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Sazetak

Diplomskog rada studenta Dario Srebaci¢, naslova

Utjecaj ekstremnog zasusSivanja na biokemijske i fizioloSke znacajke sadnica kapara

Su$a se ubraja u jedan od najce$c¢ih abiotskih stresova, a karakterizira je manjak
oborina kroz dulji vremenski period u odnosu na prosjecne oborinske prilike nekog podrucja.
Stres suSe negativno utjeCe na rast i razvoj biljaka tijekom njihove vegetacije. Biljke su s
vremenom razvile nekoliko antioksidacijskih mehanizama kojima uklanjaju toksicne
komponente koje se nakupljaju tijekom stresa suse. Neki od enzima koje biljke nakupljaju
imaju antioksidacijsko djelovanje, a s poveéanjem antioksidacijske aktivnosti mozZe se povecati
tolerantnost na stres suse. Cilj istrazivanja bio je utvrditi utjecaj ekstremnog zasusSivanja na
relativni sadrzaj vode (RWC), sadrzaj ukupnih proteina te aktivnost antioksidacijskih enzima
superoksid dismutaze (SOD) te peroksidaze (POX) u listu sadnica kapara. Stres suse
(zasusivanja) znacajno utje¢e na sva mjerena svojstva. RWC u listu, kao i ukupni sadrzaj
topljivih proteina znacajno se smanjio, dok se aktivnost SOD-a i POX-a znadajno povecavala s
intenzitetom suse.

Kljucne rijeci: susa, kapar, RWC, ukupni proteini, SOD, POX



Summary

Of the master’s thesis - student Dario Srebaci¢, entitled

The impact of extreme drought stress on biochemical and physiological characteristics of
caper seedlings

Drought is one of the most common types of abiotic stress and is characterized by the
lack of precipitation over a long period of time compared to average precipitation in a certain
area. Drought stress negatively affects the growth and development of plants during their
vegetation. Over time, plants have developed several antioxidant mechanisms to remove toxic
components that accumulate during drought stress. Some of the enzymes that plants
accumulate have antioxidant activity and by increasing antioxidant activity, drought stress
tolerance may increase. The aim of the study was to determine the effect of extreme drought
on relative water content (RWC), total protein content and activity of antioxidant enzymes
superoxide dismutase (SOD) and peroxidase (POX) in caper seedling leaves. Drought stress
significantly affects all measured properties. The RWC in leaves as well as the total soluble
protein content decreased significantly, while the activity of SOD and POX increased with
drought intensity.

Keywords: drought, caper, RWC, total protein, SOD, POX



1. Uvod

Susa se ubraja u jedan od najceséih abiotskih stresova, a karakterizira je manjak oborina
kroz dulji vremenski period u odnosu na prosjec¢ne oborinske prilike nekog podrucja. S obzirom
na ¢imbenike na koje utjece razlikujemo: meteorolosku, agronomsku, hidrolosku te socio-
ekonomsku suSu (DHMZ, 2021.). Za poljoprivrednu proizvodnju svakako je najvainija
agronomska susa. Agronomska susa je kratkoro¢ni manjak vode u razdoblju od nekoliko
tjedana u povrsinskom sloju tla koji se dogada u kritichnom trenutku razvoja biljaka (DHMZ,
2021.). Negativne posljedice agronomske su$e pojacavaju visoke temperature, vjetar te niska
relativna vlaga zraka. Nedostatak vode ugrozava biljne procese i prinose na vec¢im geografskim
podrucjima. Prezivljavanje akutnog susnog stresa ovisi o karakteristikama biljnog genotipa,
intenzitetu i trajanju stresa (Laxa i sur., 2019.).

Stres suSe negativno utjece na rast i razvoj biljaka tijekom njihove vegetacije. Naime susa
dovodi do razli¢itih molekularnih, stani¢nih, fizioloskih i morfoloskih osteéenja koja rezultiraju
smanjenim rastom i promjenama u fizioloskim procesima biljaka. Promjene koje se deSavaju
uslijed nedostatka vode u biljci su smanjenje lisne povrSine, odbacivanje liséa, pojacan rast
korijena, pritvaranje puci, osmotska prilagodba i zadebljanje kutikule (Lazarevi¢ i Poljak,
2019.). Kao posljedica ovih promjena, u susnim godinama, dolazi do smanjenja prinosa,
sadrZaja suhe tvari, losSije kvalitete prinosa te ukoliko susni period dulje potraje ¢ak i do venuca
biljaka. Visoke temperature, toplinski ekstremi te stres uvjetovan susom, tj. nedostatkom vode
prema tome dovode do smanjenja produktivnosti kultiviranih biljka Sto dovodi do globalne
nesigurnosti u koli¢ini proizvedene hrane (Bita i Gerats 2013.).

Dio rjeSenja nalazi se u proizvodniji biljnih vrsta koje su se adaptirale na stres suse razli¢itim
fizioloskim i biokemijskim mehanizmima. U biokemijske mehanizme prilagodbe koje su biljke
tijekom vremena razvile spadaju brojni antioksidacijski enzimi kojima uklanjanju toksi¢ne
komponente koje se nakupljaju tijekom stresa suSe. Kod biljaka se s povecanjem
antioksidacijske aktivnosti navedenih enzima moze povedati tolerantnost na stresne ¢imbenik
(Basu i sur., 2016.) Bez obzira na vremenski period kojem su izloZene stresu suse, navedene
biljke optimiziraju svoj rast i zadrzavaju sposobnost reprodukcije (Basu i sur., 2016.).

Biljne vrste koje dobro podnose susne uvjete ubrajaju se u kserofite. Oni imaju sposobnost
prilagodbe na Zivot u susnim predjelima ili fizioloski nepovoljnim stanistima i posjeduju
mehanizme za sprefavanje gubitka vode ili mehanizme za spremanje raspoloZive vode. U
kserofite spada i biljna vrsta kapar (Capparis spinosa L.) koja je predmet proucavanja ovog
diplomskog rada.



1.1. Ciljistrazivanja

Cilj istrazivanja bio je utvrditi utjecaj ekstremnog zasusSivanja na relativni sadrZaj vode u
listu sadnica kapara, sadrzaj ukupnih proteina te aktivnost antioksidacijskih enzima.



2. Pregled literature

2.1. Kapar (Capparis spinosa L.)

Kapar (Capparis spinosa L.) je biljna vrsta koja pripada u porodicu Capparidaceae. To je
viSegodisnji listopadni kserofilni grm koji se izvanredno prilagodio na surove uvjete.
Pretpostavlja se da se biljka razvila u tropskim krajevima te se prosirila po juznoj Europi i
sredis$njoj Aziji, posebice na Mediteranu te na isto¢noj strani Kaspijskog mora. Mediteranske
regije su pod snainim utjecajem globalnog zatopljenja, sto dovodi do brojnih nepovoljnih
ucinaka na agroekosustave i biljnu proizvodnju. Stoga se posebna pozornost treba usmijeriti
na biljke prilagodene susnim uvjetima za upotrebu u poljoprivrednim sustavima prema
trenutnom scenariju klimatskih promjena. Kapari se vide kao potencijalni zanimljiv usjev u
susnim ili polusu$nim regijama kao $to su zemlje isto¢nog Mediterana (Chedraouiisur., 2017).
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Slika 2.1.1. Rasprostranjenost vrste Capparis spinosa L. u svijetu
(Izvor: https://peerj.com/articles/5792/)

Slika 2.1.1. prikazuje rasprostranjenost kapara u svijetu. Najveéa rasprostranjenost i
nalazista kapara nalaze se na podrucju Mediterana. Prema prikazanom na karti moZze se vidjeti
da je kapar rasprostranjen u sjevernom dijelu Australije i juznom dijelu Azije Sto ukazuje na
¢injenicu da je to biljka toplijih podrucja gdje nastupa deficit vode kroz duza vremenska
razdoblja.


https://peerj.com/articles/5792/
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D ZabiljeZeno u literaturi

. Terenska opaianja

Slika 2.1.2. Rasprostranjenost kapara u Republici Hrvatskoj
(Izvor: Bajlo Kristina, diplomski rad)

Slika 2.1.2. prikazuje rasprostranjenost kapara u Hrvatskoj. Prema prikazanoj mapi moze
se vidjeti da je kapar rasprostranjen duz Jadranske obale i na otocima. Takoder je vidljivo da
je najveci broj nasada kapara zabiljezen u srednjoj i juznoj Dalmaciji (najtopliji i najsuncaniji
dijelovi Hrvatske obale), gdje su izrazena suha i topla ljeta te blage i kiSne zime.

