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НАСТАВНО-НАУЧНОМ ВЕЋУ ПОЉОПРИВРЕДНОГ ФАКУЛТЕТА 

УНИВЕРЗИТЕТА У БЕОГРАДУ 
 
 
 
Предмет: Извештај Комисије о оцени пријаве докторске дисертације  
                 мр Гордане Здјелар 
 
 
Одлуком Наставно-научног већа Пољопривредног факултета Универзитета у Београду 
бр 356/7-3.1. од 24.04.2013. године именована је Комисија у саставу: др Томислав 
Живановић, редовни професор, др Радмила Стикић, редовни професор, др Гордана 
Шурлан-Момировић, редовни професор, др Биљана Вуцелић-Радовић, редовни 
професор и др Вук Ђорђевић, научни сарадник Института за ратарство и повртарство 
у Новом Саду, за оцену пријаве докторске дисертације мр Гордане Здјелар, под 
насловом: “Физиолошке, биохемијске и молекуларне основе толерантности на сушу и 
осмотски стрес у почетним фазама развоја одабраних генотипова рода Pisum“. На 
основу увида у поднету пријаву Комисија подноси следећи 
 
 

И З В Е Ш Т А Ј 
 
 
1. Наслов докторске дисертације 
 
Кандидаткиња, мр Гордана Здјелар, је поднела пријаву за израду докторске 
дисертације под насловом “Физиолошке, биохемијске и молекуларне основе 
толерантности на сушу и осмотски стрес у почетним фазама развоја одабраних 
генотипова рода Pisum“. 
Комисија сматра да назив треба променити у „Физиолошке, биохемијске и 
молекуларне основе толерантности на сушу и осмотски стрес у раним вегетативним 
фазама развоја одабраних генотипова рода Pisum“ 
 
2.  Предмет и програм истраживања  
 

У образложењу теме докторант указује да је суша један од фактора спољашње 
средине који у највећој мери редукује квантитет и квалитет приноса пољопривредних 
култура. Према проценама Blum-a (1986) и Dita i sar., (2006) око 90% обрадивог 
земљишта је под утицајем једног или више стресова животне средине, од чега је око 
26% угрожено сушом. Како је последњих година, због климатских промена до којих је 
дошло све више изражен ефекат суше, а сматра се да ће у будућности утицај овог 
фактора бити још израженији у свету и у нашој земљи (IPCC, 2007), проучавање 
ефекта суше на пољопривредне културе добија све више на значају. За превазилажење 
ових негативних ефеката у савременој пољопривредној производњи углавном се 
користе два приступа и то: стварање отпорних сорти и хибрида на сушу и побољшање 
агротехничких мера у областима где биљке могу бити изложене суши. У основи оба 
приступа је разумевање ефеката суше на биљке и адаптивних реакција које доприносе 



толерантности биљака на сушу. Ова проучавања су веома сложена јер утицај суше на 
биљке зависи од интензитета стреса и времена његовог трајања, од биљне врсте и од 
стадијума онтогенезе биљака у којима они делују. Стога се механизми дејства и 
отпорности биљака на сушу проучавају мултидисциплинарно и то у фази највеће 
осетљивости испитиваних биљака на сушу.  

Следећи такав концепт кандидат је у оквиру предложене дисертације 
планирала да се у фази највеће осетљивости биљака на сушу (рана вегетативна фаза), 
испитају ефекти суше и  неки од најважнијих физиолошких, биохемијских и 
молекуларних механизама толерантности на сушу одабраних генотипова грашка. За 
истраживање је одабран грашак (Pisum sativum L., Fabaceae) који је веома значајна 
повртарско-крмна врста. Након соје и пасуља, представља трећу најважнију 
легуминозу и узгаја се на преко 6 милиона хектара у свету (FAO, 2009). Користи се у 
исхрани људи и домаћих животиња. Сточни грашак, пре свега због великог садржаја 
протеина, налази широку примену, посебно у производњи сточне хране. Зрно сточног 
грашка је саставни део квалитетних крмних смеша, док се надземни део може 
користити као кабаста сточна храна (зелена крма, силажа). Слама грашка након жетве, 
зелена крма, која остаје након убирања повртарског грашка за конзервну индустрију и 
отпаци после дораде семена или зрна такође се користе у исхрани домаћих животиња 
(Карагић и сар., 2007).  

Постоје велике климатске разлике између области у којима се гаји грашак, 
између година, па чак и у оквиру једне године (Annicchiarico и Iannucci, 2008).  
Грашак, као и друге легуминозе, захтева релативно велике количине воде током 
вегетације, тако да је недовољна снабдевеност биљака водом један од најважнијих 
ограничавајућих фактора у његовој производњи. Тај ефекат се испољава и на квалитет 
и на квантитет приноса (Magyar-Tábori i sar., 2011), а што указује на значај ових 
испитивања, и посебно, механизама толерантности на сушу грашка (Wood, 2006).  

