje je papir kao podloga za sjeme tijekom klijanja namocen 5%-tnim
PEG-om.

4. Sve razine 1 vrste stresa su smanjile masu klijanca, osim temperature 30°C, a
najmanju masu klijanca su kultivari imali pri vi$oj razini suSnog stresa induciranog
s otopinom 10% PEG, ¢iji je osmotski potencijal -0,15 MPa. Kod svih kultivara u
odnosu na kontrolu je dobiveno znafajno smanjenje mase hipokotila kod svih
tretmana, osim kod 30°C. Svi kultivari su imali najmanju masu hipokotila pri
tretmanu 10% PEG.

5. Prema vrijednostima ispitivanih metabolickih pokazatelja (peroksidi, intenzitet
lipidne peroksidacije, sadrzaj slobodnog prolina i ukupnih fenola, aktivnosti
antioksidativnih enzima) u tkivu hipokotila, odnosno lista soje u fazi pune cvatnje,
moze se zakljuciti da je najznacajniji abiotski stres u klijanju visa razina susnog
stresa (PEG 10%), izmedu 50 i 100 mM NaCl nije bilo znacajne razlike u
metaboli¢koj reakciji u klijancima, temperatura 10°C je predstavljala veci stres u

klijanju, a temperatura 30°C u cvatnji. Istovremeno povecanje sadrzaja prolina i
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10.

11.

12.

fenola istice se naroCito pri viSoj razini suSnog stresa (10% PEG) u fazi
klijanje-nicanje.

Izmedu ispitivanih morfoloskih 1 fizioloSkih pokazatelja reakcije soje na
primijenjene stresne tretmane postojale su brojne statisti¢ki znacajne korelacije u
fazi klijanje-nicanje, dok je pri temperaturnom stresu u fazi cvatnje broj takvih
korelacija bio manji.

U prosjeku za sve ispitivane kultivare, na viSoj razini susnog stresa u klijanju su uz
pojacan intenzitet lipidne peroksidacije, inducirani enzimski obrambeni mehanizmi
ukupne aktivnosti katalaze, gvajakol-peroksidaze, glutation-reduktaze, te specifi¢na
aktivnost glutation-reduktaze.

Kultivari Korana, Vita i Lucija su imali u prosjeku za sve tretmane u fazi
Klijanje-nicanje, visok sadrzaj peroksida i prolina, uz visok intenzitet lipidne
peroksidacije, dok je kod kultivara Zore, Tene i Ike gotovo u pravilu nizak sadrzaj
peroksida pra¢en manjom akumulacijom prolina i manjim intenzitetom lipidne
peroksidacije. U istoj razvojnoj fazi, kultivar Lucija se isticala visokom aktivnosti
glutation-reduktaze, kultivar Vita je imala najveéu prosje¢nu aktivnost
gvajakol-peroksidaze, kultivar Zora se istakla najveéim prosjekom ukupne i
specifi¢ne aktivnosti katalaze, a kultivar Korana askorbat-peroksidaze.

Na temelju znacajnih pozitivnih korelacija izmedu sadrzaja prolina i ukupne
aktivnosti askorbat-peroksidaze u obje razvojne faze, moze se pretpostaviti izvjesna
metabolicka povezanost izmedu ova dva mehanizma obrane od toplinskog stresa,
koju bi trebalo detaljnije ispitati na genetskoj i molekularnoj razini.

U prosjeku za sve kultivare, temperatura je u fazi cvatnje imala vrlo znacajan
utjecaj na sadrzaj svih mjerenih pigmenata i njihove omjere, uz ja¢i negativni
uc¢inak visoke temperature. Izmedu mjerenih pokazatelja uc¢inkovitosti fotosinteze i
sadrzaja 1 omjera fotosintetskih pigmenata ustanovljen je veliki broj znacajnih
korelacija. Na ispitivane pokazatelje fotosintetske ucinkovitosti soje pod utjecajem
temperaturnog stresa je veci utjecaj imala temperatura nego sortna specifi¢nost.
Visoka temperatura je u listu soje u fazi cvatnje znacajno stimulirala akumulaciju
vodikovog peroksida, prolina, ukupnih fenola kao i aktivnosti svih analiziranih
antioksidativnih enzima osim ukupne aktivnosti glutation-reduktaze.

