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1. Uvod

PSenica (Triticum aestivum L.) je jedna od najstarijih i najrasprostranjenijih poljoprivrednih kultura u
svijetu uz rizu i kukuruz. Vazna je namirnica u prehrani ljudi zbog svog visokog nutritivhog sadrzaja i
koristi se u mlinarstvu, farmaceutskoj i prehrambenoj industriji. Zbog velike rasprostranjenosti,
provode se istrazivanja u svrhu poboljsanja otpornosti, poveéanja prinosa te podizanja same kvalitete
sirovine i finalnih proizvoda nastalih iz sirovine. Bolesti koje direktno utjecu na smanjenje prinosa i losu
kvalitetu zrna, u novije vrijeme su €esti predmeti istraZivanja. Stovie, istraZivanja su usmjerena na
bolje razumijevanje same bolesti, kao i shvacanje razloga otpornosti nekih genotipa te otkrivanje novih

nacina zastite usjeva.

Fuzarijska palez klasa (Fusarium head blight, FHB) jedna je od najopasnijih bolesti psSenice. To je
gljivicno oboljenje koje umanjuje prinos preko sterilnosti cvijeta te uzrokuje slabije punjenje zrna sto
rezultira zrnima nepravilnog oblika i smanjene mase samog zrna. Najceséi uzrocénici su gljivice vrsta
roda Fusarium. Nadalje, posto se radi o gljivici, bolest predstavlja opasnost za zdravlje ljudi i Zivotinja
zbog proizvodnje mikotoksina. U konacnici, Sirenje bolesti predstavlja problem jer se spore roda
Fusarium Sire zrakom, a posebnu opasnost za Sirenje bolesti predstavljaju vise temperature i veci

stupanj vlaznosti.

U konacnici, od velikog je znacaja razumjeti nacine na koji biljka reagira na patogene te mehanizme
obrane kao mjeru prevencije od zaraze. Cilj ovog istrazivanja je ispitati utjecaj vrsta roda Fusarium na
genotip pSenice otporan na FHB te zabiljeziti antioksidacijski odgovor uslijed stresa uzrokovanog
infekcijom. Rezultati ovog istraZivanja mogli bi biti od koristi u razvijanju boljih mjera zastite i mozda u

razvitku otpornijih genotipa pSenice u borbi protiv FHB.
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2.1. MORFOLOSKA SVOJSTVA PSENICE

PSenica je prema sistematskoj klasifikaciji svrstana u porodicu Poaceae, rod Triticum L., subtribus
Triticinae, tribus Triticeae Dumort (Spanié, 2016). Dijeli se na ozimu i jaru, pri ¢emu se isti¢e ozima, jer
daje vece prinose, te samim time zauzima vece povrSine i ima veci ekonomski znacaj. Ona daje i
stabilniji prinos od jare. Ozima se sije u jesen, otpornija je na nize temperature, ima duzu vegetaciju,
busa jace, te ima znatno duZi stadij jarovizacije. Jara pSenica se sije u proljece, pokazuje ve¢u otpornost

na toplinu i susu, te daje kvalitetnije zrno i brasno od ozime.
Osnovni dijelovi pSenice su korijen, stabljika, list, cvijet i cvat te plod.

Korijen psenice (Slika 1) Cine primarni i sekundarni korjenov sustav. Primarni korjenov sustav se sastoji
od glavnog klicinog korijena, koji poc¢etkom klijanja prvi prodre u tlo, i od bocnih klicinih korjencica.
Sekundarni korjenov sustav nastaje iz ¢vora busanja, koji se formira 15ak dana nakon nicanja pri
temperaturi od 15°C, te se nalaziiznad primarnog korjenova sustava. Razvoj korijena pSenice uvjetovan
je kemijskim svojstvom tla, strukturom i vlaznosti tla, temperaturom tla i zraka te ostalim okoliSnim

uvjetima (Spani¢, 2016).

Slika 1 Korijen pSenice kroz stupnjeve razvoja [preuzeto sa stranica:

http://agropedia.iitk.ac.in/content/wheat-root-system (2018)]

Uloga primarnog korjenova sustava je prodiranje u tlo i opskrba biljke vodom, dok sekundarni sustav
nastaje u fazi busanja, te mu je razvoj uvjetovan viSom temperaturom i vlaznosti tla na dubini ¢vora

busanja (Madari¢, 1985).

Stabljika pSenice nastaje iz klicinog pupoljka (lat. plumula). Sastoji se od 4-5 ¢lanaka (lat. nodium)
izmedu kojih se nalaze koljenca (lat. internodium), cilindricnog je oblika, izvana je gola i glatka, a

unutrasnjost stabljike je Suplja. DuZina stabljike je 50-120 cm, a na vrhu se nalazi klas. Stabljika se u

4


http://agropedia.iitk.ac.in/content/wheat-root-system

2. Teorijski dio

busanju podzemno grana iz ¢vora busanja. Tijekom busanja se pocinje formirati klas. Zatim slijedi
vlatanje (izduzivanje stabljike) te se zavrSava klasanjem. Povrsina stabljike je prekrivena jednoslojnom
epidermom na cijoj povrsini se nalazi manji broj uzduzno postavljenih pudi. Ispod epiderme, nalazi se
primarna kora s mehanickim tkivom, a unutrasnjost stabljike gradi sredisnji cilindar u kojemu se nalaze
osnovno (parenhimsko) tkivo i provodno tkivo (provodni snopiéi). Busanje mozZe biti vise ili manje
izrazeno, ovisno o sorti pSenice, krupnodéi zrna, hranjivima u tlu, te trajanju busanja koje ovisi o

temperaturi (Spani¢, 2016).

List pSenice (Slika 2) sastoji se od lisne plojke i rukavca, jezicka (lat. ligulae) i uski. Lisna plojka je duga
i linearna sa dobro izrazenom srednjom nervaturom, koja dijeli plojku na dva jednaka dijela, od kojih
svaki ima niz paralelnih bocnih rebara. Rukavac je dio lista koji je donji dijelom priljubljen uz stabljiku,
a jezicak je tanki, bezbojni dio koji obavija stabljiku. Sorte psenice se mogu razlikovati po velicini, obliku

i boji jezicka i uski.

Ligule

Aurikula

Slika 2 List pSenice [preuzeto sa stranica: http://agronomija.rs/2014/psenica/ (2018) ]

Anatomski gledano, list pSenice je diferenciran na gornju i donju epidermu, izmedu kojih je mezofil s
mehanickim i provodnim tkivom. Gornja epiderma je gradena od viSe tipova stanica, ali je
karakteristicno da postoje tzv. motorne stanice koje su veéih dimenzija u odnosu na ostale epidermalne
stanice te se osjetljive na promjene turgora te se u uvjetima visokih temperatura i susa skupe i uviju
list. Donja epiderma je izgradena od dugih cilindri¢nih stanica s valovitim stjenkama. Povrsinu
epiderme prekriva epikutikularni vosak, koji u uvjetima visoke insolacije stiti list od pretjeranog gubitka

vode te predstavlja fizicku barijeru za napad virusa, patogenih bakterija i spora gljiva.