Grmovi kapara Stite tlo od direktnog suncevog zracenja, time onemogudavaju ekstremno
zagrijavanje tla, te na taj nacini reguliraju mikroklimu uz tlo. Zbog vrlo razgranatog nadzemnog
dijela biljke kapar predstavlja odli¢an pokrivac za tlo i spre¢ava evaporaciju, a time zadrzava i
Cuva vodu u tlu te je izvrsna zastita tla od erozije uzrokovane vjetrom (specijalno kod
pjeskovitih tala) (Rostami i sur., 2016.). Kapar ima dubok korijenov sustav i podnosi
temperature vece od 40 °C (Suleiman i sur., 2021.). Ucinkovit korijenov sustav sadrZava
bakterije koje fiksiraju dusik te time obogacuju tlo dusikom te istovremeno omoguduje rast
biljci u tlima loSe plodnost (Sadeghi i Rostami, 2017.). Uvodenje kapara u susna i polususna
podru¢ja Mediterana moglo bi pomoéi u sprjeCavanju narusavanju tih krhkih ekosustava
(Sozzi, 2001.). U usporedbi s drugim biljkama koje podnose susne uvjete, kapar ima visoku
ucinkovitost koriStenja vode i izvanrednu sposobnost pretraZivanja i upijanja vode iz tla
zahvaljujuéi svojem opseznom korijenovom sustavu (Gan i sur., 2013.).



(Izvor: https://hr.besthomemaster.com/9334814-)

Nadzemni dio kapara (Slika 2.1.3.) sastoji se od grana koje nisu raSirene ili mogu biti
viSestruko rasirene, zelene, crvene ili Zute boje duzine do 4 m. One mogu biti zakrivljenog ili
ravnog oblika sa ili bez jednostavnih dlacica. Listovi su naizmjeni¢no poredani bez palistic¢a i
¢esto su preobraZeni u kukaste trnove (Zuti¢, 2010.). Mogu biti zaobljenog ili jajastog oblika sa
zaobljenim ili tupim vrhom. Puci na listovima su glavni kanali za transpiraciju te su Siroko
rasporedene na obje strane lista i mogu biti otvorene cijeli dan. Listovi su spojeni na stabljiku
peteljkom koja moze biti Zljebasta ili ovalna duZine 0-2 cm (Chedrauri i sur., 2017.). Cvjetovi
su pojedinacni i smjeSteni u pazusScima vrsnih listova jednogodi$njih izboja, a cvjetaju nocu.
Sastoje se od Cetiri bijele ili bijelo-ruzicaste latice, duguljastog, jajolikog ili zaobljeno jajastog
oblika te sadrze puci i vrie transpiraciju (Chedraoui i sur., 2017.). Kapar cvate od svibnja do
listopada. Jedna je od rijetkih biljnih vrsta koja raste ljeti i cvjeta u susnim podrucjima
(Chedrouiisur., 2017.). Prasnici su ruZicaste boje i vrlo brojni (60-100) s nitima duZine do 5 cm
(Kovacevié¢, 2005.). Ima modrastu plodnicu koja se nalazi na dugoj drsci i sadrzi veliki broj
sjemenih zametaka. Plod je monokularna boba (Kovacevi¢, 2005.), elipsastog, jajolikog ili
duguljastog oblika. Sjeme kapara je mnogobrojno i crvenkastosmede boje (Fici, 2014.). Kapar
je biljna vrsta koja se razmnoZava generativno i vegetativno.

2.1.1. Okolinski uvjeti

Kao $to je prethodno navedeno, kapar je biljka polususnog i susnog podrucja te je poznata
kao biljna vrsta koja je otporna na susu. Za rast i razvoj joj je potrebna polusuha klima sa
srednjim godisnjim temperaturama preko 14°C i srednjim godisnjim padalinama preko 200
mm (Chedroui i sur., 2017.). MoZe podnijeti vodni stres bez ikakvih fenotipskih manifestacija,
a odli¢no odolijeva jakom vjetru i temperaturama preko 40°C (Sozzi i Vicente, 2006.). Zimske
mjesece prezivljava u obliku panja, a mraz je jedini ogranicavajuci ¢imbenik prezivljavanja
sadnica u zimskim mjesecima. Uzgaja se na malim nadmorskim visinama, iako su neke biljke
kapara pronadene na nadmorskim visinama preko 1000 metara (Barbera, 1991; Chalak i sur.


https://hr.besthomemaster.com/9334814-

2007.). Raste na vapnenastim tlima, tlima sa malim postocima gline, slanim, pjeskovitim ili
sjenovit tlima sa malim postotkom organske tvari.

Anatomske prilagodbe koje utjeCu na otpornost od suSe ukljucuju obiljeZja korijena,
stabljike, lis¢a i cvijeta. Korijenov sustav kapara predstavlja 62,5% ukupne biljne biomase
nakon 4-5 mjeseci rasta (Sozzi, 2001; Gan i sur., 2013.). Korijenov sustav kapara izlu€uje kisele
spojeve koji mogu otopiti stijene i prosiriti pukotine te biljci omoguditi pristup vodnim
resursima. Kao Sto je veé navedeno, puci su zaduZene za transpiraciju i ravhomjerno su
rasporedene na obje strane lista, a mogu ostati otvorene cijeli dan. Otvaranje puci potice
evapotranspiraciju i to otvaranje ima snazan ucinak na hladenje lis¢a (Chedraoui i sur. 2017.).

2.1.2. Uzgoj i ekonomska vrijednost kapara

Nasadi kapara mogu se uzgajati s ostalim jednogodiSnjem biljem kao Sto su povrtne
kulture, travnjaci i ljekovito bije (Solowey, 2010.). Znacajna ekonomska vrijednost lezi u
cvjetnim pupoljcima, koji su poznati na trzistu pod nazivom ,kapari“ili ,bobica kapara” koji
se najvise konzumiraju u svijetu. Takoder se koristi plod boba koji sadrZi visokovrijedne
nutrijente. Ova biljna vrsta ima vrlo atraktivan cvijet sa slatkom mirisom, pa se koristi kao
ukrasna biljka za vrtove i zidove, kao i za terase koje su izloZzene Sunéevom svjetlu (Chedraoui
i sur., 2017.). Kapar je tradicionalno koristen kao medicinska biljka i opSirno proucavan zbog
svojih bioloskih svojstava. U tradicionalnoj medicini cijela je biljka bila koriStena za lijecenje
reume, prehlade, bolesti slezene i kao diuretik (Shahrajabian i sur., 2021. ). Kapar je pronasao
svoju primjenu i u farmaceutskoj industriji. Istrazivanjima su utvrdena antiupalna svojstva
kapara kod pacijenata s Alzheimerovom boleséu. Koristi se takoder i za smanjenje LDL-
kolesterola i hiperglikemije (Shahrajabian i sur., 2021.).

U stadiju cvjetnog pupoljka kapar je niskokalori¢an. 100 grama pupoljaka sadrzi svega 23
kalorije. Uz nisku energetsku vrijednost, sadrzi mnostvo fitonutrijenata, antioksidansa i
vitamina (Tesoriere i sur., 2007.). Pupoljci sadrze vitamin A, vitamin K, niacin te riboflavin.
Bogati su i mineralima, najvise kalcijem, Zeljezom i bakrom. Kapari su jedan od najveéih biljnih
izvora flavonoida rutina i kvercetina, jakih antioksidansa. Sadrzaj kvercetina je razlicit u
razli¢itim dijelovima biljke: sadrzi 1.75 mg kvercentina /g korijena, 5 mg/g stabljike, 7.92 mg/g
lista, 10 mg/g cvjetnih pupoljaka, 12.8 mg/g cvijeta, 9.6 mg/g ploda i 6.2 mg/g sjemenke
(Shahrajabian i sur., 2021.). Kvercetin ima protubakterijsko, antikancerogeno, analgetsko i
protuupalno djelovanje (Tesoriere i sur., 2007.). Kapar je bogat izvor ne samo sumpornih
spojeva, vec i fenolnih i flavonoidnih glikozida koji doprinose njegovoj snaznoj citotoksi¢noj
aktivnosti. Bobe kapara sadrze ugljikohidrate (5%), proteine (2%) i lipide (0.9%), te vitamin C.
U 100 g svjezih cvjetnih pupoljaka sadrzi 115-170 mg, a u plodovima oko 130 mg askorbinske
kiseline (Grli¢, 2005.). Tablica 2.1.1. prikazuje hranidbenu vrijednost kapara u 100 grama
ploda.