U fazi klijanje-nicanje kultivar Tena je u prosjeku svih tretmana imao nizi postotak
klijavosti od Zore, malu masu hipokotila i srednju aktivnost askorbat-peroksidaze i

katalaze. Kultivar Zora je uz vecu klijavost i srednju masu hipokotila, pokazao
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13.

14.

visoku aktivnost askorbat-peroksidaze i katalaze. Sadrzaj vodikovog peroksida je u
fazi klijanja-nicanja bio smanjen kod Tene i Zore na niskoj i visokoj temperaturi,
Sto ukazuje na aktivaciju zaStitnih metabolickih mehanizama u stresnim uvjetima
niske 1 visoke temperature. U cvatnji, oba kultivara su imali najve¢i sadrzaj
vodikovog peroksida u listu pri temperaturi 30°C.

U cjelini, ukupne aktivnosti ispitivanih enzima su bile veée u klijanju na 10°C a u
cvatnji na 30°C, Sto sugerira razliCitost stresnog efekta ambijentalne temperature
ovisno o fazi razvoja biljke soje.

Obzirom da je kultivar Tena pokazao manju varijabilnost ispitivanih morfoloskih i
fizioloskih svojstava, pretpostavlja se da je prema otpornosti na temperaturni stres u

fazi cvatnje stabilniji genotip od Zore, $to bi trebalo ispitati i u poljskim uvjetima.
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Sazetak

9. SAZETAK

Otpornost na stres je znacajan preduvjet za uspjeSnu proizvodnju soje u sve
zahtjevnijim agroekoloskim uvjetima uslijed globalnih klimatskih promjena i
antropogenog ucinka na okoliS. Nove spoznaje o fizioloskim mehanizmima otpornosti,
odnosno odgovoru kultivara soje na abiotski stres, neophodne su zbog postizanja bolje
adaptabilnosti a samim time i produktivnosti buducih genotipova. Medu najznacajnijim
vrstama abiotskog stresa koji sve viSe ugrozavaju biljnu proizvodnju u cjelini, pa tako i
proizvodnju soje, istiCu se susni, temperaturni i solni stres, koji su ¢esto medusobno
povezani i mogu izazvati sli¢na stani¢na oStecenja.

Ova doktorska disertacija ima za cilj doprinijeti boljem poznavanju genetski definiranih
fizioloskih mehanizama kojima se soja odupire navedenim stresnim uvjetima. S tom
svrhom je provedeno istrazivanje sa Sest kultivara soje (Lucija, Korana, Vita, lka, Tena i
Zora) Poljoprivrednog instituta u Osijeku. U prvoj etapi istrazivanja, primijenjeno je po
dvije varijante suSnog (otopine PEG 5% 1 PEG 10%, na 20°C), solnog (otopine 50 1 100
mM NaCl, na 20°C) i temperaturnog stresa (10°C 1 30°C, voda) tijekom 7 dana klijanja
sjemena soje na papiru u klijaliStu, uz kontrolu (voda, 20°C). Sve varijante pokusa su
provedene u cetiri ponavljanja. Osim postotka Kklijavosti na kraju tretmana, mase
klijanca i hipokotila, analiziran je sadrzaj vodikovog peroksida, prolina, fenola,
intenzitet lipidne peroksidacije te ukupna 1 specificna aktivnost enzima
askorbat-peroksidaze, katalaze, gvajakol-peroksidaze i glutation-reduktaze u hipokotilu.
Rezultati pokazuju da su u fazi klijanje-nicanje (VE) najjaci stresni ucinak imali viSa
razina suSnog stresa (PEG 10%) te niska temperatura (10°C). Visoka temperatura je
djelovala povoljno na razvoj klijanaca a blagi susni stres (PEG 5%) je imao ,,priming*
efekt i povecao postotak klijavosti. Kultivar Korana, Vita i Lucija su imali visok sadrzaj
peroksida i prolina, uz visok intenzitet lipidne peroksidacije, dok je kod kultivara Zora,
Tena 1 Ika gotovo u pravilu nizak sadrzaj peroksida pra¢en manjom akumulacijom
prolina i manjim intenzitetom lipidne peroksidacije. Razlike medu kultivarima Su se
isticale i u enzimskim pokazateljima. Tena je u prosjeku svih tretmana imala nizi
postotak Kklijavosti od Zore, manju masu hipokotila i srednju aktivnost
askorbat-peroksidaze i katalaze. Kultivar Zora je uz veéu klijavost i srednju masu
hipokotila, pokazao visoku aktivnost askorbat-peroksidaze i katalaze. Ova dva kultivara
su u drugoj etapi istrazivanja uzgojena u posudama s tlom na otvorenom do faze cvatnje