Cvat psenice naziva se sastavljeni klas (lat. spica composita) i naj¢esci je oblik cvata kod vecéine Zitarica.
P$enica ima viSe tipova klasa: Cetvrtasti, vretenasti i valjkasti. Klas nosi klasno vreteno koje je
diferencirano na nodije i internodije, a na svakom nodiju se nalazi klasié¢. U svakom klasi¢u bude 2-5
cvjetova, a svaki cvijet sadrZava tri prasnika, perastu njusku i plodnicu gdje se razvija zrno nakon

oplodnje. Svaki od klasica je zasticen sa dvije vanjske pljeve, a izmedu obuvenca i plodnice tucka nalaze
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se dvije pljevc€ice koje tijekom cvjetanja primaju vodu te bubrenjem pritis¢u pljevice i uzrokuju
otvaranje cvijeta. PSenica je samoplodna biljka, a do oplodnje dolazi nakon Sto je oprasivanjem zrelo
peludno zrnce dospjelo na njusku tucka. Optimalni uvjeti za oplodnu iznose: dnevna temperatura 20-
25°C, noc¢na oko 11°C uz relativnu vlaznost zraka od 70%. Slijedi sazrijevanje zrna kroz Cetiri faze:

mlije€na zrioba, tjestasto stanje, vosStana i puna zrioba.

Plod psenice (Slika 3), ili pSeno, izvana obavija omotac koji Cini usplode i sjemena lupina (lat. testa),
dok se u unutrasnjosti nalaze endosperm i klica. Omotac stiti plod i klicu od mehanic¢kog osStecenja, te
preko njega sjeme dobiva vodu u vrijeme bubrenja i klijanja. Endosperm se sastoji od dva dijela: vanjski
aleuronski sloj sagraden od stanica ispunjenih aleuronskim zrncima (rezervne bjelancevine), te
unutradnjeg endosperma koji je bogat ugljikohidratima (Spani¢, 2016). Zrno je golo, sa izrazenom
bradicom i brazdicom, Zutosmede ili crvenkaste boje, ovisno o sorti. Po presjeku, zrno moZe imati
caklavu ili brasnastu gradu Sto ovisi o veli¢ini Skrobnih zrnaca. Velika skrobna zrnca daju caklastu, dok

sitna Skrobna zrnca daju brasnastu gradu sjemena.

Klica predstavlja zametak nove biljke te zauzima mali dio zrna (1,5-3,0%). Bogata je bjelancevinama, uz
dobar aminokiselinski sastav u odnosu na ostatak zrna. Isto tako je bogata i sa nezasicenim masnim

kiselinama u ulju klice, vitaminima, mineralima te sadrzi i neSto Secera.

Slika 3 Prikaz uzduZnog presjeka zrna pSenice 1-3 Omotac ploda i sjemena, 4. Aleuronski sloj, 5.

Endosperm, 6. Klica, 7. Zacetak korjencica, 8. Pupoljak, 9. Stiti¢, 10. Brazdica (Spani¢, 2016)
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2.2. Fusarium spp.

Vrste roda Fusarium s obzirom na sistemsku pripadnost, pripadaju carstvu Fungi ili Gljiva. Gljive su
pradavni oblik Zivota, 400 milijuna godina i starije, eukarioti, nefotosintetski organizmi, sa stanicom
obavijenom stani¢nom stjenkom, u pravilu sastavljenom od polisaharida hitina. Vrste roda Fusarium
su plijesni, koje Cine veliku skupinu gljiva. Mikroskopske su grade, tijelo im je gradeno od gustog
sustava cjevastih stanica bez klorofila, tzv. hife, koje su odgovorne za pahuljast ili paucinast izgled
makroskopskih kolonija plijesni. One rastu kao isprepletena masa, koja se zajednicki naziva micelij.
Klasifikacija plijesni je moguca prema tome da li su hife septirane ili ne. Septirane hife imaju male
pregrade koje tvore fizicku granicu, prema kojoj se unutar hife, razlikuju pojedinacne stanice sa
jezgrom, dok je omoguceno strujanje citoplazme i ostalih organela. Najvedi broj hifa je vegetativan,
koje rastu i oblikuju tijelo plijesni u koloniju. Zracne hife na svojim krajevima nose strukture za
razmnozavanje, tzv. spore, od kojih svaka moZe, u povoljnim uvjetima, stvoriti novu koloniju plijesni.
Spore se proizvode u velikom broju, lagano se Sire te su mnoge otporne na uvjete pri kojima se
uniStavaju vegetativne stanice. Plijesni mogu tvoriti i spolne i ne spolne spore. Spolne se stvaraju u
spolnome ciklusu koji tece naizmjeni¢no izmedu diploidnog i haploidnog stadija. Nespolne se stvaraju
u procesu jednostavnog dijeljenja stanice u odsutnosti fertilizacije i mejoze. Moze se pretpostaviti da
najveci broj spora pripada konidijama ili konidiosporama, koje se stvaraju na posebnim hifama, u
grozdastim nakupinama. Konidije velikog broja plijesni mogu inficirati ljude te uzrokovati opasne
infektivne bolesti. Plijesni se mogu razvijati i vegetativno, u tom slucaju hife jednoli¢no i neprekidno

rastu, tvoreci nove kolonije (Durakovié, 2002).

Identifikacija  Fusarium vrsta moZe se provesti na osnovu primarnih i sekundarnih
karakteristika. Primarne karakteristike ukljucuju oblik makrokonidija koje su kratke,
zdepaste, debelih stjenki te zaobljene povrSine s prednje i straznje strane, dok sekundarne
ukljuéuju prisutnost klamidospora koje se stvaraju brzo i u izobilju, kao jedinke ili u lancima.
F. culmorum (Slika 4) producira nespolne spore (konidije) koje se vjetrom ili kiSom Sire na Zitarice u
cvatniji, a Sirenju kontaminacije pogoduju vlazni, kisni periodi te temperature iznad 25 °C (Habschied,

2015).
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Slika 4 Izgled makrokonidija F. culmorum pod mikroskopom [preuzeto sa stranica:

https://www.biomin.net/es/blog-posts/deoxynivalenol-in-feed-causes-growth-suppression/ (2018)]

Fusarium vrste se pojavljuju na strnim Zitaricama (psenica, je¢am, zob, riza), od kojih najdominantnije
u svijetu su F. graminearum, F. culmorum i F. avenaceum. U manje zastupljene vrste se ubrajaju: F.
poae, F. cerealis, F. tricintum i dr. F. gramineraum je zastupljeniji u vlaznim i toplim podrucjima
(zapadna, centralna i isto¢na Europa), dok su F. culmorum i F. avenaceum ¢eséi u hladnijim europskim

zemljama (Spani¢, 2010).