Tablica 2.1.1. Hranidbena vrijednost ploda kapare

Sadriaj Iznosna 100 g
Energija 20 kcal
Ugljikohidrati 5g
Masti 09¢g
Vlakna 3g
Secer 04g
Natrij 2960 mg
Zeljezo 1,7 mg
Bjelancevine 2g
Vitamin C 4 mg

(Izvor: Sher i Alyemeni, 2010.)

Cvjetni pupoljci i boba kapara koristi se u ljudskoj prehrani. Cvjetni pupoljci mogu se kiseliti
u octu ili soli i koristite se kao predjelo ili za¢in. Mogu se koristiti kao sastojak u izradi umaka,
preljevaisalata, hladnih jela te u umacima koji se posluzuju sa lososom, tjesteninom i pizzama,
sirevima, janjetinom, ov¢etinom, svinjetinom i piletinom (Sozzi i Vicente, 2006.). Boba kapara
se takoder kiseli i koristi kao zacin (Rivera i sur., 2003.). U prehrambenoj industriji koriste se
ekstrakti pupoljka i bobica kao agensi okusa (Aliyazicioglu i sur., 2015.).



2.2. Utjecaj stres suse na biljke

Nedostatak vode jedan je od najcescéih abiotskih stresova koji ogranicava produktivnost
usjeva i rezultira ekonomskim gubitcima u proizvodnji (Hyman i sur., 2008.). Kraée ili dulje
razdoblje stresa suse dovodi do smanjenog rasta i kvalitete biljaka te pada prinosa do 50% i
viSe u odnosu na optimalne uvjete. Do pojave suse dolazi uslijed narusavanja prirodnog ciklusa
kruzenja vode u atmosferi (Kolari¢, 2016.). Ona se pojavljuje postepeno, traje dugo i zahvada
velika podrucja na kojima dovodi do Steta.

IThe World Map of Drought Risk

Countries by their drought risk index score (2019)

Ml High (0.8-1.0) H Medium to high (0.6-0.8) M Medium (0.4-0.6)
™ Low to medium (0.2-0.4) Low (0.0-0.2) No data

Countries with
the highest
drought
risks

1. ‘;' Moldova 2. \./ Ukraine
3. . Bangladesh
4. 2 India 52 @ Serbia

Based on past drought intensity, water stress, drought vulnerability,
population, crop and livestock density
Source: Aqueduct by World Resources Institute

Slika 2.2.1. Svjetska karta rizika od suse (2019.) godina
(Izvor: https://cdn.statcdn.com/Infographic/images/normal/25101.jpeg)


https://cdn.statcdn.com/Infographic/images/normal/25101.jpeg

Slika 2.2.1. prikazuje kartu indeksa rizika susSe u svijetu. Prema prikazanom na karti
mozemo zakljucditi da je za 2019. godinu najvedi indeks rizika za susu bio u Moldaviji, Ukrajini,
drZzavama jugoistocne Azije i drzavama zapadne i srednje Europe. Najmanji indeks rizika suse
zabiljeZzen je u Skandinavskim zemljama, dok je u ostalim zemljama svijeta srednja do srednje
visoka razina rizika od susu.

Stres suSe ozbiljno utjece na rast, razvoj i plodnost biljaka. Biljke koje rastu u susnim
podrucjima razvile su kseromorfoloske osobine da smanje transpiraciju tijekom nastalog
stresa. Susa pokrece smanjenje i u ekstremnim uvjetima gubitak vodnog potencijala, sto
istodobno dovodi do smanjenja turgora stanica (Laxa i sur., 2019.). OdrZavanje turgora tijekom
stresa vaino je za oCuvanje metaboli¢ckih odgovora u biljkama i dobro je prepoznatljiv
mehanizam kod biljaka tolerantnih na vodni stres. Sposobnost biljaka koje se razmnozavaju
sjiemenom i njihova prilagodba na stres suse ukljucuje ili toleranciju na stani¢nu dehidraciju ili
minimalan gubitak vode i odrzavanje pritiska turgora (Morgan, 1992.). Prva promjena na biljci
nastala usred stresa suSe je zatvaranje puci uslijed djelovanja apscizinske kiseline (ABA).
Dugotrajni i povecani intenzitet stresa nastao djelovanjem suse dovodi do daljnjih reakcija u
pogledu osmotske prilagodbe, smanjenja omjera mase i duljine izdanaka i korijenja,
modifikacije stani¢ne stjenke, dolazi do reprogramiranja metabolizma te aktivacije
antioksidacijskog sustava (Laxa i sur., 2019.). Mnoge od navedenih karakteristika obrane od
stresa suSe su mjerljive te se koriste za karakterizaciju teZine susnog stresa. Izbjegavanje suse
ukljucuje morfoloske prilagode, poput uvijanja lis¢a i povecanog taloZzenja voska na povrsini
lista (Kim i sur., 2007.). Stres suse prolazi klasifikaciju od blage, umjerene do teske faze stresa.
Prijelaz izmedu razli¢itih stadija dogada se stalno i odrzava napredovanje ozbiljnosti susSnog
stresa trajanjem i snagom dehidracije.

2.2.1. Relativni sadrzaj vode

Susa znacajno utjece na vodni status biljke, a relativni sadrzaj vode (RWC) u listovima jedan
je od primarnih pokazatelja dehidracije (Yamasaki i Dillenburg 1999.; Jongdee i sur., 2002.).
Relativni sadrzaj vode (RWC) Cesto se koristi kao indikator vodnog deficita odnosno mjerilo
stresa. Ukupni konsenzus je da se relativni sadrzaj vode (RWC) u blagom stresu suse kreée od
60-70% u odnosu na kontrolu gdje iznosi 2 90%, u umjerenom stresu izmedu 40-60% i teSkom
stresu izmedu 0-40% (Laxa i sur., 2019.). Navedene klasifikacije se razlikuju medu razli¢itim
biljnim vrstama i u duljini izloZenosti stresu suse.

Relativni sadrzaj vode (RWC) opisan je kao koli¢ina vode u listu u vrijeme uzorkovanja, a
jednak je relativno maksimalnoj vodi koju list moze sadrzavati. Bitan je parametar u
istrazivanjima vezanima uz vodu, npr. omogucuje izraéun osmotskog potencijala pri punom
turgoru. RWC se moze ucinkovito koristiti za procjenu tolerancije na susu i odabir genotipova



najotpornijih na susu (Abdalla i EI-Khoshiban, 2007.). Relativan sadrzaj vode u listu racuna se
iz sljedecih parametara:

RWC= (FW-DW)/(TW-DW)
FW= masa svjezeg lista
DW= masa suhe tvari
TW= masa zasi¢enog lista

Relativni sadrzaj vode (RWC) omogucuje usporedbu metaboli¢kih promjena u biljci, uz isti
status stani¢ne vode (Blum, 1998.). Takoder omogucuje procjenu stanja biljne vode u smislu
stani¢ne hidratacije i pod moguéim je ucinkom i lisnog potencijala i osmotskog prilagodavanja
(Blum, 1998.). Osmotska prilagodba definirana je kao proces nakupljanja otopljenih tvari u
stanicama koje se dijele kada je vodni potencijal smanjen, Sto pomaze u odrzavanju turgora
(Hirota i sur., 1990.) RWC moze se mjeriti na razne nacine. Ipak klju¢an dio je zasi¢enje listova.
Mnogi znanstvenici koriste lisne diskove za rehidrataciju listova. No bolji nacin zasi¢enja listova
je preko peteljke. Takvo zasi¢enje ide normalnim vodnim putem, nema osStecenja tkiva (Sto se
dogada sa lisnim diskovima) i prezasi¢enje je smanjeno na minimum . Jo$ jedna prednost ove
metode je da se vodni potencijal listova nakon zasiéenja moZe mjeriti koristeci tlacne komore,
time dopustajuéi procjenu uspjesSnosti zasi¢enja (potpuno zasiéen list ima vodni potencijal
blizu 0).