Осетљивост грашка на дејство суше се мења у току онтоогенезе, али су 
најкритичније фазе клијање и почетнe етапе развоја поника. Имајући у виду да је вода 
покретач метаболичких процеса неопходних за клијање, као и за синтезу нових 
једињења, довољна количина воде у овим фазама неопходна је како би поник био 
довољно развијен да превазиђе остале неповољне услове средине (лош механички 
састав земљишта, неадекватно припремљено земљиште и сл.). После цветања, као и 
касније током фазе наливања зрна, осетљивост грашка на недостатак воде је много 
мања (Neumann i Aremu, 1991). То указује на потребу да се испита дејство суше и 
реакције биљака грашка у раним фазама вегетативног развића биљака. 

 За истраживања реакција биљака у раним фазама развића (клијање и развој 
поника) се најчешће не користе огледи у пољу јер утицај суше у тим условима не 
омогућава прецизну фенотипску карактеризацију биљака. Зато се за фенотипску 
карактеризацију у раним фазама примењују методе у којима се биљке гаје и испитују 
у контролисаним условима (Annicchiarico i Iannucci, 2008). Суша, која се често 
манифестује и као осмотски стрес, се у експерименталним условима често индукује 
применом раствора осмотикума полиетиленгликола 6000 (PEG 6000). Неколико 
истраживања је спроведено у циљу испитивања толерантности различитих генотипова 
грашка на осмотски стрес (Singh i sar., 1990; Singh i Singh, 1992; Alexieva i sar., 2001; 
Sánchez i sar., 2004; Оkçu i sar., 2005; Kolbert i sar. 2008; Generozova i sar., 2009). 
Међутим, и поред тога постоји релативно мало података о разликама у толерантности 
на сушу међу сортама легуминоза у поређењу са разликама које постоје између врста. 
Ове информације су неопходне за идентификацију различитих механизама 



толерантности на сушу између и унутар сорти гајених биљака (Grzesiak i sar., 1999). 
Стога је кандидат планирала да тестира реакције већег броја сорти примењујући уз 
ефекат суше и осмотски стрес индукован са раствором PEG 6000. 

Суша, односно водни дефицит, индукује стварање реактивних кисеоничних 
врста (ROS), као што су синглет кисеоник (¹О2), супероксид радикал (О2

•
¯), 

водоникпероксид(Н2О2) и хидрокси радикал (ОН•
¯), који изазивају деградацију или 

инактивацију различитих биомолекула. Оксидативни стрес представља поремећај 
равнотеже која постоји између прооксидативних процеса и антиоксидативног система 
организама. Последице оксидативног стреса су липидна пероксидација, оксидативна 
модификација протеина и ДНК, услед чега ћелија полако губи интегритет и подлеже 
некрози, уколико не поседује довољно снажне механизме антиоксидантне заштите. 
Код биљака, присуство ових токсичних кисеоничних врста такође доводи до 
оштећења свих ћелијских компоненти, што изазива поремаћаје у расту и развojу, 
доводи до смањене отпорности на различите облике стреса, а за крајњу последицу има 
полегање и умањење приноса (Grzesiak i sar., 1999). 

Да би се адаптирале на негативани утицај стресних фактора на раст и развој 
биљака  и заштитиле од оксидативних оштећења, биљке су током еволуције развиле 
антиоксидативне системе заштите. Антиоксиданти делују тако што се сами оксидују 
да би заштитили важне ћелијске компоненте од оксидације или делују тако да преводе 
прооксиданте у мање реактивна једињења. Ови системи могу бити ензимске и 
неензимске природе. У ћелијама постоји неколико ензимских система, који утичу на 
неутрализацију и контролу стварањa слободних радикала (D 'souza i Devaraj, 2011). 
Антиоксиданти обухватају ензиме (супероксид дисмутазу, каталазу, глутатион 
редуктазу, аскорбат пероксидазу и др.), као и неензимске молекуле (токофероли, 
фенолне киселине, аскорбинска киселина, каротеноиди, пролин, глутатион и др.), који 
служе као хватачи (scavengers) слободних радикала или разлагачи (quenchers) 
активних облика кисеоника (Blokhina i sar., 2003). Резултати истраживања Alexieva i 
sar., (2001) су показали да су при водном дефициту специфична активност и садржај 
антиоксидативних ензима код грашка повећани. Ови резултати су такође показали да 
је активност каталазе и супероксид дисмутазе била инхибирана, а пероксидазна 
активност стимулисана, док је ниво водоник пероксидa повећан при излагању биљака 
грашка стресу суше. То указује на важну улогу ових ензима у одбрамбеном 
механизму биљака према условима суше. Сличне резултате објавили су и Karatas i 
sar. (2012). Због тога је веома важно да новостворене сорте грашка имају добро 
развијене антиоксидативне системе заштите, јер је то кључно у прилагођавању и 
превазилажењу не само ефеката суше, већ и других стресних фактора (високе 
температуре, соли и др.) које могу да изазову климатске промене. Овај биохемијски 
аспект механизама отпорности биљака на сушу није испитиван са аспекта отпорности 
различитих сорти грашка. На оправданост таквих истраживања указују резултати 
Shahid и сар. (2012) који су указали да се отпорни генотипови грашка на соли 
одликују већом активношћу антиоксидативних ензима у односу на осетљиве 
генотипове.  