Mikotoksini su sekundarni produkti metabolizma plijesni, a u organizam se mogu unijeti putem hrane,
udisanjem ili pak preko koZe. Fusarium vrste proizvode mikotoksine koji su Stetni za zdravlje ljudi i
Zivotinja od kojih su najc¢es¢i fumonizini, deoksinivalenol (DON), nivalenol (NIV) i zearalenon (ZEA).
Tijekom apsorpcije hranjivih tvari iz domacina, plijesni razgraduju sloZene sastojke hranjive mase u
jednostavne ispustanjem enzima, pri ¢emu se probavljeni nutrijenti koriste za stvaranje primarnih i
sekundarnih metabolita. Primarni metaboliti sadrZe sastojke koje se koriste za rast i reprodukciju
plijesni, dok se sekundarni metaboliti ili mikotoksini koriste za obranu od drugih mikroorganizama

(Kataleni¢, 2004).
2.3. FUZARIJSKA PALEZ KLASA

Fuzarijska paleZ klasa (FHB) je bolest psenice za koju se smatra da je ekonomski vrlo Stetna za tu
kulturu. Ona umanijuje prinos preko sterilnosti cvijeta te uzrokuje slabo punjenje zrna, $to se odrazava
na velicinu, oblik i masu zrna. Najceséi uzrocnici FHB-a su gljivice vrsta roda Fusarium, od kojih najcesce:

Fusarium graminearum, F. culmorum i F. avenaceum. MozZe se vidjeti da su zaraZena zrna cesto


https://www.biomin.net/es/blog-posts/deoxynivalenol-in-feed-causes-growth-suppression/
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nepravilnog oblika i Stura. Fusarium plijesni razgraduju proteine, celulozu i amilozu stoga je kvaliteta

sjemena logija zbog zaraze (Spani¢, 2010).

Optimalan period zaraze fuzarijskom palezi klasa je pri cvjetanju, ali mozZe se pojaviti sve do kraja
vegetacije. Pouzdana infekcija nastaje kod temperatura iznad 15°C, optimalno 20-25°C, te sadrzaj vlage
od 95% (Spani¢, 2010). Na sami intenzitet bolesti znacajno utjece osjetljivost sorata, te agresivnost i
patogenost uzrocnika bolesti. Ovisno o vremenu zaraze u vegetaciji biljke ovisi i stupanj Stete nastale
na zrnu. Zrna zarazena nakon oplodnje su sitnija, smezurana i ¢esto gube klijavost, dok ukoliko je do
zaraze doslo kasnije u vegetaciji zrna su dobro nalivena, imaju ,normalnu® masu i izgled te u pravilu ne
dolazi do smanjene klijavosti (Slika 5). Zaraza moZe zahvatiti pojedine klasice, dio klasa ili cijeli klas
(Slika 6). Simptomi bolesti se lako uocavaju u mlijecnoj zriobi kada bi zdravi klasovi trebali biti zelene
boje i povinuti od teZine zrna, dok su bolesni klasovi ili dijelovi klasa slamnato Zute boje te stoje
uspravno. Gubitci zarazom mogu biti znacajni. Na masi od 1000 zrna, ukoliko su klasovi pSenice
zaraZeni u punoj cvatnji gljivicom Fusarium gramineraum, zabiljeZen je gubitak od 55,10%, a klijavost

smanjena izmedu 54,00% i 66,75% (Cosi¢ i sur., 2006).

Y
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Slika 5 Prikaz zdravog zrna (desno) i FHB zarazenog (lijevo) [preuzeto sa stranica:

http://www.uky.edu/Ag/Wheat/wheat breeding/FHB.htm#FHBdiseasecycle (2018) ]

Slika 6 Fuzarijska palez klasa na klasu p3enice [preuzeto sa stranica:

https://www.agroklub.com/ratarstvo/vaznost-fungicidnog-tretmana-zitarica/2991/ (2018) ]
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Otpornost pSenice na FHB je kompleksno svojstvo koje je pod utjecajem mnoStva ¢imbenika, od
obrambenih reakcija domacina, pa do karakteristika samog klasica. Istrazivanje otpornosti je otezano,
jer je svaki od tih ¢imbenika podlozan utjecaju okolnih uvjeta. Svojstvo otpornosti na FHB je
horizontalnog tipa, sto bi znacilo da ukoliko odredeni genotip pSenice posjeduje tu otpornost na jednu
od vrsta roda Fusarium, npr. F. culmorum, tada ¢e isti taj genotip biti otporan i na drugu vrstu, npr. F.

avenaceum (Spanié, 2010).
2.4. BIOTICKI STRESNI CIMBENICI

Bioticki ¢imbenici obuhvacdaju sve utjecaje koji dolaze od drugih organizama i koji imaju djelovanje na
odredenu vrstu. Bioticki stresni ¢imbenici su izazvani od strane drugih Zivih bica, npr. virusi, gljivice,
bakterije i kukci. Mogu djelovati direktno ili indirektno izazivajudi jaci ili slabiji odgovor kod odredene
vrste. Bioticki stres utjece na rast i razvoj poljoprivrednih biljnih vrsta kao i na njihovu produktivnost.
Stres prema Vukadinovicu i sur. (2014) moZe se definirati kao svako stanje bioloSkog sustava koje
odstupa od optimuma, te kao djelovanje bilo kojeg ¢Cimbenika koji nepovoljno utjece na rast i razvoj
bilijke. Biljke se prilagoduju uvjetima stresa u dva stupnja: aklimatizacijom i adaptacijom.
Aklimatizacijom biljka jaa otpornost pri kratkotrajnom izlaganju nepovoljnom utjecaju, dok se

adaptacija odnosi na genetski odredeni stupanj otpornosti (Vukadinovié¢ i sur., 2014).

Osim biotickog, postoji i abioticki stres. Abioticki stresni ¢imbenici su svi oni koji ne dolaze od Zivih bica,

npr. izrazito visoke i niske temperature, susa, teski metali, salinitet i dr. (Redondo-Gomez, 2013).
2.5. REAKTIVNE KISIKOVE CESTICE

Jedna od stetnih posljedica stresa na biljku je proizvodnja reaktivnih kisikovih vrsta (ROS). Mogu biti

visoko toksi¢nii uzrokuju lipidnu peroksidaciju, oStecenje DNA te denaturaciju proteina(Marcek, 2013).

Reaktivne kisikove vrste su uglavnom slobodni radikali, odnosno, nestabilni atomi ili molekule koji u
vanjskoj ljusci imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona. Oni mogu nastati homolitickim cijepanjem
kovalentne veze, gdje svaki elektron ostaje vezan u susjednom atomu, zatim primanjem jednog

elektrona ili oduzimanjem jednog elektrona atomu (Stefan i sur., 2007).