2.2.2. Utjecaj suSe na biokemijske procese u biljci

Su$a uzrokuje nastanak reaktivnih kisikovih jedinki u biljkama Sto za posljedicu ima
oSteéenje biomembrana i makromolekula. Reaktivne kisikove jedinke (ROS) su slobodni
radikali kisika: singlentni kisik (10,), superoksidni (‘O2) i hidroksilni (‘OH) radikali te vodikov
peroksid (H202) kao mala, nenabijena, slobodno difundirajuéa molekula (Antunovié, 2013.).
Stres suSe takoder uzrokuje i nastajanje reaktivnih dusikovih jedinki (NO) (Hancock i sur.,
2002.; Mittler, 2002.). Proces nastanka radikala u stanicama u uvjetima stresa je neprekidan i
slu¢ajan. ROS se u odredenoj mjeri javlja kao rezultat normalne metaboli¢ke aktivnosti u
stanici (Ricko, 2009.). Aerobne metabolicke reakcije koje dovode do nastajanja ROS-a u
stanicama dogadaju se u transportnom lancu elektrona u mitohondrijima, kod fotorespiracije
i u lanacu prijenosa elektrona u kloroplastima. Proizvodnja ROS-a izazvana stresom odvija se
u razli¢itim stani¢nim organelama (Del Rio, 2015.) te se koristi za prijenos signala u jezgru i
druge organele kako bi se reprogramirala ekspresija gena (Choudhury i sur., 2013.; Hossain i
sur., 2015.). Razina ROS-a povecava se kad biljka prozivljava nepovoljne uvjete, osobito stres
suse, te sluzi kao signalna molekula. Prvi odgovor biljaka na susu je zatvaranje puci kako bi se
gubici vode zbog transpiracije smanjili na najmanju mogucéu mjeru (Laxa i sur.,2019.).
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Pojacani nastanak reaktivnih kisikovih jedinki u biljkama tijekom suse uzrokuje ostecenje
makromolekula i biomembrana (oksidiraju lipidne membrane, denaturiraju proteine i
mutiraju DNA) (Cruze de Varvalho, 2008.). Susa se prvo ocituje kao osmotski stres koji rezultira
narusavanjem homeostaze i distribucije iona u stanici, a zatim i kao oksidativni stres koji
uzrokuje denaturaciju funkcionalnih i strukturnih proteina (Mihaljevi¢, 2015.). Biljka na stres
suSe odgovara ekspresijom brojnih gena, koji uvjetuju brojne biokemijske i molekularne
mehanizme. Poznate su tri grupe gena ukljucenih u signalnu kaskadu i transkripcijsku kontrolu:
prvu grupu ¢ine Myc, MAP kinaze, SOS kinaze, fosfolipaze i transkripcijski faktori. Drugu grupu
gena Cine Hsps, ¢eperoni, LEA i osmoprotektani koji direktno sudjeluju u obrani samih
membrana i proteina, a u treéu grupu pripadaju geni koji reguliraju primanje vode i iona kao
Sto su akvaporini i transporteri iona (Wang i sur, 2003.). Kao $to je ve¢ navedeno ranije,
tijekom pojave stresa suse dolazi do pojacane sinteze apscizinske kiseline (ABA), fitohormona
koji se sintetizira u korijenu i putuje floemom do listova gdje se veZze na receptore u stanici i
time Sire signal, te uvjetuje zatvaranje puci i smanjenje transpiracije. Zatvaranje puci ne samo
da umanjuje gubitak vode putem transpiracije, ve¢ smanjuje unos ugljikovog dioksida i
nutrijenata te tako mijenja metabolicke procese, uklju€ujuci i fotosintezu (Basu i sur., 2016.).
Signalni put apscizinske kiseline ima vaznu ulogu u odgovoru biljke na stres o ¢emu svjedodi i
¢injenica da su mnogi geni inducirani suSom takoder regulirani ABA-om (Wang i sur, 2003.).

Takoder stres suse utjece na fotosintezu smanjujuci povrsinu lista i brzinu fotosinteze po
jedinici povrsine lista (Basu i sur., 2016.). Smanjena brzina fotosinteze je posljedica zatvaranja
puci i metabolickih osSteédenja u biljkama. Zbog stalne fotosinteze na svjetlu, poveéana
difuzijska barijera plina olakSava iscrpljivanje koncentracije medustani¢nog ugljicnog dioksida
(CO2). Smanjena dostupnost CO; stimulira oksigenaciju ribuloze-1,5-bisfosfat i tako proizvodi
fotorespiratorni vodikov peroksid (H,02) u peroksiosomima (Laxa i sur., 2019.). Neke biljne
vrste smanjuju broj listova i njihovu veli¢inu te u potpunosti ili djelomi¢no odbacuju lis¢e (Basu
i sur.,2016.). Kod otpornosti biljka na susu javlja se sklerofilija, a to je vrsta prilagodbe gdje
biljke formiraju tvrdo liS¢e koje moze vratiti potpunu funkcionalnost pri normalnim uvjetima
(Micco i Aronne, 2002.). Reducirano stanje kloroplasta i mitohondrija odrzava se osjetljivom
ravnotezom izmedu proizvodnje i potrosnje energije, a utjeCe na potrebu da se izbjegne
povecana proizvodnja ROS-a (Sofo i sur., 2015.). Ti zahtjevi su posebno kriti¢ni tijekom
izlaganje biljaka stresu pa tako i stresu suse. U uvjetima deficita vode, ROS i redoks znakovi
koji su generirani uglavhom tijekom prijenosa elektrona u mitohondrijima klju¢ni su za
odrzavanje normalnih metabolickih i energetskih tokova, optimizaciju razlic¢itih funkcija
stanica, aktiviranje reakcija na aklimatizaciju putem retrogradne signalizacije i kontrolu
sistemskih cjelovitih biljnih signalnih putova (Gallie, 2013.).

11



2.3. Enzimi stresa i ukupni proteini

Biljke sadrze ucinkovit antioksidacijski obrambeni sustav (Slika 2.3.1.) kako bi se
suprotstavile oksidativhom stresu, uklju¢ujuéi enzimatske i neenzimatske antioksidacijske
procese (Heidari i sur., 2018.). Aktivacija stani¢nog antioksidacijskog sustava Cest je fenomen
u biljaka koji slijedi nakon stresa suse, karakterizirana proizvodnjom raznih antioksidacijskih
enzima koji ucinkovito Ciste ROS-ove su katalaza (CAT), peroksidaza (POD) i superoksid
dismuntaza (SOD). POD i CAT enzimi pretvaraju vodikov peroksid u vodu i molekularni kisik,
dok enzim SOD pretvara superoksidni radikal (O27) u vodikov peroksid (Heidari i sur., 2018.).
Ustanovljeno je da stres suSe inducira aktivnost tih antioksidativnih enzima, osobito u
uvjetima izloZenosti jakom stresu suse, sugerirajuci da pustinjske biljke takoder koriste sli¢nu
molekularnu strategiju za ROS uzrokovan stresom suse (Zhou i sur., 2021.). Prema navodima
nekih autora takvi rezultati pokazuju da sve tri antioksidacijska enzima, posebice kada se
javljaju u kombinaciji, doprinose antioksidativnom kapacitetu $to igra vaznu ulogu u prilagodbi
biljaka na susu (Zhou i sur., 2021). Neenzimatski antioksidansi koji Stite biljku od stesa suse
ukljucuju antocijanine, karotenoide, proteine, askorbate, alkaloide, fenolne spojeve te
flavonoide. Kompatibilne otopljene tvari pojavljuju se u biljci kada je ona suocena sa suSom.
Nakupina zastitnih otopljenih tvari koje ukljucuju Secere (glukoza, fruktoza, saharoza), Secerne
alkohole (manitol, glicerol, sorbitol, pinitol), prolin, glicerin, beatin i anorganske ione, u biljnim
organima sprjecava peroksidaciju stani¢nih organela (Sharmai sur., 2012.). Cesta metaboli¢ka
promjena koja se deSava u stresnim uvjetima do koje dolazi i prije pojave vidljivih simptoma
je povecana aktivnost antioksidacijskih enzima. RazliCiti stresni uvjeti uzrokuju stvaranje
povecane koli¢ine reaktivnog oblika kisika (vodikov peroksid, superoksidni radikal, singletni
kisik, hidroksilni radikal) koji mogu reagirati s proteinima, nukleinskim kiselinama i narusiti
njihovu strukturu i funkciju (Ricko, 2009.).
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Slika 2.3.1. Shema reakcije biljaka u uvjetima stres suse
(Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Adverse-effects-and-adaptations-of-plants-to-drought-stress-
modified-from-Ullah-et-al_figl_348848896)

2.3.1. Katalaza

Katalaza je enzim smjeSten u peroksiosomima i glioksiosomima. Odlikuje je velika
aktivnost, jedna molekula moze reducirati oko 6 milijuna molekula H,0; do vode i kisika u
jednoj minuti (Gill i Tuteja, 2010.). Ekspresija gena za katalazu (CAT) nije samo razvojno
regulirana vec je osjetljiva na razliCite okolisSne signale. Njihova aktivnost u stanici je stalna, a
razina te aktivnosti se moZe naglo smanjiti pod stresnim uvjetima, a smanjenje se regulira na
razini translacije (Ricko, 2009.). Aktivnost katalaze moze biti inhibirana niskim temperaturama
i toplotnim stresom (Dat i sur., 2000.). U ne stresnim uvjetima, ROS se ucinkovito eliminira
neenzimatski i enzimatskim antioksidansima, dok tijekom susnog stresa proizvodnja ROS-a
premasuje sposobnost uklanjanja putem antioksidativnog sustava, uzrokujuci oksidativni
stres (Vanderauwea i sur., 2012.; Ajithkumar i Panneerselvam, 2014.).