Умерена акумулација реактивних кисеоничних врста (ROS) значајно утиче и на 
експресију гена. Реактивнe кисеоничнe врстe могу утицати na генску експресију на 
три различита начина. ROS сензори се могу активирати и изазвати сигналне каскаде, 
које на крају утичу на експресију гена. Алтернативно, ROS могу директно изазвати 
оксидацију компонената сигналних путева. Коначно, ROS могу променити експресију 
гена на тај начин што утичу на транскрипционе факторе и мењају њихову активност 



(Apel i Hirt, 2004). Према Zhu i sar. (2002) молекуларни одговор на стрес изазван 
сушом може уследити у року од неколико секунди (као што су промене у статусу 
фосфорилације протеина) или у року од неколико минута и сати (као што је промена у 
експресији гена). Оваква истраживања генске експресије индуковане сушом и 
оксидативним стресом код грашка су недовољна. Због тога кандидаткиња у своја 
истраживања планира да укључи и овај аспект молекуларних истраживања.   

У реакцијама биљака на сушу је примарна улога хормона абсцисинске 
киселине (АБА) чија акумулација у тим условима потпомаже адаптацији биљака на 
сушу као и на друге абиотичке стресне факторе (Swamy и Smith, 1999). Иако постоје 
подаци о осмотским стресом индукованој акумулацији АБА у генеративним органима 
(Urbez и сар., 2006), њена улога у адаптивним реакцијама грашка на сушу и сортним 
разликама није довољно испитивана. Стога кандидаткиња планира да у своја 
истраживања укључи и мерење сушом и осмотским стресом индуковане абсцисинске 
киселине.  

Програм ове докторске дисертације биће базиран на претходно изнетим 
научним сазнањима и обухватиће следеће: 

• Испитивање утицаја осмотског стреса на клијавост и енергију клијања 
различитих генотипова грашка;  

• Испитивање утицаја осмотског стреса и земљишне суше на физиолошке 
параметре растења и развића поника и листова различитих генотипова 
грашка; 

• Испитивање утицаја осмотског стреса и суше на појаву оксидативног стреса 
и индукцију антиоксидативних ензима (супероксид дисмутазе, аскорбат 
пероксидазе и глутатион редуктазе) код различитих генотипова   

• Испитивање утицаја осмотског стреса и суше на генску експресију 
антиоксидативних ензима применом технике обрнуте транскрипције 
ланчаном реакцијом полимеразе (RT-PCR). 

• Испитивања утицај суше и осмотског стреса на акумулацију стрес хормона 
абсцисинске киселине (АБА).  

У истраживању ће бити испитиванo 7 генотипова грашка који су селекционисани у 
Институту за ратарство и повртарство из Новог Сада.  
 
3. Научни циљ истраживања 
 
Научни циљ предложеног истраживања је карактеризација неких од најважнијих 
физиолошких и биохемијских процеса који су у основи реакција биљака грашка на 
сушу и осмотски стрес. Циљ је и да се у ова истраживања укључе и молекуларна 
истраживања, која би, уз анализу процеса растења биљака, акумулацију хормона АБА 
и испитивања антиоксидативних механизама одбране биљака од стреса суше, значајно 
допринела разумевању адаптивних реакција и толеранцији грашка на сушу. Такав 
мултидисциплинарни приступ би омогућио и идентификацију отпорних генотипова 
грашка и могао да има своју практичну примену за потребе селекције и стварања 
генотипова отпорних на сушу.  
 