ROS su visoko reaktivne kisikove vrste koje ukljuc¢uju kisikove radikale poput superoksida (0>"),
hidroksil (OH*) i peroksil radikala (RO,"), uz odredene neradikalne oksidirajuée molekule poput
vodikovog peroksida (H,0,), hipoklorne kiseline (HOCI') i organske hidroperokside (ROOH) iz kojih lako
nastanu radikali (Simon i sur, 2000). Tijekom metabolickih i fizioloskih reakcija poput disanja,
fotorespiracije i fotosinteze ROS se stvaraju u mitohondrijima, u endoplazmatskom retikulumu, u

peroksisomima i kloroplastima, na plazmatskoj membrani te u apoplastu. Uslijed infekcije biljke
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patogenom na povrsini biljke dolazi do oksidativne eksplozije, odnosno prekomjernog nakupljanja ROS.
Cilj oksidativne eksplozije je ograniciti ulazak patogena na nacin da stanice koje su zahvadene
infekcijom odumiru (,,programirana smrt stanice”) ¢ime se smanjuje koli¢ina hranjivih tvari za rast,
razvoj i Sirenje gljivice. Najvaznija molekula oksidativne eksplozije je H,0,. Oksidativna eksplozija na
povrsini biljke uzrokuje oksidaciju vodikovog peroksida s peroksidazama Sto dovodi do brzog,
unakrsnog povezivanja strukturalnih proteina stani¢ne stjenke i jac¢anja fizicke barijere za ulazak
patogena. Osim Sto sprecava prodor patogena, H,O; je i signalna molekula koja aktivira obrambeni

odgovor biljke (Levine i sur., 1994; Nanda i sur., 2010).
2.6. OSTECENJE MEMBRANSKIH LIPIDA

Osim strukturnih proteina, lipidi su sastavni dio fosfolipidnog dvosloja bioloskih membrana. Bioloske
membrane su visoko selektivne polupropusne barijere koje razdvajaju stanicu od okoline izmedu kojih

djeluju kao posrednici u izmjeni tvari i energije, te imaju vaznu ulogu u primanju informacija.

Uslijed stresa u biljci, izazvanog od npr. infekcije patogenom, dolazi do prekomjerne proizvodnje ROS
koji reagiraju s membranskim lipidima na nacin da ih oStecuju te dolazi do lipidne peroksidacije. Lipidna
peroksidacija je lan¢ana reakcija u kojoj dolazi do degradacije viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina
uslijed reakcije sa slobodnim radikalima. Reakcija se odvija kroz tri koraka: inicijacija, propagacija i
terminacija (Slika 7). Kod inicijacije slobodni radikali napadaju ugljikovu dvostruku vezu u
membranskim lipidima zamjenjujuci vodik u vezi s kisikom, pri ¢emu nastaju slobodni lipidni radikali
(Re) koji pokrecu stupanj propagacije, tj. lan¢anu reakciju. Kao konacni reaktivni produkti nastaju
malondialdehid (MDA), 4-hidroksinonenal i akrolein. Membrana zahvaéena procesom lipidne
peroksidacije gubi svojstvo fluidnosti, ne kontrolirano propusta molekule koje inac¢e ne prolaze kroz
membranu i oSte¢uju se membranski proteini (Gill i Tuteja, 2010). MDA se tijekom reakcije stvara u
malim koli¢cinama, mozZe izazivati mutagena oStecenja te sluZi kao pokazatelj lipidne peroksidacije
(Stefan i sur., 2007). Ukoliko je doslo do slabije lipidne peroksidacije, stanica u cilju obrane aktivira
antioksidacijski sustav, dok kod izraZzenije peroksidacije dolazi do apoptoze (Ayala i sur., 2014).
Apoptoza je poseban oblik stani¢ne smrti nuZan za razvoj organizma i odrZzavanje stanicne homeostaze

(Zlender, 2003).
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Inicijacija
RH (lipid) + OH+ > R- (lipid alkil radikal) + H20

I

Propagacija

R+ + Oz > ROO- (lipid peroksil radikal)
ROO-+ + RH - ROOH + Re
ROOH - RO- (epoksidi, hidroperoksidi, glikol, aldehidi)

g

Terminacija

R+ + R* > R + R (dimer masne kiseline)
R+ + ROO+ - ROOR (konjigurani dimer peroksida)
ROO-+ + ROO+*-> ROOR + O2

Slika 7 Mehanizam lipidne peroksidacije [modificirano prema Gill i Tuteja (2010)].
2.7. OBRAMBENI SUSTAV BILIKE

Cesto su biljke izloZzene napadu razli¢itih patogenih organizama poput virusa, bakterija i gljivica te su
primorane razviti odredene mehanizme obrane od istih. Dvije su vrste obrambenih mehanizama:
enzimski i neenzimski. Enzimski antioksidativni sustav obrane Cine katalaza (CAT), askorbat peroksidaza
(APX), gvajakol peroksidaza (POD), glutation reduktaza (GR) i superoksid dismutaza (SOD), dok se u
neenzimski mehanizam obrane ubrajaju askorbinska kiselina, flavoni, karotenoidi, tokoferoli i

antocijani (Djanaguiraman i Vara Prasad, 2013; Marcek, 2013).

Enzimi su katalizatori bioloSkog porijekla, termolabilni i visoko specifi¢ni, a po kemijskom sastavu su
jednostavne ili sloZzene bjelancevine (Miholj¢i¢, 1981). Ubrzavaju reakcije, smanjivanjem energije
aktivacije kemijske reakcije, za faktor koji moze premasiti milijun, a iz reakcije izlaze ne promijenjeni.
Tvari koje ulaze u reakcije sa enzimima su supstrati, a tvari koje nastaju se nazivaju produkti. Aktivnost
enzima se moze inhibirati vezanjem malih molekula ili iona ili denaturacijom promjenom pH ili
temperature. Enzimi su podijeljeni prema tipu reakcije koju kataliziraju (hidroliza, izomerizacija,
prijenos skupina...) te se svrstavaju u Sest skupina: oksidoreduktaze, transferaze, hidrolaze, liaze,

izomeraze i ligaze (Bergi sur., 2013).

Peroksidaza (EC 1.11.1.7 — POD) je enzim koji je prisutan u biljnim i Zivotinjskim tkivima, gdje ima ulogu
u izgradnji stanicne membrane. Osim toga, njegova funkcija je da katalizira oksidaciju raznih supstanci
(fenola, aromatskih spojeva...) vodikovim peroksidom kojeg dalje razlaze na H,O i O, (Miholj¢i¢, 1981).
Prema istrazivanju Chittoor i sur (1999), POD sudjeluje u biosintezi lignina i suberina te na taj nacin

potpomaze jacanju stani¢ne stjenke ¢ime se povecava otpornost biljke na patogen.
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Katalaza (EC 1.11.1.6 - CAT) je enzim koji je zastupljen kod gotovo svih organizama (mikroorganizmi,
biljke, Zivotinje, Covjek). Katalaza je tetramerni protein, sastavljen od cetiri polipeptidna lanca.
Sudjeluje u antioksidativnoj zastiti organizma. Funkcija mu je razlaganje H,0; na H,0 i O, pomocu Cetiri
feriprotoporfirinske grupe. Najvece koli¢ine katalaze kod biljaka se mogu naéi u peroksisomima. Jedna
molekula katalaze moze razloziti milijune molekula vodikovog peroksida svake sekunde

(Djanaguiraman i Vara Prasad, 2013).