(R2), nakon ¢ega su izlozeni razli¢itoj temperaturi (30°C, 10°C i 20°C kao kontrola)
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tijekom tri dana u klima komori. U listu soje su analizirani sadrzaji fotosintetskih
pigmenata i pokazatelji u€inkovitosti fotosinteze, te svi prethodno navedeni fizioloski
pokazatelji reakcije biljke na stres. Visoka temperatura je u listu soje znaéajno
stimulirala akumulaciju vodikovog peroksida, prolina, ukupnih fenola kao i aktivnosti
svih analiziranih antioksidativnih enzima, osim ukupne aktivnosti glutation-reduktaze. S
obzirom da je kultivar Tena pokazao manju varijabilnost ispitivanih morfoloskih i
fizioloSkih svojstava, pretpostavlja se da je prema otpornosti na temperaturni stres u fazi
cvatnje stabilniji genotip od Zore, §to bi trebalo ispitati i u poljskim uvjetima. Statisticki
vrlo znacajan utjecaj tretmana u obje razvojne faze soje na analizirane pokazatelje,
potvrduje da su primijenjeni tretmani izazvali oksidacijski stres i obrambene reakcije
soje na molekularnoj razini. U cjelini, ukupne aktivnosti ispitivanih enzima su bile vece
u klijjanju na 10°C a u cvatnji na 30°C, Sto sugerira razlicitost stresnog efekta
ambijentalne temperature ovisno o fazi razvoja biljke soje. ZnaCajne pozitivne
korelacije izmedu sadrzaja prolina i ukupne aktivnosti askorbat-peroksidaze u obje
razvojne faze upucuju na mogucéu metabolicku povezanost ova dva mehanizma obrane

od toplinskog stresa.
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10. SUMMARY

Stress resistance is an important pre-condition of successful soybean production in
demanding agroecological conditions which exist due to global climate changes and
anthropogenic influence on the environment. New knowledge of physiological
resistance mechanisms within soybean cultivars’ response to abiotic stress are needed
because of better adaptability achievement and future genotypes’ productivity. Among
the most important types of abiotic stress which jeopardise plant production in general,
including soybean growing, drought, temperature and salt stress stand out, and they are
frequently interconnected and may generate similar cellular damages.

This PhD dissertation aimed to contribute to better knowledge on genetically defined
physiological mechanisms which soybean activates in order to resist to the above
mentioned stress conditions. For this purpose the research was performed using Six
cultivars (Lucija, Korana, Vita, Ika, Tena i Zora) created at the Agricultural institute in
Osijek. Within the first phase of the research, two levels of drought (5% and 10% PEG
solutions), salt (50 and 100 mM NaCl solutions) and temperature stress (10°C and
30°C, water) were applied through a 7 day germination period in paper rolls in a
germinator, including control treatment (water, 20°C). All the experimental variants
were set in four repetitions. Beside the evaluation of the seed germinability (%) at the
end of the treatment, seedling and hypocotyl masses, the content of hydrogen peroxide,
proline, phenols, the lipid peroxidation rate were determined, as well as total and
specific activity od of ascorbate peroxidase, calatase, guaiacol peroxidae and
glutathione reductase in hypocotyl tissue were analysed. The results show that the
highest stress effect in the germination - emergence stage (VE) had a higher level of
drought stress (10% PEG) and low temperature (10°C). High temperature (30°C) was
favourable for seedling development and mild drought stress (5% PEG) have had
“priming” effect and increased germination rate. Cultivars Korana, Vita and Lucija
showed high peroxide and proline content, with high level of lipid peroxidation rate,
whereas the cultivars Zora, Tena and Ika almost as a rule had lower peroxide content
followed with lower proline accumulation and lipid peroxidation rate. Cultivar
differences were established as well regarding the enzymatic parameters. In average of
all treatments, Tena had lower germinability then Zora, low hypocotyl mass and
medium activity of ascorbate peroxidase and catalase. Cultivar Zora had higher