2.3.2. Superoksid dismuntaza

Superoksid dismuntaza (SOD) je najucinkovitiji unutarstani¢ni antioksidacijski enzim
prisutan u svim aerobnim organizmima. SOD je metaloenzim koji uklanja superoksidne
radikale (-O27) katalizirajuéi njihovu dismutaciju (Antunovi¢, 2013.). Jedan superoksidni radikal
(‘O27) se reducira te tako stvara manje reaktivan vodikov peroksid, a drugi oksidacijom formira
molekularni kisik. Uklanjanjem superoksidnog radikala smanjuje se mogucnost stvaranja
izuzetno reaktivnih hidroksilnih radikala (-OH) Haber-Wess-ovom reakcijom. Kod biljaka su
prisutne tri izoezimske forme superoksid dismuntaze (SOD) i one se klasificiraju prema metalu
kojeg sadrze u aktivnom centru: Mn-SOD, Cu/Zn-SOD i Fe-SOD (Antunovi¢, 2013.). Mn-SOD je
izoenzim koji je prisutan u mitohondrijima i peroksisomima, Cu/Zn-SOD je prisutan u
kloroplastima i citoplazmi, dok se Fe/SOD moZze naci samo u kloroplastima (Gill i Tuteja, 2010.;
Pilon i sur., 2011.). Izoenzimi superoksid dismuntaze kodirani su genomom u jezgri.
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2.3.3. Peroksidaza

Peroksidaze su enzimi prisutni u svim Zivim organizmima ukljucujuci gljive i prokariote
(Ricko, 2009.). One su monomerni glikoproteini koji imaju ulogu u kataliziranju oksidacije
pojedinih stanic¢nih tvari koristeéi vodikov peroksid ili organski hidroksid kao supstrat (Gaspar
i sur.,1991.).

Postoje dvije grupe peroksidaza s obzirom na fizioloSku ulogu i supstratnu specifi¢nost
(Asada 1992.). U prvu grupu se ubrajaju nespecificne peroksidaze koje koriste vodikov
peroksid za razli¢ite oksidacijske reakcije Cija je karakteristika slaba supstratna specificnost. Te
peroksidaze su ukljuéene u proces dijeljenja stanice, biosinteze lingnina, etilena i suberina,
razgradnju auksina, zarastanja rane te obrana od patogena zbog svojih baktericidnih i
fungicidnih svojstava (Gaspar i sur.,1991.). U ovu skupinu se ubrajaju gvajakol- (GPOX) i
pirogalol-peroksidaze (POX) gdje gvajakol, odnosno pirogalol mogu posluZiti kao donori
elektrona u uvjetima in vitro (Ricko, 2009.). Oksidacijom pirogalola nastaje purpurogalin.
Gvajakol-peroksidaza (GPOX) uklju¢ena je u regulaciju mnogih fizioloSkih procesa
(metabolizam stani¢ne stjenke, lignifikacija, suberinizacija, katabolizam auksina, senescencija)
te u antioksidacijskom odgovoru u uvjetima stresa (Hiraga i sur., 2001., Mathe i sur., 2010.).

Drugoj skupini izoenzima peroksidaza pripadaju perkosidaze ¢ija je glavna uloga uklanjanje
vodikovog peroksida i organskih hidroperoksida te lipidnih peroksida kako ne bi doslo do
nastajanja jako reaktivnih radikala koji oksidiraju sve staniéne komponente i uzrokuju
ostecéenja u stanici. U ovu skupinu ubrajamo askorbat- (APOX) i glutation-peroksidazu (GPX)
(Antunovi¢, 2013). Da bi peroksidaze reducirale H,0, u vodu potreban im je reducirajudi
supstrat, a to je kod biljaka najéesce askorbat (Asada, 1992.). Peroksidaze se primjenjuju kao
nespecifiéni pokazatelji stresa na biljku prije pojave vidljivih posljedica kao Sto su npr.
opadanije lis¢a, kloroza i zaostajanje u rastu (Pandolfini i sur., 1992.).

2.3.4. Ukupni proteini

Proteini su bioloske makromolekule koje imaju mnostvo vaznih uloga u svim bioloSkim
procesima. Oni djeluju kao biokatalizatori, prenose i pohranjuju ostale molekule te
kontroliraju rast i diferencijaciju stanica. U proteinima nalazimo 20 razli¢itih boénih ogranaka,
koji se medusobno razlikuju oblikom, nabojem, sposobnoséu za stvaranjem vodikovih veza,
hidrofobnoscu i kemijskom reaktivnoséu (Berg i sur., 2013.). Za topljivost proteina odgovorna
je raspodjela polarnih i nepolarnih boénih ogranaka. Staniéne membrane gradene su najveéim
dijelom od lipida i proteina. Membranski lipidi tvore barijere propusnosti, dok specifi¢ni
membranski proteini provode gotovo sve druge funkcije membrane. Preciznije receno,
proteini kroz membranu prenose informacije i molekule, a lipidi ¢ine prikladan okoli$ za
djelovanje tih proteina (Berg i sur., 2013.). Sastav i koli¢ina proteina u membranama ovise
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ponajviSe o funkciji membrane. Vanjske membrane mnogih stanica jako su metabolicki
aktivne. One sadrze mnoge crpke, kanale, receptore i enzime. Takve membrane obicno
sadrzavaju 50% proteina. NajviSe proteina sadrzavaju membrane za pretvorbu energije, kao
$to su membrane mitohondrija i kloroplasta. Udio proteina u njima iznosi ¢ak do 75% (Berg i
sur., 2013.).

Topljivi Seceri i proteini su dva vazna faktora koja pridonose promjenjivim osmotskim
stanjima koje uzrokuje stres suse u biljkama (Chaves i sur, 2003.). Neki znanstvenici predlazu
da biljke koriste ova dva kompatibilna osmolita (osmoprotektanta) kako bi smanijili svoj
osmotski potencijal i podnijele pozitivne tlakove u susSnim uvjetima. IstraZivanje na biljci
Cenchrus pauciflourus pokazalo je da postoji mnogo veée nakupljanje topivih proteina u
biljkama izloZzenim stresom. Ovako dobiveni rezultati poklapaju se sa drugim istrazivanjima
koja takoder pokazuju da su topljivi Seeri i proteini vazni za otpornost biljaka na susu. Topljivi
su proteini oblik pohrane dusika u biljkama te njihovo nakupljanje pod stresom suse potice
osmotsku regulaciju i brz oporavak rasta nakon sto je stres otklonjen (Chen i sur., 2019..).
Promjena sadrzaja topljivih proteina pod stresom susSe Cesto je pra¢ena promjenom u
komponenti proteina. Prema provedenom istrazivanju na biljci Artemisia halodendron sadrzaj
topivih proteina poveéao se kako se produzilo trajanje suse, ali je njihov sadrzaj tijekom
umjerene susSe bio nizi nego u kontroliranoj biljci (Chen i sur., 2019.). Kod istrazivanja
provedenih na kaparu Sadhegi i Rostami (2017.) utvrdili su povecanje ukupnog sadrZaja
proteina u kaparu tijekom susnog perioda. Ovako sli¢ni rezultati poveéanja ukupnog sadrzaja
proteina dobiveni su i za Secernu repu i divlju repu (Bor i sur., 2003.), rizu (Turkan i Demiral,
2009.), kukuruzu (Saed-Moochesi i sur., 2014.c) i bobu (Azooz i sur., 2011.).