Slika 8 Prikaz kvaterne strukture katalaze [preuzeto sa stranica:

https://biology441.wordpress.com/2016/10/01/catalase-breaking-the-bad/ (2018)]

Askorbat peroksidaza (EC 1.11.1.11 - APX) je enzim koji se nalazi u mitohondrijima, peroksisomima,
kloroplastima, i citosolu (Caverzan i sur., 2012). Uloga mu je razgradnja H,0, koristenjem askorbata
kao supstrata, koji sluzi kao elektron donor u askorbat-glutationskom ciklusu (ASH-GSH). APX u odnosu

na POD i CAT ima vecu kinetiku, stoga i ve¢i afinitet za H,0, (Marcek, 2013).

Polifenol oksidaza (EC 1.14.18.1 - PPO) je enzim koji spada u skupinu enzima koji sadrze ione bakra kao
prostetsku skupinu. Nalaze se u plastidima i koriste fenolne spojeve kao supstrate. Kataliziraju
hidroksilaciju monofenola do o-difenola i oksidaciju o-difenola u o-kinone koji kasnije reagiraju sa
aminima ili fenolima te dolazi do enzimskog posmedivanja (Kruger i sur., 1987). PPO se pripisuje bitna
uloga u obrani biljke od patogena jer sudjeluje u sintezi fenola, koji su dio neezimatskog

antioksidativnog sustava (Sharma i Joshi, 2015).
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3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada je ispitati utjecaj vrsta roda Fusarium na genotip pSenice ,Apache” koji
je otporan na fuzarijsku palez klasa pSenice. Odgovor biljke na stres izazvan vrstama roda Fusarium
pracen je nakon 2., 4., 7. i 14. dana od infekcije mjerenjem aktivnosti antioksidacijskih enzima (CAT,
PPO, POD i APX), utvrdivanjem stupnja oStecenosti membrana (lipidna peroksidacija), mjerenjem

koncentracije H,0,, te odredivanjem sadrzaja proteina.

3.2.MATERUALI | METODE

3.2.1. Modelna biljka

U ovom istrazivanju koristio se genotip psenice ,Apache” otporan na fuzarijsku paleZ klasa (FHB)
(Spanié i Drezner 2011, Spani¢ i sur. 2013) (Slika 9). To je ozima, srednje rana, stabilna sorta psenice,

visokog potencijala rodnosti i dobre kvalitete krusarice (http://www.ppkompleks.hr/hr/Page2.aspx)

Slika 9 Apache [preuzeto sa stranica: http://www.isterra-seeds.com/en/winter-wheat/apache

(2018)]

3.2.2. Poljski pokusi

Poljski pokusi su provedeni 2016. godine na Poljoprivrednom institutu Osijek. Klasovi pSenice su bili
tretirani suspenzijom spora vrsta F. graminearum i F. culmorum u fazi cvatnje. Dio biljaka je
predstavljao kontrolu te nije bio umjetno tretiran. Poljski pokusi su radeni u dvije repeticije (Spani¢ i

sur., 2017)

3.2.3. Uzorkovanje tkiva
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Uzorkovanje tretiranih i ne tretiranih klasova se vrSilo 2., 4., 7. i 14. dana nakon inokulacije. Za
istrazivanje je uzorkovano po pet klasova za tretman te isti broj za kontrolu. Uzorci su pohranjeni na

-80°C do analiza.
3.2.4. Ekstrakcija tkiva za odredivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima

Aktivnost antioksidacijskih enzima se odredivala tako $to su klasovi bili usitnjeni u tarioniku uz dodatak
tekuéeg dusika te polivinilpirolidona (PVP). Odvagano je 0.25 g uzorka, kojemu je dodano 1 mL
ekstrakcijskog pufera koji je sadrzavao 50 mM kalij-fosfatni pufer pH 7.0, 0.1 mM EDTA i 5 mM
askorbinske kiseline. Uzorak je protresen na mijesalici te ostavljen na ledu 15 minuta. Slijedi centrifuga
15 minuta pri 14000 rcf na 4°C. Supernatant je prenesen u Cistu Eppendorf epruvetu, zatim su uzorci
ponovno reekstrahirani dodatkom 1 mL ekstrakcijskog pufera. Nakon centrifugiranja, supernantanti su
spojeni u jednu epruvetu. Iz tako dobivenih ekstrakata, odredivana je aktivnost antioksidacijskih
enzima i koncentracija ukupnih proteina. Sve aktivnosti enzima izraZzavane su kao koli¢ina nastalih
produkata u mikromolima po minuti po miligramu proteina (U) [U mgn] Mjerenja aktivnosti
antioksidacijskih enzima i koncentracije ukupnih proteina odredivala su se spektrofotometrijski

(Analytik Jena, EU-Njemacka) u pet repeticija.
3.2.5. Odredivanje aktivnosti gvajakol peroksidaze (POD)

Aktivnost POD odredena je prema metodi Siegel i Galston (1967). Reakcijska smjesa sastojala se od 5

mM gvajakola, 5 mM H,0, i 0.2 M kalij-fosfatnog pufera pH 5.8.

Reakciju smo zapoceli dodatkom 25 plL uzorka u 975 pl reakcijske smjese. Aktivnost enzima mjerena
je pri valnoj duljini 470 nm, svake sekunde tijekom 2 minute. Mjerenje se provodilo u plasti¢noj kiveti,

a korekcija je radena s destiliranom H,0.

Izracun aktivnosti POD:

_ AAx60xVuk
" Vuzx26.6 x mp

POD (mmol/min/mgproteina)

AA-srednja vrijednost promjene apsorbancije
60-vrijeme mjerenja (s)

Vucukupni volumen reakcijske smjese (1000 uL)
Vy-volumen uzorka (10 pL)

26.6-ekstinkcijski koeficijent (mM*cm™?)

mp-masa proteina (g)

16



3. Eksperimentalni dio

3.2.6. Odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze (APX)

APX je odredena prema metodi Nakano i Asada (1981). Reakciju smo zapoceli dodavanjem 10 pL 12
mM H,0; (13.6 pL 30% H,0, dodati u 10 mL dH,0) u 955 pL reakcijske smjese. Reakcijska smjesa
sastojala se od 955 pL 50 mM kalij fosfatnog pufera (pH 7.0) uz dodatak 0.1 mM EDTA, 10 pL 25 mM
askorbinske kiseline (0.444g askorbata otopiti u 10 mL50 mM kalij-fosfatnog pufera sa 0.1 mM EDTA)
i 25 pL ekstrakta.

Aktivnost APX se mjerila na 290 nm (UV podrucje), svake sekunde tijekom 2 min u kiveti od kvarcnog
stakla, a korekcija se provodi destiliranom H,0. Aktivhost APX izrazili smo kao pad koncentracije

supstrata (askorbinske kiseline).