germinability and medium hypocotyl mass, however high ascorbate peroxidase and
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catalase activities. In the second phase of the research, these two cultivars were grown
in the pots, filled with soil and kept in the open until flowering stage (R2), and
afterwards exposed to different temperature conditions (30°C, 10°C i 20°C as control
treatment) during 3 days in climate chamber. The contents of photosynthetic pigments,
photosynthesis efficiency parameters and all the aforementioned physiological
indicators of plant response to stress were determined in the most developed trifoliate
leaf. High temperature significantly stimulated the accumulation of hydrogen peroxide,
proline, total phenols, as well as the activities of all tested enzymes in the leaf, except
for total activity of glutathione reductase. Considering that cultivar Tena showed less
variability in the examined morphological and physiological traits, it can be assumed
that is more stabile than cultivar Zora considering the resistance to temperature stress in
flowering stage, which should be investigated in the field conditions as well.
Statistically, the very significant treatment influence on the analysed parameters in the
both growth stages, confirms that the applied treatments invoked the oxidative stress
and defence reactions in soybean at molecular level. In general, the total activities of
tested enzymes were higher in the germination stage at 10°C, and in the flowering stage
at 30°C, what suggests diversity of stress effects of ambient temperature depending on
growth stage in soybean. Significant positive correlations between proline content and
total activity of ascorbate peroxidase in both growth stages indicate possible metabolic

connections of these two mechanisms of heat stress defence.
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11. PRILOG

11.1. Popis tablica

Tablica 4.1.

Tablica 4.2.

Tablica 4.3.

Tablica 5.1.

Tablica 5.2.

Tablica 5.3.

Tablica 5.4.

Tablica 5.5.

Tablica 5.6.

Tablica 5.7.

Tablica 5.8.

Tablica 5.9.

Tablica 5.10.

Rezultati iz izvjeSc¢a o kakvoci sjemena poljoprivrednog bilja

Tretmani primijenjeni prilikom postavljanja eksperimenta u
fazi klijanje-nicanje

Rezultati analize tla

Znacajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na pokazatelje
morfoloskih svojstava klijanca soje

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na postotak klijavosti
sjemena soje

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na prosjecnu masu
klijanca soje

Znacajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na prosjecnu masu
hipokotila klijanca soje

ZnacCajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na pokazatelje
fizioloskih svojstava (H,O, = sadrzaj vodikovog peroksida;
LP = intenzitet lipidne peroksidacije; Prolin = sadrzaj
slobodnog prolina; Fenoli = sadrzaj ukupnih fenola) u tkivu
hipokotila klijanaca soje.

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na sadrzaj vodikovog
peroksida u tkivu hipokotila klijanaca soje

Znacajnost utjecaja kultivara i1 tretmana na intenzitet lipidne
peroksidacije u tkivu hipokotila klijanaca soje

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na sadrzaj slobodnog
prolina u tkivu hipokotila klijanaca soje

Znacajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na sadrzaj ukupnih
fenola u tkivu hipokotila klijanaca soje

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na ukupnu (u) i
specifi¢nu (s) aktivnost enzima askorbat-peroksidaze (APX),
katalaze (CAT), gvajakol-peroksidaze (GPOX) i glutation
reduktaze (GR) u tkivu hipokotila klijanaca soje
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Tablica 5.11.

Tablica 5.12.

Tablica 5.13.

Tablica 5.14.

Tablica 5.15.