2.3.5. Aktivnost antioksidacijskih enzima kod biljaka

Na biljci Artemisia halodendron provedeno je istraZivanje sa svrhom utvrdivanja aktivnosti
SOD-a pri stresu suse. Prilikom induciranja stresa suse utvrdeno je smanjenje aktivnosti SOD-
a u uvjetima jake suse, ali se aktivnost peroksidaze i katalaze te sadrzaj ukupnih topivih
proteina, Seéera i slobodnog prolina poveéao (Chen i sur., 2019.). IstraZivanje na biljci
Artemisia halodendron utvrdeno je da je njezina tolerancija na susSu posljedica povecane
enzimatske aktivnosti POD-a i CAT-a te nakupljanja osmoregulacijskih tvari (Chen i sur., 2019.).
Sva tri parametra su bila u pozitivnoj korelaciji s osmotskim regulatorom, ali u negativnoj
korelaciji sa sadrzajem klorofila i aktivho$¢éu SOD-a. Kod istrazivanja provedenih na biljkama
pamuka promatrane su aktivnosti POD-a u listovima glavne stabljike pamuka, te listovima s
niZih i srednjih grana biljke pod utjecajem stresa suse, te je kod svih uocen fenomen inicijalnog
pada i zatim rasta, Sto je vjerojatno povezano s karakteristikama djelovanja enzima POD u
uvjetima suse (Li i sur., 2010.). Kod vrste Panicum sumatrense pod stresom suse duljina
korijena se postupno povecavala u svim fazama rasta, dok su se smanijili pigmenti klorofila i
visina biljke (Ajithkumar i Panneerselvam, 2014.). Prema navedenim autorima otopljene tvari
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poput prolina, glicin-beatin i slobodnih aminokiselina povecane su u svim tretmanima suse
(tretmani su provodeni zalijevanjem biljaka u intervalima od jednog dana, 4-tog dana, 7-mog
dana, 10-tog dana i 13 dana). U istom istraZivanju takoder je zabiljezena povecéana aktivnost
antioksidacijskih enzima superoksid dismutaze (SOD), CAT i POD koji su ovoj vrsti omogudili
visok stupanj tolerancije na stres suse. Ford i sur. (2011.) su proucavali kvantitativne promjene
u sadrzaju proteina australijske sorte krusne psSenice (Triticum aestivum L.) kao odgovor na
stres suse. U istrazivanju su koristene 3 sorte psSenice: Kukri (osjetljiva na susu), Excalibur
(tolerantna na susu) i RAC875 (tolerantna na susu). Kod sve 3 sorte utvrdene su promjene u
skladu s poveéanjem metabolizma oksidativnog stresa i kapaciteta uklanjanja ROS-a, sto se
vidi kroz povecanje CAT-a i SOD-a, a smanjenjem sadrZaja proteina u listu.
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3. Materijali i metode

U ovom istrazivanju koristene su jednogodisnje sadnice kapara (Caparis spinosa) kao
modelni organizam. Pokus je bio postavljen u komorama rasta Zavoda za oplemenjivanje bilja,
genetiku i biometriku Agronomskog fakulteta u Zagrebu. U komorama rasta fotoperiod je
iznosio 16/8 sati (svjetlo/tama), temperatura 27/20 °C (dan/no¢) i konstantna 40 %-tna
vlaznost zraka. U pokus je bilo uklju¢eno ukupno 60 sadnica kapara.

Tijekom pokusa volumni sadrzaj vode u supstratu redovito je mjeren pomocu Theta probe
ML2x senzora povezanog s HH2 moisture meter (Delta-T Devices LTD., Cambridge, UK).

Vlaga u supstratu je odrZzavana na 45+5% do trenutka pocetka zasuSivanja. Tretman suse
izazvan je prestankom navodnjavanja biljaka uz nastavak pracenja volumnog sadrZaja vode u
supstratu. Tretman zasuSivanja trajao je 20 dana. Uzorak lisnog tkiva za analizu RWC-a,
ukupnih proteina, SOD i POX uzet je pri vlazi supstrata od:

e 40+5% (kontrolni tretman - K) (slika 3.1.1.),

e 30+5% (slaba susa- LD)

e 20+5% (umjerena susa —MD)

e 10+5% (jaka suSa — SD)) (slika 3.1.2.)

e 24 sata nakon zalijevanja (24 h)

e 48 sati nakon zalijevanja (48 h)).
Sa sadnica je uzorkovan peti list od vrha grane, a po tretmanu je uzeto po deset uzoraka.
Za statisticku analizu koriStena je analiza varijance ANOVA i Bonferroni test. Povezanost
izmedu proucavanih svojstava utvrdena je racdunanjem Pearsonovih korelacijskih
koeficijenata. Analize su provedene pomocu SAS verzije 9.1.

3.1. Odredivanje relativnog sadrzaja vode u listu

Za odredivanje relativne koli¢ine vode (engl. Relative Water Content, RWC) listovi
sadnica su razrezani na 4 djela i odmah je izvagana masa svjeze tvari (engl. fresh weight, FW).
Tkivo je prebaceno u €¢asSu s destiliranom vodom i ostavljeno stajati tri sata na sobnoj
temperaturi, kako bi se postigao maksimalni turgor (do potpune hidracije). Za odredivanje
vrijednost TW (engl. turgid weight) tkivo je izvadeno iz vode, posuseno papirnatim ru¢nikom i
ponovo izvagano. Uzorak je potom pincetom premjesten u papirnatu Skarniclu i stavljen u
suSionik na 105°C. Nakon 24 sata odredena je masa suhe tvari (engl. dry weight, DW). Sve
odvage su izmjerene analitickom vagom s preciznos¢u od 0,0001 g. Svaki tip uzoraka izmjeren
je u 5 ponavljanja. Analiza je izvréena na nacin kako je opisano u radu Keles i Oncel (2004).
Konacna vrijednost RWC-a izra¢unata je prema standardnom izrazu koristeci vrijednosti FW,
TW iDW.

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

17



Slika 3.1.1. Biljka kapara prije tretmana suse

Slika 3.1.2. Biljka kapara pri jakoj susi

(Izvor: Ivanka Habus Jerci¢ )
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3.2. lzolacija topljivih i membranskih proteina

U pokusu su biljke kapara postavljene u 6 tretmana sa 2 ponavljanja. Nakon zavrSenog
tretmana te susenja listova ucinjena je izolacija topivih i membranskih proteina. Za izolaciju
proteina su uzeti listovi te su samljeveni u tresilici. Nakon mljevenja listova izvagano je 100 mg
uzorka u epruvetu (slika 3.2.1.) .

Slika 3.2.1. Samljeveni uzorci

(Izvor: Dario Srebacic)

3.3. Odredivanje koncentracije proteina po Bradford-u

Koncentracija proteina u uzorcima koji su pripremljeni mjereni su spektofotometrijskom
metodom po Bradfordu (1976.). Ovaj postupak odredivanja koncentracije proteina temelji se
na brzom pomaku maksimuma apsorbacije, od 465 nm na 595 nm, koji se javlja u trenutku
kada se boja Coomassie briljant plavo G-250 (eng. Comassie Briliant Blue), u kiseloj otopini,
veZe na boc¢ne ogranke aminokiselina pri éemu se boja otopine mijenja iz zelenkaste u plavu.
Smatra se da se u kiseloj sredini (otopini) elektrostatskim silama sulfatne grupe bolje vezu s
aminokiselinskim ostacima polipeptida. Odredivanje proteina vrSeno je na valnoj duljini od
595 nm. Koncentracija proteina svakog pojedinog uzorka ekstrapoliran je iz standardne
krivulje koja je dobivena mjerenjem apsorbancije niza razrijedenog govedeg albuminskog
seruma (BSA, eng. Bovine serum albumin).

Bradford radna otopina pripremljena je mijeSanjem 50 ml 95%-tnog etilnog alkohola, 100
ml 85%-tne fosforne kiseline, 100 mg Coomassie briljant plavo G-250 i destilirana voda do
1000 ml. Nakon sto je napravljena razrijedena BSA otopina za standardnu krivulju,
pripremljena slijepa proba koja se sastojala od 100 ul deH;0 i pufera u kojem su pripremani
uzorci. Uzorci su prije mjerenja koli¢ine proteina razrijedeni 10 puta te se u kivete pipetiralo
100 pl. Zatim se u kivetu pipetiralo 1 ml Bradfordova reagensa i izmijesalo se (slika 3.3.1.).
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Nakon $to je uzorak odstajao 5 min pri sobnoj temperaturi, izmjerena je apsorbancija pri 595
nm prema slijepoj probi kojoj je dodan reagens.