Izracun aktivnosti APX:

APX = M (umO'/min/mgproteina)

Vuz x 2.8 x mp

AA-srednja vrijednost promjene apsorbancije
60-vrijeme mjerenja (s)

Vucukupni volumen reakcijske smjese (1000 uL)
Vu-volumen uzorka (25 pL)

2.8-ekstinkcijski koeficijent (mM™cm™)

Mmp-masa proteina (g)
3.2.7. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Aktivnost CAT odredena je prema Aebi (1984). Reakcijska smjesa sastojala se od 50 mM kalij-fosfatnog
pufera pH vrijednosti 7.0 i 5 mM H,0; (76.5 pL 30% H,0; se dodaje u 150 mL 50 mM kalij-fosfatnog
pufera). Reakcija zapocinje dodatkom 50 pL uzorka u 950 L reakcijske smjese. Aktivnost CAT se mjerila
pri valnoj duljini 240 nm, svake sekunde tijekom 1 minute. Mjerenje se provodilo u kvarcnoj kiveti, a

korekcija destiliranom H0.

Izracun aktivnosti CAT:

_AAx 60 xVuk
Vuz x 40 x mp

CAT (Lmol/min/mgproteina)

AA-srednja vrijednost promjene apsorbancije
60-vrijeme mjerenja (s)

Vu-ukupni volumen reakcijske smjese (1000 plL)
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Vu-volumen uzorka (50 uL)
40-ekstinkcijski koeficijent (mMtecm™)

mp-masa proteina (g)
3.2.8. Odredivanje aktivnosti polifenol oksidaze (PPO)

Aktivnost PPO odredena je prema metodi Raymond i sur. (1993). Reakcijska smjesa sastojala se od 2
mL 100 mM kalij fosfatnog pufera pH vrijednosti 7.0 (zagrijanog na 45 °C), 0.2 mL100 mM pirogalola te

15 ulL uzorka tj. enzimskog ekstrakta.

Reakciju smo zapoceli dodatkom 15 pL uzorka u reakcijsku smjesu. Aktivnost enzima mjerena je pri
valnoj duljini 430 nm, svake sekunde tijekom 2 minute. Mjerenje se provodilo u plasti¢noj kiveti na
40°C, a korekcija je radena s destiliranom H,0.

IzraCun aktivnosti PPO:

_AAx60xVuk
_Vulezxmp

PPO (umol/min/mgproteina)

AA srednja vrijednost promjene apsorbancije
60-vrijeme mjerenja (s)

Vucukupni volumen reakcijske smjese (1000 pL)
Vu-volumen uzorka (25 pL)

12-ekstinkcijski koeficijent (mM~cm™)

Mmp-masa proteina (g)
3.2.9. Odredivanje koncentracije proteina po Bradfordu (1976)

Za odredivanje ukupnih proteina u klasu ekstrakte uzoraka razrijedili smo pet puta. U Eppendorf
epruvete dodano je 50 plL razrijedenog uzorka ukupnog volumena i 1 mL radne otopine Bradforda
(2.85% v/v etanol, 5,28% v/v H3PO,4 i 6% v/v Bradford mati¢na otopina). Mati¢na otopina Bradforda
sastojala se od 0.01% boje Coomassie Brilliant Blue G250, 31.35% v/v etanola i 58.6% v/v H3PO,. Sadrzaj
epruvete dobro je promijeSan na mijesalici te je nakon 7 minuta inkubacije na sobnoj temperaturi
mjerena apsorbancija pri 595 nm. Za slijepu probu koristeno je 50 puL dH,0 i 1 mL radne otopine

Bradforda.

Nakon mjerenja apsorbancije, izradena je bazdarna krivulja koju smo dobili pripremanjem 1 mg/mL

matic¢ne otopine albumina govedeg seruma (BSA) iz koje smo pripremili otopine razli¢itih BSA
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koncentracija u rasponu od 0.1-0.7 mg/mL prema priloZzenoj Tablici 1. Za svaku koncentraciju BSA

pripremljene su dvije replike.

Tablica 1 Priprema otopina BSA razlicitih koncentracija

V (uL)maticne | V (uL) | Konacna
. dH,0 .

otopine BSA koncentracija
otopine BSA
(mg/mL)

200 1800 0.1

400 1600 0.2

600 1400 0.3

800 1200 0.4

1000 1000 0.5

1200 800 0.6

1400 600 0.7
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3.3. EKSTRAKCIJA TKIVA ZA ODREDIVANJE KONCENTRACIE VODIKOVOG
PEROKSIDA (H.0:) | SADRZAJA MALONDIALDEHIDA (MDA)

Za odredivanje sadrzaja MDA i koncentracije H,0; nacin ekstrakcije je bio isti kao i za odredivanje
aktivnosti enzima. Iz maceriranog tkiva nakon homogeniranja u teku¢em dusiku, uzeto je 0.4 g praha
kojemu je dodano 2 mL 0.1% TCA. Sadrzaj kivete je kratko promijesan (,,vortex”) i ostavljen na ledu 10

minuta da se ekstrahira, a potom je centrifugiran 15 minuta pri 12 000 rpm na 4 °C.

Nakon centrifugiranja odvojeno je 0.5 mL supernatanta u kivetu s ¢epom na navoj za mjerenje sadrzaja
MDA te 0.5 mL supernatanta u Eppendorf epruvetu volumena 2 mL za mjerenje vodikovog peroksida.
Sadrzaj MDA i koncentracija H,0, odredena je spektrofotometrijski (Analytik Jena, EU-Njemacka) u pet

ponavljanja.

3.4.0DREDIVANJE KONCENTRACUE H:0:

Odredivanje koncentracije H,0, u biljnom tkivu provedeno je metodom Velikova i sur. (2000). U 500
pL uzorka dodano je 500 uL 10 mM 50 mM kalij fosfatnog pufera pH 7.0 te 1 mL 1M otopine kalijevog
jodida. Nakon pripreme smjesa je promijeSana na mijesalici te ostavljena stajati tijekom 20 minuta u
mraku. Nakon 20 minuta izmjerena je apsorbanca pri 390 nm. Slijepa proba pripremljena je mijeSanjem

1 mL 10 mM kalij fosfatnog pufera pH vrijednosti 7.0 i 1 mL 1M otopinu kalijevog jodida.

Koncentracija H,0; u uzorcima izracunata je iz standardne krivulje pripremljene iz poznatih
koncentracija H,0,. Nakon mjerenja apsorbancije, izradena je baZdarna krivulja koju smo dobili
pripremanjem 1 mM 30% mati¢ne otopine H,0: iz koje smo pripremili otopine razlicitih koncentracija
H,0, u rasponu od 20-200 uM prema priloZenoj Tablici 2. Za svaku koncentraciju H,O; pripremljene su

dvije replike.

