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UTICAJ SUSE NA FIZIOLOSKE ODGOVORE BILJAKA
KUKURUZA DOBIJENIH 1Z SEMENA RAZLICITE STAROSTI

Ljiljana Proki¢*!, Anja Luzai¢?, Bojana Zivanovié’,
Dusica Janos$evi¢®, Violeta Andelkovié®

Izvod

Susa nastaje kao posledica klimatskih promena, koja negativno uti¢e na rast i razvoj biljaka,
a to dovodi do smanjenja prinosa. Cilj ovog rada bio je da se istrazi efekat suSe na fizioloske
reakcije biljaka kukuruza (IP3722), koje su dobijene iz semena razli¢ite starosti (regenerisano
2012.1 2016.) i razli¢itih prethodnih iskustava (semena koja su formirana 2012. su bila u vecoj
meri izloZena susi nego ona iz 2016.). Su$a je kod oba uzorka dovela do smanjenja sveze i suve
mase nadzemnog dela biljke, $to je bilo pra¢eno opadanjem lisne povrsine i stomatalne provod-
ljivosti. Tretmanom suse su indukovani hemijski signali (ABA i pH) i hidrauli¢ki signal (vodni
potencijal), koji su uticali na provodljivost stoma. Podaci su pokazali da hidrauli¢ki signal ima
podjednak udeo na zatvaranje stoma u tretmanu D, . i D, . Takode, ABA kao hemijski signal
dovodi do zatvaranja stoma, ali ovaj efekat zavisi od toga da li ABA potice iz korena ili lista. ABA

poreklom iz lista je imala znacajniji doprinos u zatvaranju stoma kod D, ,, dok ABA poreklom
iz korena i pH kod tretmana D, .
Kljucne reci: nadzemni deo, lisna povrsina, vodni potencijal, pH, ABA.
Uvod tabolickih promena (Chaves et al., 2003; 2009;
Susa je jedna od glavnih posledica klimat- ~Andelkovi¢ et al., 2012).
skih promena, koja negativno utice na rast i Poznato je da stres suse dovodi do promene

razvoj biljaka, §to u krajnjoj liniji dovodi do re-  izgleda, oblika i smanjenja broja formiranih se-
dukcije prinosa. Rezultati istraZivanja za period  mena, a da pri tome nije bitnije promenjenja nji-
od 1980. do 2015. godine su pokazali da je stres hovaKklijavost (Gallardo etal., 2001). Nedostatak
suse doveo do opadanja prinosa kod kukuruza vode u zemljistu kod biljaka u vegetativnoj fazi
za 40% (Daryanto et al.,, 2016). Negativni uti- razvoja izaziva promene na morfoloskom nivou,
caj suse na kvalitet i kvantitet prinosa se moze  $to se ogleda u smanjenju lisne povrsine i ubrza-
umanjiti gajenjem otpornih genotipova, kojisu  nom starenju i propadanju listova. Takode, radi
dobijeni selekcijom (Popovi¢ i sar., 2014). Za  povecanja efikasnosti usvajanja vode intenzivira
dobijanje otpornih genotipova neophodno je se porast korena u uslovima suse, dok se porast
dobro poznavanje mehanizma tolerancije, koji  nadzemnog dela redukuje (Achard et al., 2006;
se mogu pratiti na morfoloskom, fizioloskom, Moles et al., 2018).

biohemijskom i molekularnom nivou, preko U cilju smanjenog odavanja vode biljke u susi
procesa transpiracije i fotosinteze, produkcije  zatvaraju stome, sto negativno utice ne samo na
antiokisidanata, slobodnih radikala, osmot- odvijanje procesa transpiracije ve¢ i na fotosintezu.
skog prilagodavanja, hormonskih i drugih me-  Usled nedostatka CO, biljka ne moZe u potpunosti
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apsorbovanu energiju da iskoristi, $to posledi¢-
no dovodi do produkcije reaktivnih kiseoni¢nih
vrsta i opadanja intenziteta fotosinteze (Taka-
hashi and Murata, 2008, Misson et al., 2010).

U uslovima su$e u biljnim tkivima se naru-
$ava pH ravnoteza, tako je zabelezena alkaliza-
cija ksilemskog soka kod kukuruza, paradajza
i je¢ma dok kod hortenzije opada pH (Wil-
kinson and Davies, 2002; Alvarez et al., 2008).
Dobro je poznato da nedostatak vode u zemlji-
$tu inicira sintezu ABA u vrhu korena, koja se
do listova transportuje ksilemskim sokom na
osnovu uspostavljenog pH gradijenta. ABA
dospeva do stominih Celija, gde se vezuje za
receptore i tako inhibira otvaranje ili aktivira
zatvaranje stoma u uslovima suse (Wilkinson
and Davies, 2002; Chaves et al., 2003).