Tablica 5.16.

Tablica 5.17.

Tablica 5.18.

Tablica 5.19.

Tablica 5.20.

Tablica 5.21.

Tablica 5.22.

Tablica 5.23.

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na ukupnu aktivnost
enzima askorbat peroksidaze (APXu) u tkivu hipokotila
klijanaca soje

ZnacCajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na specificnu
aktivnost enzima askorbat peroksidaze (APXs) u tkivu
hipokotila klijanaca soje

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na ukupnu aktivnost
enzima katalaze (CATu) u tkivu hipokotila klijanaca soje

Znacajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na specificnu
aktivnost enzima katalaze (CATs) u tkivu hipokotila
klijanaca soje

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na ukupnu aktivnost
enzima gvajakol peroksidaze (GPOXu) u tkivu hipokotila
klijanaca soje

Znacajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na specifi¢nu
aktivnost enzima gvajakol peroksidaze (GPOXs) u tkivu
hipokotila klijanaca soje

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na ukupnu aktivnost
enzima glutation reduktaze (GRu) u tkivu hipokotila
klijanaca soje

Znaajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na specifi¢nu
aktivnost enzima glutation reduktaze (GRs) u tkivu
hipokotila klijanaca soje

ZnacCajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na pokazatelje
morfoloskih svojstava soje u fazi pune cvatnje

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na masu listova po
biljci i masu troliske

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na sadrzaj 1 omjere
fotosintetskih pigmenata u listovima soje u fazi pune cvatnje

ZnacCajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na pokazatelje
fotosintetske aktivnosti PS 11 u intaktnim listovima soje u fazi
pune cvatnje

Znacajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na sadrZaj klorofila a,
b i atb, sadrzaj karotenoida te omjer klorofila a/b i klorofila
a+b/karotenoida u listovima soje
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Tablica 5.24.

Tablica 5.25.

Tablica 5.26.

Tablica 5.27.

Tablica 5.28.

Tablica 5.29.

Tablica 5.30.

Tablica 5.31.

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na minimalnu razinu
fluorescencije (Fo), maksimalnu razinu fluorescencije (Fm),
varijabilnu fluorescenciju (Fv), poluvrijeme porasta (t'%),
maksimalni kvantni prinos PS Il (Fv/Fm), omjer varijabilne i
pocetne fluorescencije (Fv/Fo) u intaktnim listovima soje

ZnacCajnost utjecaja kultivara 1 tretmana na pokazatelje
fizioloskih svojstava (H,O, = sadrzaj vodikovog peroksida;
LP = intenzitet lipidne peroksidacije; Prolin = sadrzaj
slobodnog prolina; Fenoli = sadrzaj ukupnih fenola) u tkivu
lista soje

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na sadrzaj vodikovog
peroksida (H,O,; nmol g* sv.t), intenzitet lipidne
peroksidacije (LP; nmol TBA g sv.t.), sadrzaj slobodnog
prolina (prolin; pmol g* sv.t) i sadrzaj ukupnih fenola

(fenoli; mg GA g™ sv.t.) u tkivu listova soje

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na ukupnu (u) i
specifi¢nu (s) aktivnost enzima askorbat-peroksidaze (APX),
katalaze (CAT), gvajakol-peroksidaze (GPOX) i glutation
reduktaze (GR) u fazi pune cvatnje

Znacajnost utjecaja kultivara i tretmana na ukupnu (u) i
specifi¢nu (s) aktivnost enzima askorbat-peroksidaze (APX),
katalaze (CAT), gvajakol peroksidaze (GPOX) i glutation
reduktaze (GR) u listovima soje

Znacajnost  linearnih  korelacija  izmedu ispitivanih
pokazatelja u fenofazi klijanje-nicanje

ZnaCajnost  linearnih  korelacija  izmedu  ispitivanih
morfoloskih 1 fizioloskih pokazatelja reakcije soje na
temperaturni stres u fenofazi pune cvatnje

Znacajnost  linearnih  korelacija  izmedu ispitivanih
fotosintetskinh pokazatelja u listu soje nakon izlaganja
temperaturnom stresu u fenofazi pune cvatnje
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11.2. Popis slika

Slika 1.1. Prikaz broja objavljenih publikacija o abiotskom stresu u
biljkama citiranih u bazi Web of Science po godinama (1995. -
2015.), prema pretrazi u bazi na dan 10. veljace 2016.