Slika 3.3.1. Pripremljeni uzorci za analizu

(lzvor: Dario Srebacic)

3.4. Mjerenje aktivnosti superoksid-dismuntaze (SOD)

Za potrebe odredivanja sadrzaja SOD-a u ovome radu koristena je spektrofotometrijska
metodom detekcije koja se temelji na upotrebi nitro plavog tetrazolijskog klorida (NBT) kao
supstrata, prema Giannopolites i Ries (1977.). U prisutnosti superoksidnih radikala, NBT se
reducira u neotopiv, plavo obojeni formazan koji se pokazuje apsorbacijski maksimum na
valnoj duljini od 560 nm. Ukoliko je prisutan SOD, redukcija samoga NTB-a je inhibirana.
Aktivnosti SOD-a izrazava se kao ona koli¢ina enzima koja uzrokuje 50% inhibicije redukcije
NBT-a pri 560 nm u prisutnosti riboflavina na svjetlu.

Dan prije same analize izraden je pufer za izdvajanje proteina (pH 7,0). Pripremljeno je 50
ml pufera koji se sastoji od 1,583 ml 1 M otopine K;HPO4 i 0,963 ml 1M otopine KH;POa,
dodano je 500 ul 10 mM EDTA (etilendiaminotetraoctena kiselina) i 49 mg Na-askorbata (44
mg askorbinske kiseline) i nadopunjeno je do 50 ml reH,0. Otopina je ¢uvana na temperaturi
od 4 °C. Takoder za odredivanje sadrzaja SOD-a pripremljen je pufer za mjerenje aktivnosti
SOD-a. Za 200 ml pufera odpipetirano je 9,08 ml 1 M otopine K;P04i 0,92 1 M otopine KH,POa,
dodano je 2 ml 10 mM EDTA, 0,388 g metionina, 127 mg NBT-a te je nadopunjeno do 200 ml
reH20. Uz to je otopljen 2%-tni polivinil-polipirolidon (PVPP-veZe polifenole koji bi mogli
smetati pri reakciji) u deH;0.
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Za odredivanje SOD-a izvagano je 100 mg uzorka te je homogenizirano u 1 ml hladnog
pufera za izdvajanje proteina (pH 7,0) i dodano je 200 ul PVPP-a. Nakon toga je izvrSena
centrifugacija uzorka 20 min pri 29 000 x g pri temperaturi od 4 °C (slika 3.4.1.). Nakon Sto je
zavrSeno centrifugiranje uzorci su stavljeni u hladno te je izuzet ekstrakt od taloga. Za mjerenje
SOD-a pomijesan je volumen ekstrakta i pufer za izdvajanje proteina (pH 7,0) ukupnog
volumena 0,1 ml. U kivetu je stavljeno 2,9 ml pufera za mjerenje aktivnosti SOD-a (pH 7,8) i
0,1 ml ekstrakta pomijeSanog sa puferom te je dodan riboflavin (2 uM). Uzorci su zatim
pomijeSani i stavljeni 10 min ispod izvora svjetla te je bila pokrenuta reakcija koja je
zaustavljena zamracivanjem uzoraka. Spektrofotometar je prije ocitavanje uzorak podesen na
nultu vrijednost slijepom probom koja je oznacena slovom A. Kada je izvrSeno podesavanje na
nultu vrijednost ocitavane su vrijednosti uzoraka i izradena je krivulja aktivnosti.

Slika 3.4.1. Centrifugiranje uzoraka za analizu
(Izvor: Dario Srebacic)

3.5. Mijerenje aktivnosti nespecificnih peroksidaza

Nespecificne peroksidaze (POX) odredivane su pomocu spektrofotometra. Za izvedbu
mjerenja peroksidaza napravljen je 50 mM kalij-fosfatni pufer (pH 7,0). Izradeno je 50 ml
pufera u koji se pipetiralo 1,583 ml 1 M otopine K;HPO4 i 0,936 1 M otopine KH,PO4 te je
nadopunjeno deH,0 do 50 ml. Pufer za mjerenje aktivhosti POX-a sastojao se od 50 mM KP-
pufera, 18 mM gvajakol i 5 mM H,0,. Za 50 ml pufera za mjerenje aktivnosti POX-a dodano je
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100,65 pl gvajakola, 25,5 p 30% H,0: te je nadopunjeno 50 mM KP-puferom (pH 7,0) do 50
ml. U kivetu za odredivanje POX-a dodano je 950 ul pufera za mjerenje aktivnosti POX-a i
dodano je 10 pl uzorka. Apsorbancija je mjerena spektroforometrom svakih 15 s tijekom 2,5
min pri valnoj duljini od 470 nm (slika 3.5.1.).

1 l
Slika 3.5.1. Mjerenje vrijednosti uzoraka spektrofotometrom
(lzvor: Dario Srebacic)
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Analiza varijance

Tablica 4.1. Analiza varijance (ANOVA) za RWC, ukupne proteine, SOD i POX

Svojstvo Prosjecni kvadrat Signifikantnost (P)
RWC 0,0063 0,0037**
UKUPNI PROTEINI 0,2417 <0,001%**
SOD 713,57 <0,001***
POX 0,1688 <0,001***

** *¥** F vrijednost signifikantna kod p<0,01, p<0,001

U tablici 4.1. prikazani se rezultati analize varijance za relativni sadrzaj vode (RWC), sadrzaj
ukupnih proteina, aktivnost superoksid dismutaze (SOD) i peroksidaze (POX) u listu kapara
izloZenih razli¢éitom intenzitetu stresa suse. Analiza varijance ukazuje na postojanje statisticki
znacajne razlike pri razli¢citom intenzitetu suse kod svih mjerenih svojstava.
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4.2. Relativni sadrzaj vode u listu (RWC)

Relativni sadrzaj vode u listu
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Grafikon 4.2. Relativni sadrzaj vode u listu

Tretmani: (kontrolni tretman - K), (slaba susa- LD), (umjerena susa — MD), (jaka susa — SD), 24 sata nakon
zalijevanja (24 h), 48 sati nakon zalijevanja (48 h). Vrijednosti oznacene istim slovom ne razlikuju se pri p<0,05

Na grafikonu 4.2. prikazan je relativni sadrzaj vode u listu kapara pri razlicitom udjelu vode
u supstratu. U kontrolnom tretmanu RWC u listu iznosio je 86,3%. Kako je zbog zasusivanja
volumni sadrzaj vode u supstratu opadao, smanjivao se i relativni sadrzaj vode u listu. Pri
blagoj i umjerenoj susi relativni sadrzaj vode nije se znacajno promijenio, medutim pri jakoj
susi utvrdeno je znacajno smanjenje RWC u odnosu na kontrolni tretman. RWC kod jakog
intenziteta suse iznosio je 74,2%.

Nakon prekida zasuSivanja ( pri volumnom sadrZaju vode u supstratu od 10 % ) biljke
kapara su zalijane te je nakon 24 sata utvrden porast RWC-a u odnosnu na jaku susu, medutim
utvrdena razlika u RWC-u nije znacajna. 48 sati nakon zalijevanja postotak RWC-a se dodatno
povecava i utvrdeni RWC je znacajno vecdi u odnosu na RWC izmjeren u jakoj susi ili 24 sata
nakon zalijevanja. Na grafikonu 4.2. vidljivo je da se RWC kod biljaka kapara u kontrolnom
tretmanu i kod zalijanih biljaka nakon 48 sati statisticki znacajno ne razlikuju.

Dobiveni rezultati u suglasnosti su s rezultatima Xu i sur. (2009.), koji su proveli istraZivanje
na biljci Leymus chinensis. Pri razli¢itom intenzitetu susSe odredivali su relativni sadrzaj vode u
listu. Jaka i ekstremna susa uzrokovale su znac¢ajan pad RWC-a u odnosu na kontrolni tretman.
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No usprkos znacajnom smanjenju RWC kod jake i ekstremne suse, i u njihovom istrazivanju
kao i u naSem, nakon zalijevanja RWC u listu se znacajno povecao. RWC u listovima zalijanih
biljaka nakon 48 sati od zalijevanja znacajno se povec¢ao u odnosu na RWC izmjeren u jakoj
susi i dosegao je vrijednost kao u listovima u kontrolnom tretmanu.

4.3. Ukupni sadrzaj topivih proteina

Ukupni sadrzaj topivih proteina
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Grafikon 4.3. SadrzZaj ukupnih proteina u uzorcima kapara

Tretmani: (kontrolni tretman - K), (slaba susa- LD), (umjerena susa — MD), (jaka susa — SD), 24 sata nakon
zalijevanja (24 h), 48 sati nakon zalijevanja (48 h). Vrijednosti oznacene istim slovom ne razlikuju se pri p<0,05

Grafikon 4.3. prikazuje sadrzaj ukupnih proteina u sadnicama kapara pri razlicitom
udjelu vode u supstratu. Najveca vrijednost ukupnih proteina izmjerena je u kontrolnom
tretmanu i iznosila je 1,69 g/I. Smanjenje udjela vode u supstratu od cca 10% znacajno je
utjecalo na smanjenje sadrZaja topivih proteina u listu kapara. Najmanji sadrzaj ukupnih
proteina izmjeren je kod jake suse i iznosio je 0,71 g/I.