Pri delovanju stresa suse u biljnim tkivima
opada sadrzaj vode, koji nastaje zbog smanjenog
usvajanja i/ili pove¢anog odavanja vode. Tako
kod biljaka dolazi do narusavanja vodnog po-
tencijala, pri ¢emu njegove negativnije vrednosti
ukazuju na prisustvo veceg stepena stresa suse,
koji kod ¢elija zatvaracica dovodi do opadanja
turgora i zatvaranja stoma (Chaves et al., 2009;
Riboldi et al., 2016; Moles et al., 2018).

U ovom radu za istrazivanje su odabrane
biljke kukuruza, koje su dobijene iz semena
populacije IP3722, razliite starosti (poreklom
iz 2012. i 2016. godine). Na osnovu metero-
loskih podataka (http://www.meteologos.rs)
utvrdeno je da su semena u periodu formiranja
tokom 2012. godine bila izloZena vecem stepe-
nu stresa su$e, nego ona iz 2016. Zbog toga je
kod biljaka dobijenih iz semena 2012. i 2016.
ispitivan uticaj suse na fizioloske procese.

Materijal i metode

Semena kukuruza starosti tri i sedam godi-
na (iz2012.12016.) populacije IP3722 dobijena
su iz banke gena Instituta za kukuruz (Zemun
Polje), gde su uzorci ¢uvani u hladnoj komori,
na temperaturi od 4°C i relativnoj vlaznosti od
40-45%. Semena su zasejana u saksije sa sup-
stratom, a zalivanje je obavljano svakodnevno
tako da je sarzaj vode u supstratu (SWC) izno-
sio 37 zapreminskih % (ili 70% poljskog vod-
nog kapaciteta). Biljke su gajene u komori na
temperturi od 26/17°C (dan/no¢), RH=50+2%
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i intezitetu svetlosti od 250umol m2s’. Kada
su biljke dostigle fazu dva potpuno formirana
lista, podeljene su u dva tretmana (po 40 bilja-
ka), i to C - kontrola (SWC=3743%) i D - susa
(nastala prekidanjem zalivanja, SWC=5+2 %).

Sadrzaj vode u supstratu je odreden pri-
menom Theta-probe. Sveza (FW) i suva masa
(DW) nadzemnog dela biljaka izmerena je na
tehnickoj vagi. Povr§ina listova je odredena
primenom aparata za automatsko odredivanje
povrsine. Sva morfoloska i biohemijska mere-
nja su obavljena kod biljaka, nakon 11 dana
po primeni stresa suSe na cetvrtom potpuno
razvijenom listu. Provodljivost stoma (Gs) je
odredena primenom porometra, ukupni vod-
ni potencijal (‘Y1) meren je primenom komore
pod pritiskom gasa azota (Scholander et al.,
1965). Ksilemski sok poreklom iz listova je sa-
kupljen primenom komore pod pritiskom gasa
azota, nakon Cega je nanosen na pH trake.

Uzorci korena i listova su homogenizovi u
te¢nom azotu, ovako usitnjeni biljni materijal
je kori$¢en za odredivanje sadrzaja ABA, pri-
menom enzimskog imunoloskog testa ELISA
(Asch, 2000) uz dodatak primarnog antitela
MAC 525 (Quarrie et al., 1988).

Rezultati i diskusija

Kod biljaka dobijenih iz semena starosti se-
dam godina (D, ) i tri godine (D, ), susa je
dovela do redukcije nadzemnog dela biljke u
iznosu od 351 36 %, dok je lisna povrsina redu-
kovana za 44% i za 43% (Graf. 1A i 2A). Brojna
istrazivanja na razli¢itim biljnim vrstama, su
ukazala da susa dovodi do inhibicije rasta nad-
zemnog dela biljke (Achard et al., 2006; Prokic
and Stikic, 2011), kod kukuruza dolazi do sma-
njenja visine, dijametara stabla i povrsine listova
(Khan et al., 2001; Zhang et al., 2006). Takode je
pokazano da smanjenje lisne povrsine predstav-
lja adaptivni odgovor na stres suse kod biljaka
kukuruza, koje su dobijene iz semena razlicite
starosti i porekla (Aslam et al., 2015). Primena
su$e je dovela do redukcije suve mase kod bi-
ljaka iz tretmana D, , i D, . za 37% i za 40%
(Graf. 1.B). Rezultati dobijeni na klijancima 13
razli¢itih vrsta kukuruza su pokazali da susa do-
vodi do opadanja suve mase od 12 do 60% (Gr-
zesiak et al., 2013).
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kod biljaka koje su dobijene iz semena razliite starosti (2012. i 2016.). Stubici predstavljaju sred-
nju vrednost £ SE od 15 uzoraka, nivo znacajnosti je odreden nezavisnim Studentovim t testom

(*p<0.05, **p<0,01, **p<0,001).