Slika 4.1. Rolanje natopljenog filtar papira u kojem je poslozeno sjeme
soje
Slika 4.2. Naklijavanje sjemena soje u klima komori

Slika 4.3. Klijanci soje

Slika 4.4. Odredivanje broja klijanaca soje
Slika 4.5. Uzgoj biljaka na otvorenom
Slika 4.6. Biljke soje u R, fenofazi

Slika 4.7. Biljke soje u klima komori

Slika 4.8. Mjerenje fluorescencije

Slika 5.1. Prosjecna klijavost (%), za sve tretmane, kod Sest kultivara soje

Slika 5.2. Prosjec¢na klijavost (%), za sve kultivare, po tretmanima

Slika 5.3. Prf)sjeéna masa klijanca (g), za sve tretmane, kod Sest kultivara
soje

Slika 5.4. Prosjec¢na masa klijanca (g), za sve kultivare, po tretmanima

Slika 5.5. Prosjecna masa hipokotila (g), za sve tretmane, kod Sest

kultivara soje
Slika 5.6. Prosje¢na masa hipokotila (g), za sve kultivare, po tretmanima

Slika 5.7. Prosje¢an sadrzaj vodikovog peroksida (H,O,; nmol g™ sv.t),
za sve tretmane, u tkivu hipokotila klijanaca Sest kultivara soje

Slika 5.8. Prosjecan sadrzaj vodikovog peroksida (H2O,; nmol g'1 sv.t.),
za sve kultivare, po tretmanima, u tkivu hipokotila klijanaca

Slika 5.9. Prosjeéne vrijednosti intenziteta lipidne peroksidacije (LP;
nmol TBA g* sv.t), za sve tretmane, u tkivu hipokotila
klijanaca Sest kultivara soje

Slika5.10.  Prosje¢ne vrijednosti intenziteta lipidne peroksidacije (LP;
nmol TBA g™ sv.t.), za sve kultivare, po tretmanima, u tkivu
hipokotila klijanaca
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Slika 5.11.

Slika 5.12.

Slika 5.13.

Slika 5.14.

Slika 5.15.

Slika 5.16.

Slika 5.17.

Slika 5.18.

Slika 5.19.

Slika 5.20.

Slika 5.21.

Slika 5.22.

Slika 5.23.

Prosje¢an sadrzaj slobodnog prolina (pmol g™ sv.t.), za sve
tretmane, u tkivu hipokotila klijanaca Sest kultivara soje

Prosjecan sadrzaj slobodnog prolina (umol g™ sv.t.), za sve
kultivare, po tretmanima, u tkivu hipokotila klijanaca

Prosje¢an sadrzaj ukupnih fenola (mg GA g™ sv.t.), za sve
tretmane, u tkivu hipokotila klijanaca Sest kultivara soje

Prosje¢an sadrzaj ukupnih fenola (mg GA g™ sv.t.), za sve
kultivare, po tretmanima, u tkivu hipokotila klijanaca

Prosjeéna ukupna aktivnost askorbat-peroksidaze (APXu;
umol min™ g™ sv.t), za sve tretmane, u tkivu hipokotila
klijanaca Sest kultivara soje

Prosje¢na specificna aktivnost askorbat-peroksidaze (APXs;
umol min™? mg™ prot.), za sve tretmane, u tkivu hipokotila
klijanaca Sest kultivara soje

Prosjeéna ukupna aktivnost askorbat-peroksidaze u tkivu
hipokotila klijanaca (APXu; pmol min? gt sv.t), za sve
kultivare, po tretmanima

Prosje¢na specifi¢na aktivnost askorbat-peroksidaze u tkivu
hipokotila klijanaca (APXs; pmol min® mg* prot.), za sve
kultivare, po tretmanima