Tablica 2 Priprema otopina H,0; razli¢itih koncentracija

V osnovne otopine/ pL 20 40 60 80 100 200
V(dH.0)/uL 980 960 940 920 900 800
¢ (H20;)/um 20 40 60 80 100 200
Asgo 0.0164 | 0.0921 0.1663 0.2401 0.32 0.7026
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3.5. ODREPIVANJE SADRZAJA MDA

Sadrzaj MDA, krajnji produkt lipidne peroksidacije, odreden je prema metodi Verma i Dubey (2003).
Supernatantu (0.5 mL) je dodano 1 mL ekstrakcijske otopine (0.5% otopine TBA u 20% TCA) nakon Cega
je sadrzaj Eppendorf epruvete promijeSan na mijesalici i stavljen na zagrijavanje u termoblok pri 95 °C
30 minuta. Nakon zagrijavanja uzorci su stavljeni na led 10-15 minuta i centrifugirani 15 minuta pri 14
000 rpm na 4 °C. Kao slijepu probu koristili smo 1.5 mL ekstrakcijske otopine. Nakon centrifugiranja
sadrzaj epruvete je prenesen u plasti¢nu kivetu sa suzenim dnom, a apsorbancija je mjerena na 532 i

600 nm. Ekstinkcijski koeficijent iznosio je € = 155 mMtcm™.

3.6. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti pet replika (+ standardna pogreska), a statisticka
znacajnost rezultata usporedena je pomocu Fisher-ovog LSD testa na razini znacajnosti p < 0.05. Za
statisticku obradu podataka koristen je programski paket STATISTICA 13.0 (Stat Soft Inc., USA). Unutar

statisticke obrade medusobno se usporedile razli¢ite to¢ke uzorkovanja na kontroli i tretmanima.
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4. Rezultati

4.1. AKTIVNOST ANTIOKSIDACISKIH ENZIMA | KONCENTRACIJA TOPIVIH
PROTEINA

4.1.1. Aktivnost gvajakol peroksidaze (POD)

Na Slici 10 vidimo da je, odmah nakon 2. dana izlaganja psenice vrstama roda Fusarium, POD pokazao
smanjenu aktivnost u odnosu na kontrolu. Nakon 4. i 7. dana tretmana POD pokazuje povecanje
aktivnosti u odnosu na 2. i 14. dan. Usporedujuci aktivnost POD u netretiranih biljaka, 7. dan pokazao
je najvece vrijednosti u odnosu na sve tocke, a produljenjem eksperimenta (14. dan) aktivnost POD

bila je znacajno smanjena u odnosu na ostale tocke uzorkovanja.

b
c bc b
ac
d
I I I I I I | I
2d 4d 7d 14d

momT

B w (o)) ~

w

Aktivhost POD
(U mg_l proteina)

= N

o

Slika 10 Aktivnost gvajakol peroksidaze u uzorcima klasova nakon 2, 4, 7 i 14 dana
uzorkovanja u netretiranim (0) i tretiranim(T) klasovima. Vrijednosti su prikazane kao srednja
vrijednost 5 replika + standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima predstavljaju

vrijednosti koje se medusobno znacajno razlikuju (P £ 0.05, Fisher LSD test).
4.1.2. Aktivnost askorbat peroskidaze (APX)

Iz Slike 11 je vidljivo da nema statisticki znacajne razlike izmedu kontrole i tretmana u svim tockama

uzorkovanja. Znacajno vecu aktivnost APX pokazao je 14. dan u odnosu na 4. i 7. dan infekcije.
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Slika 11 Aktivnost askorbat peroksidaze u uzorcima klasova nakon 2, 4, 7 i 14 dana uzorkovanja u
netretiranim (0) i tretiranim(T) klasovima. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 5 replika +
standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima predstavljaju vrijednosti koje se medusobno

znacajno razlikuju (P < 0.05, Fisher LSD test).

4.1.3. Aktivnost katalaze (CAT)

Iz Slike 12 je vidljivo smanjenje aktivnosti CAT u tretiranih uzoraka u odnosu na kontrolu nakon 2. i 4.
dana uzorkovanja. Usporedujuci aktivnost CAT unutar tretmana, 2. dan pokazao je znacajan porast
aktivnosti CAT u odnosu na 4., 7. i 14. dan na kontroli dok je porast aktivnosti CAT na tretmanu bio vedi

nakon 7. i 14. dana u odnosu na 4. dan.
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Slika 12 Aktivnost katalaze u uzorcima klasova nakon 2, 4, 7 i 14 dana uzorkovanja u netretiranim (0) i
tretiranim(T) klasovima. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 5 replika + standardna
pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima predstavljaju vrijednosti koje se medusobno znacajno

razlikuju (P £ 0.05, Fisher LSD test).
4.1.4. Aktivnost polifenol oksidaze (PPO)

Iz Slike 13 je vidljivo da na kontroli postoji inhibicija PPO aktivnosti nakon 4. dana u odnosu na 2. dan.

Ostale promjene u PPO aktivnosti nisu zabiljeZene tijekom trajanja eksperimenta.
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Slika 13 Aktivnost polifenol oksidaze u wuzorcima klasova nakon 2, 4, 7 i 14 dana

uzorkovanja u netretiranim (0) i tretiranim(T) klasovima. Vrijednosti su prikazane kao srednja
vrijednost 5 replika + standardna pogreska. Stupci oznacdeni razli¢itim slovima predstavljaju

vrijednosti koje se medusobno znacajno razlikuju (P < 0.05, Fisher LSD test).
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4.1.5. Koncentracija topivih proteina

Slika 14 prikazuje znacajan pad koncentracije proteina u inficiranih uzoraka u odnosu na kontrolu u
zadnjoj tocki uzorkovanja (14. dan). Nakon 14. dana bilo je znacajno visSe proteina u odnosu na 2.i 4.
dan u kontrolnim uzorcima. Nadalje, statisticki znacajno niska koncentracija topivih proteina na
kontroli, uoCena je na pocetku eksperimenta (2. dan) u odnosu na ostale tocke uzorkovanja. U

inficiranim uzorcima, koncentracija proteina znacajno je porasla nakon 4., 7. i 14. dana tretmana u

d ad a
bd d d
| I I I I
I I
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Slika 14 Sadrzaj topivih proteina u uzorcima klasova nakon 2, 4, 7 i 14 dana uzorkovanja u netretiranim
(0) i tretiranim (T) klasovima. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 5 replika + standardna
pogreska. Stupci oznaceni razlicitim slovima predstavljaju vrijednosti koje se medusobno znacajno

razlikuju (P < 0.05, Fisher LSD test).