Figure 1. Shoot fresh (A) and dry weight (B) under control (C

Dzm) conditions,

C,,,) and drought (D

2012 2012

for maize plants obtained from seeds of different ages (2012. and 2016.). Points are means + SE of 15
samples and significant differences as determined by Student's unpaired t test (*p<0.05, **p<0,01,

**p<0,001).

Transpiracija, kao regulisani proces, zavisi
od otvorenosti, odnosno zatvorenosti stoma. U
uslovima suse je ostvarena redukcija otvorenosti
stoma za 60% kod biljaka D, , i 53% kod D,
(Graf. 2B). Literaturni podaci pokazuju da kod
kukuruza intezitet transpiracije znac¢ajno opada
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Grafikon 2. Lisna povrsina (A) i provodljivost stoma Gs (B) u kontrolnim (C

u uslovima suse (Benesova et al., 2012). Takode
je ispitivan uticaj vodnog deficita na kukuruz,
pri ¢emu je doslo do opadanja stomaterne pro-
vodljivosti za 45% kod genotipa koji je toleran-
tan na susu, i opadanja za 61% kod intoleran-
tnog genotipa (Mangani et al., 2018)
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D, kod biljaka koje su dobijene iz semena razlicite starosti (2012. i 2016.). Stubici predstavijaju
srednju vrednost + SE od 15 uzoraka, nivo znacajnosti je odreden nezavisnim Studentovim t te-

stom (*p<0.05, **p<0,01, **p<0,001).

Figure 2. Leaf area (A) and stomatal conductance Gs (B) under control (C

C,,,¢) and drought (D, ,

D,

2012 2016

conditions, for maize plants obtained from seeds of different ages (2012. and 2016.). Points are means
+ SE of 15 samples and significant differences as determined by Student’s unpaired t test (*p<0.05,

“p<0,01, **p<0,001).
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Vrednosti ukupnog vodnog potencijala
kod kontrolnih biljaka su sli¢ne i one su kod
obe populacije pri delovanju suse opale tri puta
(Graf. 3A). U susi opada vrednost vodnog po-
tencijala, Sto dovodi do inhibicije porasta nad-
zemnog dela biljke (Achard et al., 2006; Zgallal
etal.,, 2006), opadanja turgora i zatvaranja stoma
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(Chaves et al., 2009; Moles et al., 2018) i smanje-
nja intenziteta fotosinteze (Riboldi et al., 2016).
Ukupni vodni potencijal se posmatra kao hi-
draulic¢ki signal koji uti¢e na zatvaranje stoma.
Tako, se moze pretpostaviti da je u susi udeo
hidrauli¢kog signala u zatvaranju stoma isti kod

oba uzorka kukuruza (D, ,iD,, ).
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Grafikon 3. Ukupni potencijal vode listova (A) i pH ksilemskog soka (B) u kontrolnim (C,,,,, C, ) i uslovima
suse (D,,,» D,,,/)» kod biljaka koje su dobijene iz semena razlicite starosti (2012. i 2016.). Stubici
predstavljaju srednju vrednost + SE pet uzoraka, nivo znacajnosti je odreden nezavisnim Studen-
tovim t testom (*p<0.05, **p<0,01, ***p<0,001).

Figure 3. Leaf water potential | (A) and xylem sap pH (B) under control (C, , C,, ) and drought (D,, ,, D, )

conditions, for maize plants obtained from seeds of different ages (2012. and 2016). Points are means
+ SE of five samples and significant differences as determined by Student’s unpaired t test (*p<0.05,

“p<0,01, **p<0,001).
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Grafikon 4. SadZaj ABA u korenu (A) i listu (B) u kontrolnim (C,,,,, C,, ) i uslovima suse (D, , D, ), kod
biljaka koje su dobijene iz semena razlicite starosti (2012. i 2016.). Stubici predstavljaju sred-
nju vrednost + SE Cetiri uzorka, nivo znacajnosti je odreden nezavisnim Studentovim t testom

(*p<0.05, *p<0,01, **p<0,001).