Prosjecna ukupna aktivnost katalaze (CATu;
umol mint gt sv.t), za sve tretmane, u tkivu hipokotila
klijanaca Sest kultivara soje

Prosjecna specificna aktivnost katalaze (CATs;
umol min™ mg™ prot.), za sve tretmane, u tkivu hipokotila
klijanaca Sest kultivara soje

Prosjecna ukupna aktivnost katalaze u tkivu hipokotila
klijanaca (CATu; pmol min™ g™ sv.t.), za sve kultivare, po
primijenjenim tretmanima

Prosjecna specificna aktivnost katalaze u tkivu hipokotila
klijanaca (CATs; umol min™ mg™ prot.), za sve kultivare, po
primijenjenim tretmanima

Prosjecna ukupna aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOXu;
umol min® g' sv.t), za sve tretmane, u tkivu hipokotila
klijanaca Sest kultivara soje
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Slika 5.24.

Slika 5.25.

Slika 5.26.

Slika 5.27.

Slika 5.28.

Slika 5.29.

Slika 5.30.

Slika 5.31.

Slika 5.32.

Slika 5.33.

Slika 5.34.

Slika 5.35.

Slika 5.36.

Slika 5.37.

Prosjeéna specifi¢na aktivnost gvajakol-peroksidaze (GPOXs;
umol min™? mg™ prot.), za sve tretmane, u tkivu hipokotila
klijanaca Sest kultivara soje

Prosjeéna ukupna aktivnost gvajakol-peroksidaze u tkivu
hipokotila klijanaca (GPOXu; pmol min™ g* sv.t), za sve
kultivare, po tretmanima

Prosje¢na specificna aktivnost gvajakol-peroksidaze u tkivu
hipokotila klijanaca (GPOXs; pumol min™ mg™ prot.), za sve
kultivare, po tretmanima

Prosjena ukupna aktivnost glutation-reduktaze (GRu;
umol min™ g™ sv.t.), za sve tretmane, u tkivu hipokotila Sest
kultivara soje

ProsjeCna specificna aktivnost glutation-reduktaze (GRsS;
umol min™ mg™ prot.), za sve tretmane, u tkivu hipokotila Sest
kultivara soje

Prosje¢na ukupna aktivhost glutation-reduktaze u tkivu
hipokotila klijanaca (GRu; pmol min™ g sv.it), za sve
kultivare, po tretmanima

Prosje¢na specificna aktivnost glutation-reduktaze u tkivu
hipokotila klijanaca (GRs; pmol min™ mg™® prot.), za sve
kultivare, po tretmanima

Prosjecna masa listova biljke (g), u prosjeku za dva kultivara
soje, po tretmanima

Prosje¢na masa troliske (g), u prosjeku za dva kultivara soje, po
tretmanima

Prosjecan broj troliski po biljci, u prosjeku za dva kultivara
soje, po tretmanima

Prosjecan sadrzaj klorofila a, klorofila b, klorofila a+b i
karotenoida (mg g™ sv.t.), u prosjeku za dva kultivara soje, po
tretmanima

Omijer klorofila a/b i klorofila a+b/karotenoida, u prosjeku za
dva kultivara soje, po tretmanima

Fotokemijski pokazatelji fotosustava Il (Fm, Fv, Fo) u intaktnim
listovima soje, u prosjeku za dva kultivara soje, po tretmanima

Fotokemijski pokazatelji fotosustava Il (Fv/Fm, Fv/Fy) u
intaktnim listovima soje, u prosjeku za dva kultivara soje, po
tretmanima
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Slika 5.38.

Slika 5.39.

Slika 5.40.

Slika 5.41.

Slika 5.42.

Slika 5.43.

Slika 5.44.