24 i 48 sati nakon zalijevanja sadrzaj ukupnih proteina u listu se znacajno povecao u
odnosu na sadrzaj kod jakog stresa suSe, medutim nije dosegao vrijednost utvrdenu u
kontrolnom tretmanu vec vrijednost priblizno jednaku umjerenoj susi.

Dobiveni rezultati u suprotnosti su s rezultatima Sadhegi i Rostami (2017.) i Chen i sur.
(2019.). Sadhegi i Rostami (2017.) su utvrdili poveéanje sadrZaja ukupnih proteina tijekom
susnog perioda kod kapara. U suglasnosti s prethodno navedenim autorima Chen i sur. (2019.)
su u istrazivanju provedenom na biljci Artemisia halodendron utvrdili poveéanje sadrzaja
topivih proteina s intenzitetom suse. Medutim tijekom umjerene suse sadrzaj proteina je bio
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manji nego u kontroliranom tretmanu. Na osnovu ovog istrazivanja mogli bi zakljuciti da 10%
udio vode kod kapara ne predstavlja jaku susu, ve¢ umjerenu.

4.4. Aktivnost superoksid dismutaze (SOD)

Aktivnost superoksid dismutaze
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Grafikon 4.4. Aktivnost superoksid dismutaze u listovima kapara izloZzenim razlicitom
intenzitetu suse

Tretmani: (kontrolni tretman - K), (slaba susa- LD), (umjerena susa — MD), (jaka susa — SD), 24 sata nakon
zalijevanja (24 h), 48 sati nakon zalijevanja (48 h). Vrijednosti oznacene istim slovom ne razlikuju se pri p<0,05

Grafikon 4.4. prikazuje aktivnost superoksid dismutaze u listovima kapara izlozenim
razli¢itom intenzitetu suse. Aktivnost SOD-a u listovima znacdajno se povecavala s intenzitetom
stresa suSe. Tako je u kontrolnom tretmanu aktivnost SOD-a po gramu suhe tvari iznosila
30,36, a kako se volumni udio vode u supstratu smanjivao povecavala se aktivnost SOD-a koja
je kod jake suse iznosila 68,01 jedinica po gramu suhe tvari. Medutim 24 sata nakon zalijevanja
u listu kapara se aktivnost SOD-a takoder znacajno povecala u odnosu na jaku susu, a tek 48
sati nakon zalijevanja se pocela smanijivati. Iz grafikona 4.4. vidljivo je da ne postoji statisticki
znacajna razlika u aktivnosti SOD-a u listovima izmedu zalijanih biljaka nakon 48 sati i biljaka
u jakoj susi. Razlog tome je vjerojatno u signalnim putevima koji reguliraju ekspresiju gena
odgovornih za sintezu SOD-a.

Dobiveni rezultati u suglasnosti su s rezultatima Ajithkumar i Panneerselvam (2014.) koji
su kod istrazivanja na vrsti Panicum sumatrens zabiljezili poveéanu aktivnost antioksidacijskog
enzima superoksid dismutaze (SOD) koji su ovoj vrsti omogudili visok stupanj tolerancije na
stres susu. Ford i sur. (2011.) su na 3 tipa krusne pSenice takoder utvrdili poveéanu aktivnost
SOD-a kod tolerantnijih genotipova pSenice.
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4.5. Aktivnost nespecificne peroksidaze (POX)

Aktivnost nespecificne peroksidaze
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Grafikon 4.5. Prikaz aktivnosti peroksidaza u listovima kapara izloZzenim razlicitom intenzitetu
stresa suse

A Aminigls.t.

48 h

Tretmani: (kontrolni tretman - K), (slaba susa- LD), (umjerena susa — MD), (jaka susa — SD), 24 sata nakon
zalijevanja (24 h), 48 sati nakon zalijevanja (48 h). Vrijednosti oznacene istim slovom ne razlikuju se pri p<0,05

Grafikon 4.5. prikazuje aktivnost nespecificne peroksidaze u listovima kapara izloZzenim
razli¢itom intenzitetu suse. Najmanja aktivnost POX-a izmjerena je u listovima kapra u
kontrolnim uvjetima i iznosila je 51,06 min-lg s.t. Prilikom smanjivanja volumnog udjela vode
u supstratu aktivnost peroksidaze je rasla. Medutim kod blage i umjerene susSe njezina
aktivnost nije bila znadajno veéa, dok se kod jake suSe njezina aktivnost znacajno povecala i
iznosila je 101,7 ming™? s.t . Dobiveni rezultati u suglasnosti su s rezultatima Li i sur . (2010.)
koji su pratili aktivnost peroksidaze u listovima pamuka u susi. Utvrdili su incijalno slabiju
aktivnost peroksidaze, a s porastom intenziteta suSe porast aktivnosti. Istrazivanjem koje smo
proveli na biljkama kapra utvrdili smo takoder porast aktivnosti POX-a u listovima s
povecéanjem intenziteta suse.

Usprkos zalijevanju aktivnost peroksidaze u listovima kapra se nakon 24 i 48 sata i nadalje
znacajno povecavala. Dobiveni rezultati u suprotnosti su s rezultatima Mafakheri i sur. (2011)
koji su utvrdili kod slanutka povecanje aktivnosti peroksidaze s jacinom stresa (zasusivanje
kroz 40 dana), te smanjenje njene aktivnosti 20 dana nakon prekida suse (ponovnog
zalijevanja). Razlog dodatnog povecanja aktivnosti peroksidaze je vjerojatno u uzorkovanju
listova prebrzo nakon zalijevanja. Da je uzorkovanje bilo provedeno kasnije mozda bi dobiveni
rezultati bili u suglasnosti s rezultatima navedenih autora.
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4.6. Korelacija

Tablica 4.6. Korelacija izmedu RWC-a, SOD-a, Ukupnih proteina i POX-a

RWC SOD Ukupni proteini POX
RWC
SOD -0,32636*
Ukupni proteini 0,606101** -0,83666**
POX -0,0217 0,8345** -0,70854**

* *¥* yrijednost signifikantna kod p<0,05, p<0,01

Osim analize varijance izracunate su korelacije izmedu izmjerenih parametara. Koeficijenti
korelacije znacajni na razini p<0,05 oznaceni su jednom zvjezdicom (*), dok su koeficijenti
korelacije znacajni na razini p<0,01 oznaceni s dvije zvjezdice (**). Korelacije su prikazane u
Tablici 4.6.

Smanjenje RWC-a u listovima zbog susSe korelirano je (p<0,05) s poveéanom aktivnosti
superoksid dismutaze (-0,326). Visoka pozitivna korelacija (p<0,01) uocena izmedu RWC i
ukupnih proteina u listu (0,606).

Vrlo visoka negativna korelacija uo¢ena je izmedu ukupnih topljivih proteina i SOD-a (-0,836)
te POX-a (-0,709), dok je vrlo visoka pozitivha korelacija uocena izmedu SOD-a i POX-a
(0,8345).

Dobiveni rezultati u suglasnosti su s rezultatima Ford i sur. (2011.) koji su utvrdili s
povecanjem stresa suSe (smanjenjem RWC) povecanu aktivnost CAT-a i SOD-a, a smanjeni
sadrzZaj proteina u listu.
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5. Zakljucak

Cilj istrazivanja bio je utvrditi utjecaj ekstremnog zasusivanja na relativni sadrzaj vode u
listu sadnica kapara, sadrzaj ukupnih proteina te aktivnost antioksidacijskih enzima. Na
temelju dobivenih rezultata moze se zakljuditi da:

e Stres suse (zasuSivanja) znacajno utjece na sva mjerena svojstva (RWC, ukupni sadrzaj
topljivih proteina, aktivnost superoksid dismutaze i peroksidaze)

e Relativni sadrzaj vode u listu, kao i ukupni sadrzaj topljivih proteina znacdajno se
smanjio s stresom suSe u odnosu na kontrolni tretman, a 48 sati nakon zalijevanja
povecao se do vrijednosti koja je utvrdena u listu u kontrolnim uvjetima (prije
induciranja stresa)

e Aktivnost superoksid dismutaze i peroksidaze se znacajno povecavala s intenzitetom
suSe, no aktivnost superoksid dismutaze 48 sati nakon zalijevanja opada, dok se
aktivnost peroksidaze ne smanjuje
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