Figure 4. Root (A) and leaf (B) ABA content under control (C,, , C, ) and drought (D, , D, ) conditi-
ons, for maize plants obtained from seeds of different ages (2012. and 2016.). Points are means +
SE of four samples and significant differences as determined by Student’s unpaired t test (*p<0.05,

*p<0,01, **p<0,001).
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Sadrzaj ABA u korenu pri delovanju suse
kod biljaka D, , je povecan gotovo pet puta u
odnosu na kontrolne biljke, dok je taj porast
kod biljaka D, - iznosio 3,5 puta. Takode, kon-
centracija ABA u korenu kod kontrolnih bilja-
ka C, , je skoro dva puta manja od svog analo-
ga C,  (Graf. 4A). U listovima je sadrzaj ABA
povecan u susi kod obe populacije kukuruza,
kod biljaka D, , za 3,5 puta i kod D, - za 2,9
puta (Graf. 4B). Razli¢ita istrazivanja pokazala
su da se ABA akumulira u korenu u uslovima
suSe i ona se dalje transportuje do listova, gde
utice na zatvaranje stoma (Zhang and Davies,
1989; 1990; Saradadevi et al., 2014). Takode je
dobijeno da nedostatak vode u zemljistu dovo-
di do akumulacije ABA u listovima i do zatva-
ranja stoma (Dodd, 2007).

U eksperimentu sa tretmanom suse je dos-
lo do povecanja pH vrednosti ksilemskog soka
kod listova D, ., u odnosu na kontrolne biljke
(Graf. 3.B). Dobijeni rezultati su u skladu sa
prethodnim istrazivanjima u kojima je pokaza-
no da vodni deficit dovodi do alkalizacije ksi-
lemskog soka (Felle et al., 2005; Jia and Davies.,
2007; Alvarez et al., 2008). Uspostavljanje pH
gradijenta je od velikog znacaja za distribuciju
ABA u biljnom tkivu (Hartung i Radin, 1989).
Isto tako, u zavisnosti od biljne vrste postoji
specifiéna modifikacija u odgovoru stoma na
ABA, koja nastaje pri delovanju razli¢itog pH
(Prokic et al., 2006).

Zakljucak

Poznato je da proces zatvaranja stoma
nastaje kao rezultat zbirnog delovanja hi-
drauli¢ckih i hemijskih signala. U tretmanu
suSe je pokazano da je doprinos hidrauli¢-
kog signala u zatvaranju stoma podjednak
kod oba uzorka kukuruza. Kod biljaka koje
su odgajene iz semena starosti sedam godina
(2012.) proces zatvaranja stoma pretezno se
odvijao pri delovanju ABA koja vodi pore-
klo iz lista. Sa druge strane, kod biljaka koje
su poreklom iz semena starosti tri godine
(2016.) zatvaranje stoma je najve¢im delom
nastalo pod uticajem ABA, koja se najvero-
vatnije uspostavljanjem pH gradijenta redis-
tribuira iz korena. Semena koja su dobijena u
2012. godini bila su izlozena delovanju stresa

suse, za razliku od semena iz 2016. godine.
S tim u vezi, moze se pretpostaviti da su ne-
povoljni uslovi prilikom formiranja semena
uticali na modifikaciju fizioloskog odgovora
kod kukuruza u uslovima suse.
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THE EFFECT OF DROUGHT STRESS ON PHYSIOLOGICAL
RESPONSES OF MAIZE PLANTS ORIGINATING FROM
SEEDS OF DIFFERENT AGES

Ljiljana Proki¢, Anja Luzai¢, Bojana Zivanovic,
Dusica JanoSevi¢, Violeta Andelkovié¢

Summary

Drought is one of the main consequences of climate change that negatively affects plant
growth and development, which in turn leads to a reduction in yield. The objective of this study
was to investigate the effects of the physiological responses to the drought stress of maize plants
(population IP3722), obtained from seeds of different ages (originating from 2012. and 2016) and
different previous experience (the seeds formed in 2012. were more exposed to drought than in
2016.). Two populations responded to drought treatment by a significant decrease of shoot fresh
and dry weight, this was followed with decrease leaf area and transpiration rate. Drought tre-
atments enabled induction and differentiation of chemical signals of drought (abscisic acid-ABA
and xylem pH) and hydraulic signals (leaf water potential), and monitoring of their activity on
stomatal conductance. The data showed that hydraulic signals have the same impact on stomatal
reactions in the D, . and D, treatments. They also indicated that the chemical signal of ABA
works toward stomatal closure, but that the effect depends on whether it originates from the leaf
or the root. Leaf-originating ABA had more effect on the closure of D,  stomata, while root-ori-
ginating ABA and pH was more active in the D

2012

2016
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