4. Основне хипотезе од којих се полази 
 

У истраживањима се полази од претпоставке да ће испитивани генотипови 
рода Pisum показати разлике у параметрима клијавости семена, пораста поника и 



листова у условима суше и осмотског стреса. Такође је претпоставка да ће се 
испољити генотипске разлике у осмотском и стресом суше индукованој акумулацији 
хормона АБА и активности антиоксидативних ензима. Очекује се и да ће у 
различитим условима водног дефицита доћи и до промена у генској експресији 
антиоксидативних ензима. Претпоставка је и да ће овакав мултидисциплинарни 
приступ допринети објашњењу адаптивних реакција на сушу и њене генске основе 
код испитиваних генотипова грашка.  

 
5. Методе и материјал који ће се користити у истраживањима 
 

Испитивања ће бити изведена у Институту за ратарство и повртарство у Новом 
Саду, Лабораторији за испитивање семена. Експеримент ће бити изведен на 7 
одабраних генотипова рода Pisum из колекције Одељења за крмно биље Института за 
ратарство и повртарство из Новог Сада. 

Испитивања ће се обавити у 3 ране вегетативне фазе биљака и то: у фази 
клијања, фази поника и формираног трећег листа. Третмани ће обухватити осмотски 
стрес и сушу. За индукцију осмотског стреса ће се користити 3 различите 
концентрације раствора осмотикума PEG 6000 (Singh i sar., 1990), док ће се суша у 
земљишту изазвати прекидањем заливања биљака. Као контролна варијанта ће се 
користити водени раствор без додатка PEG 6000 и оптимални водни режим земљишта.  

Оглед за испитивање клијавости и развоја поника ће се обавити тако што ће се 
семена наклијавати у подлогама напуњеним стерилним песком навлаженим 
одговарајућим раствором различите концентрације и осмотског потенцијала 
полиетиленгликола 6000 (PEG 6000), односно водом. За испитивање ефеката суше 
биљке ће као земљишне културе у фази трећег формираног листа бити изложене 
дејству земљишне суше. 

Од физиолошких параметара код семена изложених различитом степену 
осмотског стресу пратиће се енергија клијања и клијавост. Код поника изложених 
осмотском стресу и биљака изложеној суши ће се пратити динамика пораста у току 
огледа на основу параметара као што су:  дужина надземног дела и корена, свежа маса 
надземног дела и корена поника и листова грашка, shoot/root однос свеже масе и 
индекс толерантности на сушу (Maiti i sar., 1994). Ови резултати ће омогућити и да се 
направи и анализира крива растења испитиваних сорти.  

Биохемијска испитивања ће обухватити праћење утицаја осмотског стреса и 
суше на укупну антиоксидативну активност и активност антиоксидативних ензима 
код поника и листова. Припрема узорака, који ће се користити за одређивање 
антиоксидативног статуса, вршиће се према Elavartha i Martin-у (2010). Одређивање 
активности антиоксидативних ензима: супероксид дисмутазе (SOD), аскорбат 
пероксидазе (APX) и глутатион редуктазе (GR) вршиће се спектрофотометријски 
(Elavartha i Martin, 2010). Мерења концентрације АБА у листовима испитиваних 
биљака ће се обавити помоћу ЕЛИСА теста (Asch, 2000).  

Испитивање утицаја осмотског стреса и суше на генску експресију 
антиоксидативних ензима обавиће се применом технике обрнуте транскрипције 
ланчаном реакцијом полимеразе (RT-PCR). Изолација укупне РНК вршиће се помоћу 
RNeasy Plant Mini Kit-a (Qiagen, Немачка), према упутству произвођача. За синтезу 
комплементарне ДНК (cDNA) користиће се RevertAid™ 1st strand cDNA Synthesis Kit 
(Fermentas, Thermo Scientific, USA). Промене у нивоима експресије транскрипта 
антиоксидативних ензима вршиће се техником обрнуте транскрипције ланчаном 



реакцијом полимеразе (RT-PCR) уз примену одговарајућих прајмера за 
антиоксидативне ениме и Arabidopsis 18S rRNA gen као референтни ген (Rivera-
Becerril et al., 2005). Раздвајање продуката RT-PCR реакције обавиће се на 1% 
агарозном гелу у присуству етидијум-бромида. Гелови ће се сликати помоћу DOC 
PRINT II система (Vilber Lourmat, USA).  

Сви резултати ће бити статистички обрађени одговарајућим статистичким 
методама помоћу програма Statistica 8.0. 
 
6. Списак литературе која ће се користити  
 
Списак литературе на основу које је предложена тема докторске дисертације дат је у 
Прилогу 1. 
 
7. Списак саопштених и објављених научних и стручних радова  
 
Списак саопштених и објављених научних и стручних радова кандидата мр Гордане 
Здјелар дат је у Прилогу 2. 
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