Fotokemijski pokazatelj fotosustava II (t}2), u prosjeku za dva
kultivara soje, po tretmanima

Prosjecan sadrzaj vodikovog peroksida (H,O,; nmol g sv.t.), u
prosjeku za dva kultivara soje, po tretmanima

Prosje¢ne vrijednosti intenziteta lipidne peroksidacije (LP;
nmol TBA g* sv.t), u prosjeku za dva kultivara soje, po
tretmanima

Prosjecan sadrzaj slobodnog prolina (umol g™ sv.t.), u prosjeku
za dva kultivara soje, po tretmanima

Prosjecan sadrzaj ukupnih fenola (mg GA g™ sv.t.), u prosjeku
za dva kultivara soje, po tretmanima

Prosjeéna ukupna aktivnost enzima askorbat-peroksidaze
(APXu), katalaze (CATu), gvajakol-peroksidaze (GPOXu) i
glutation-reduktaze (GRu) u listovima dva kultivara soje
(umol min™ g sv.t.), po tretmanima

Prosje¢na specifiéna aktivnost enzima askorbat-peroksidaze
(APXs), katalaze (CATSs), gvajakol-peroksidaze (GPOXs) i
glutation-reduktaze (GRs) u listovima dva kultivara soje
(umol min™ mg™ prot.), po tretmanima
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11.3. Popis koristenih kratica

AA - askorbinska kiselina (engl. Ascorbic Acid)
ANOVA - analiza varijance

APX - askorbat-peroksidaza (engl. Ascorbate Peroxidase)
BSA - albumin govedeg seruma (engl. Bovine Serum Albumin)
BT - broj troliski po biljci

CAR - koncentracija karotenoida

CAT - katalaza (engl. Catalase)

dH,0 - destilirana voda

DHA - dehidroaskorbat

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

Fo - minimalni intenzitet fluorescencije

Fm - maksimalna razina fluorescencije

Fv - varijabilna fluorescencija (Fm - Fo)

Fv/Fg - omjer varijabilne i po€etne fluorescencije

Fv/Fm - maksimalni kvantni prinos fotosustava Il

GA - galna kiselina; trihidroksibenzojeva kiselina

GPX -glutation-peroksidaza (engl. Glutathione Peroxidase)
GPOX - gvajakol-peroksidaza (engl. Guaiacol Peroxidase)
GR - glutation-reduktaza (engl. Glutathione Reductase)
GSH - glutation, reducirani oblik

GSSG - glutation, oksidirani oblik

HSCS - proteini toplinskog Soka koji nastaju u stanicama kao odgovor na stres

(engl. Heat Shock Cognate Proteins)

KL - ukupna koncentracija klorofila (Klorofil a+b)
Kl a - koncentracija klorofil a

Kl a/b - omjer klorofilaaib

Klb - koncentracija klorofil b

KL/CAR - omjer klorofila i karotenoida

KP - kalij-fosfatni pufer
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LEA

LP

LSD
MDA
MDHAR

ML

MT
NADP*
NADPH
PEG

POD; POX
PRO

PS Il
PVPP
QTL

ROS
SAS
SOD
t/2
TBA
TBARS

TCA
UF
UV - VIS

- proteini ¢ija je koncentracija obilna u stadiju kasne embriogeneze
(engl. Late Embryogenesis Abundant Proteins)

- intenzitet lipidne peroksidacije

- test najmanje znacajne razlike (engl. Least Significant Difference)

- malondialdehid
- monodehidroaskorbat-reduktaza (engl. Monodehydroascorbate

Reductase)

- masa listova po biljci

- masa troliske

- nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, oksidirani
- nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, reducirani
- polietilenglikol

- peroksidaze (engl. Peroxidase)

- sadrzaj slobodnog prolina

- fotosustav 11

- polivinil-polipirolidon

- lokusi za odredeno kvantitativno svojstvo (engl. Quantitative Trait

Locus)

- reaktivne kisikove jedinke (engl. Reactive Oxygen Species)
- statisticki program (engl. Statistical Analysis System)

- superoksid-dismutaza (engl. Superoxide Dismutase)

- poluvrijeme porasta od Fo do Fm

- tiobarbiturna kiselina

- reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline (engl. Thiobarbituric Acid

Reactive Substances)
- trikloroctena kiselina
- sadrZaj ukupnih fenola

- ultraljubicasti - vidljivi spektar
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Strossmayera u Osijeku. Tijekom 2007./2008. i 2008./2009. akademske godine
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