4.2. KONCENTRACIJA VODIKOVOG PEROKSIDA (H20:)

Kako je vidljivo iz Slike 15, u zadnjoj tocki uzorkovanja (14. dan) doslo je do smanjenja ukupne
koncentracije vodikovog peroksida nakon infekcije u odnosu na kontrolu. Usporedujuéi koncentraciju
vodikovog peroksida u netretiranih biljaka, vidljivo je kako je ona bila najmanja nakon 2. dana
eksperimenta u odnosu na ostale tocke te je znacajno rasla trajanjem tretmana da bi nakon 7. i 14.
dana dosegla najvecu vrijednost. U inficiranih biljaka najve¢a koncentracija peroksida izmjerena je

nakon 7. dana, a najmanja u prvoj tocki uzorkovanja (2. dan).
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Slika 15 Koncentracija H,0,u uzorcima klasova nakon 2, 4, 7 i 14 dana uzorkovanja u netretiranim (0) i
tretiranim (T) klasovima. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 5 replika + standardna
pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima predstavljaju vrijednosti koje se medusobno znacajno

razlikuju (P £ 0.05, Fisher LSD test).
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4.3. SADRZAJ MALONDIALDEHIDA

Iz Slike 16 je vidljivo da je 2. dan sadrzaj MDA kod zarazenog uzorka znatno veci u odnosu na kontrolu,
dok je u zadnjoj tocki uzorkovanja (14. dan) uocen pad sadrzaja MDA u inficiranih biljaka u odnosu na
nezarazene biljke. Usporedujuéi sadrzaj MDA unutar tretmana, vidi se da je najmanja akumulacija MDA
bila nakon 4. dana a najveca nakon 14. dana izlaganja biljaka vrstama roda Fusarium. Takoder, 7. dan

tretmana pokazao je veci sadrzaja MDA u odnosu na 2. dan.
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Slika 16 sadrzaj MDA u uzorcima klasova nakon 2, 4, 7 i 14 dana uzorkovanja u netretiranim (0) i
tretiranim (T) klasovima. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 5 replika + standardna
pogreska. Stupci oznaceni razlicitim slovima predstavljaju vrijednosti koje se medusobno znacajno

razlikuju (P < 0.05, Fisher LSD test).
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5. Rasprava

Rezultati istraZzivanja pokazali su znacajno smanjenu aktivnost POD (Slika 10) i CAT (Slika 12) u
inficiranih biljaka u odnosu na kontrolu nakon 2. dana te inhibiciju aktivnosti CAT nakon 4. dana.
Takoder, u istoj toc¢ki uzorkovanja (2. dan) uocena je znacajno povecan sadrzaj MDA u tretiranih biljaka
(Slika 16) u odnosu na kontrolu iz ¢ega moZemo pretpostaviti kako POD i CAT nisu doprinijeli ocuvanju
integriteta membrana te nisu dio ranog odgovora u obrani od patogena. Sli¢an pad aktivnosti CAT i
PPO tijekom FHB infekcije uocen je u istog genotipa psenice nakon 3, 15, i 24h infekcije (Marcek i sur.,
2018a). Inhibicija aktivnosti CAT uocena je i u FHB-otpornog genotipa psenice ,Sumai3“ nakon

inokulacije sporama vrste F. graminearum (Soranhinobar i sur., 2017).

U ovom istrazivanje nije bilo zna¢ajne promjene aktivnosti APX izmedu netretiranih i tretiranih biljaka
tijekom vremena (Slika 11). Suprotno tome, isti genotip pokazao je povecéanu indukciju ovog enzima u
ranijim to¢kama uzorkovanja (Spani¢ i sur., 2017). 1z ovoga se moze pretpostaviti kako duza izloZenost
biljke patogenu suprimira enzimski antioksidativni sustav. Usporedujuéi odgovor enzima
antioksidacijskog sustava u zarazenih biljaka kroz tri tocke uzorkovanja, vidljivo je kako aktivnost POD
(Slika 10) raste tijekom 4. dana tretmana dok se istovremeno sadrzaj MDA (Slika 16) za razliku od 7.
dana tretmana kod kojega biljeZimo porast koncentracije H,0,, sadrzaja MDA i porast CAT i POD
aktivnosti. 1z ovog slijedi da i nakon 4. dana stresa POD igra vaznu ulogu u ocuvanju integriteta
membranskih lipida. Povecana aktivnost POD nakon izlaganja biljke FHB mozZe biti posljedica ulaska
patogena u biljku na nacin da jaca fizicku barijeru i tako ogranicava prodor i Sirenje hifa sto upucuje na
pretpostavku da POD u ovog genotipa sudjeluje u obrambenom odgovoru doprinoseéi njegovoj
otpornosti. Ovo je u skladu sa istrazivanjem Zhangi sur. (2013), gdje je uslijed izlaganja pSenice vrstama
roda Fusarium uocena pojacana aktivnost POD u otpornog genotipa pSenice u odnosu na osjetljivi.
Sli¢na veza o ulozi POD u zastiti biomembrana nakon izlaganja genotipa ,Apache” FHB infekciji uo¢ena
je uistrazivanju Marcek i sur. (2018b). S druge strane, iako je zabiljezena povecéana aktivnost CAT i POD
nakon 7. dana tretmana, koncentracija H,0; u zaraZzenih biljaka je porasla $to je za posljedicu imalo
povecanje lipidne peroksidacije (Slika 15). Prema nekim istrazivanjima, uslijed izlaganja stresu biljka
mozZe pojacati proizvodnju H,0, u cilju adaptacije (Vranova i sur., 2002) te da bi se aktivirali regulatorni
geni zasluzni za otpornost (Mittler i sur., 2004). Stoga je moguce da je prekomjerno nakupljanje H,0,
nakon 7. dana posljedica aktivacije obrambenog odgovora. Medutim, nakon 14. dana stresa unatoc
povecanoj aktivnosti APX i CAT, sadrzaj MDA je znacajno porastao Sto je vjerojatno posljedica inhibicije
enzima. Isti odgovor nakon 14 dana infekcije pronaden je i u FHB-otpornog genotipa psenice , Vulkan®

(Spani¢isur., 2017).
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6. Zakljucak

Iz istraZzivanja mogu se donijeti slijedeci zakljucci:

= U odnosu na kontrolu, FHB-otporni genotip pSenice ,Apache” pokazao je inhibiciju aktivnosti
POD (2. dan) i CAT (2. i 4. dan) nakon aplikacije stresa $to je za posljedicu imalo poveéane
sadrzaja MDA (2. dan) iz ¢ega slijedi da POD i CAT nisu dio ranog odgovora.

= Nakon 4. dana izloZenosti patogenu, uocena je poveéana aktivnost POD te smanjen sadrzaj
MDA u odnosu na ostale toc¢ke uzorkovanja iz cega se moze zakljuditi kako POD u genotipa
»Apache” ima vaznu ulogu u zastiti membrana Sto pridonosi njegovoj otpornosti na fuzarijsku
palez klasa pSenice.

= Tijekom infekcije PPO nije pokazao znacajne promjene u aktivnosti iz ¢ega slijedi kako nije
specifican pokazatelj FHB otpornosti.

= Akumulacija H;0; znacajno je porasla nakon 7. dana infekcije u odnosu na ostala vremena
uzorkovanja $to moZze biti posljedica ukljucivanja drugih obrambenih mehanizama.

= Unato€ povecanoj aktivnosti APX i CAT u zadnjoj tocki uzorkovanja, sadrzaj MDA je znacajno

porastao iz cega se moZe zakljuciti da ovi enzimi nisu dio obrambenog odgovora.
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