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Uticaj delimi¢nog isuSivanja korenova na ekspresiju NCED, TAOli EIL1 genai

rastenje divljeg tipa i flacca mutanta paradajza (Lycopersicon esculentum Mill.)

Rezime

Cilj ovog istrazivanja je bio karakterizacija fizioloskih procesa koji su u osnovi
regulacije rastenja i razvi¢a biljaka paradajza pod dejstvom delimi¢nog isusivanja
korenova (Partial root-zone drying -PRD), ali i regulisanog deficita navodnjavanja
(Regulated deficit irrigation - RDI). Cilj je bio i da se u ova ispitivanja ukljuce i
molekularna istrazivanja, koja bi, uz analizu procesa rastenja i drugih fizioloskih
procesa (vodnog rezima, razmene gasova, akumulacije i distribucije stres hormona
ABA, kao 1 usvajanja i distribucije jona), znacajno doprinela razumevanju PRD i1 RDI
efekata na paradajz. Zato je praéena ekspresija gena ukljucenih u biosintetski put ABA
(TAO1 i NCED1) i transdukciju signala etilena (EIL1). Eksperimentalni model u ovim
istrazivanjima je bio paradajz (Lycopersicon esculentum Mill.), kao kultura koja ima
znacajne potrebe za vodom i kod koje suSa moZe da izazove znacajne efekte na rastenje
i razvic¢e. Odabrani su divlji tip (WT), sorta Ailsa Craig, i mutant flacca koji se odlikuje
smanjenom sintezom hormona ABA. Biljke paradajza divljeg tipa i mutanta flacca su
nakon proklijavanja presadene u posebno dizajnirane saksije, koje su podeljene na dve
polovine plastiénom plocom, ¢ime je omoguéeno razdvajanje korenovog sistema u dva
hidrauli¢no izolovana kompartmenta. Biljke su gajene u komercijalnom supstratu
(Klasmann Potground H) u uslovima fitotronske komore (temperatura dan/no¢ 26/17
°C, relativna vlaznost vazduha 60%, osvetljenost (PAR) 250 pmolm'zs'1 1 duZina
fotoperioda od 14 h). Koli¢ina vode u supstratu je merena pomo¢u TDR proba (Time
domain reflectometer, TRASE, Soil Moisture Equipment Corp., USA). Primenjivana su
tri razli¢ita tretmana zalivanja. Optimalno navodnjavanje (Full irrigation - FI) - supstrat
u celoj rizosferi je svaki dan zalivan do optimalnog vodnog kapaciteta, odnosno,
sadrzaja vode u supstratu od 36%. Delimi¢no isusSivanje korenovog sistema (PRD) -
supstrat u polovini korenovog sistema je zalivan do optimalnog vodnog kapaciteta, dok
u drugoj polovini nije zalivan sve dok se sadrzaj vode u supstratu nije spustio na 18-
20%, kada je vrsena inverzija strana zalivanja. Regulisani deficit navodnjavanja (RDI) -
biljke su zalivane do vrednosti vode u supstratu od 18%. Vodni potencijal listova i
otvorenost stoma su mereni u danu PRD okreta (promene strane zalivanja korena).

Ukupni potencijal vode u listu (¥;) meren je u komori pod pritiskom (Soil Moisture



Equipment Corp., Santa Barbara, CA, USA). Provodljivost stoma je merena aparatom
porometrom (AP4, Delta-T, Cambridge, U.K.). Na kraju ekperimenta izmerena je sveza
I suva masa korena, stabla i listova i odreden odnos suve mase izdanka i korena. Sadrzaj
abscisinske kiseline u listovima je analiziran ELISA testom uz koriS¢enje Visoko
specificnog monoklonalnog antitela (MAC 252). Apsorpcija je ocitavana na ELISA
¢itacu (Sunrise, Tecan) na 405nm. Sadrzaj Ca, Mg, Fe, Mn, Zn i Cu odredivan je
atomsko-apsorpcionom spektrofotometrijom, K plamenofotometrijski, dok je sadrzaj N
odredivan metodom po Kjeldahl-u. Ekspresija gena je pracena u danu PRD okreta.
Izolacija RNK je uradena primenom RNA-ase plant mini kit-a (Quiagen, Germany). Za
sintezu cDNK je koris¢en First strand cDNA synthesis kit (Fermentas, Lithuania).
Ekspresija gena je pracena primenom Real Time-PCR (SYBR-Green tehnika; RT-PCR
7500, Applied Biosystems, UK). Rezultati su pokazali da je PRD tretman, kao i RDI,
doveo do redukcije rastenja biljaka. Kada su u pitanju sveza i suva masa organa, kod
biljaka divljeg tipa je doslo do redukcije u oba tretmana, dok je kod flacca mutanta,
PRD tretman doveo do poveéanja biomase, za razliku od RDI, koji je doveo do
redukcije. Analiza rasta vegetativnih organa je pokazala da su biljke flacca mutanta bile
znacajno nize (za ca 40%) i sa manjom obrazovanom svezom i suvom masom u odnosu
na divlji tip. Analiza vodnog rezima biljaka, na osnovu rezultata potencijala vode (y) u
listovima 1 koli¢ine vode u supstratu, je pokazala da su RDI biljke bile izlozene ve¢em
stepenu stresa u odnosu na PRD biljke i to kod oba ispitivana genotipa. Rezultati
dnevne dinamike provodljivosti stominih ¢elija (gs) su ukazali da se reakcije na PRD
tretman mogu okarakterisati kao reakcije brzeg odgovora, a reakcije na RDI kao
reakcije sporijeg odgovora stominih ¢elija na suSu. Analiza reakcija stominih ¢elija u
odnosu na promene potencijala vode u listovima je pokazala da su reakcije zatvaranja
stoma, u uslovima RDI, pratile opadanje potencijala vode u listovima, $to ukazuje da su
ove reakcije stominih ¢elija kod oba genotipa rezultat dejstva hidrauli¢nih signala.
Rezultati analize efekata PRD tretmana na vodni rezim biljaka su pokazali da su
hemijski signali bili odgovorni za reakcije stominih ¢elija. Kod divljeg tipa, veci efekat
na poveéanje sadrzaja ABA u listovima imao je PRD tretman, dok je kod flacca
mutanta to bio RDI tretman. Sli¢no povecanje u sadrzaju ABA u listovima kod oba
genotipa prilikom PRD tretmana ukazuje da flacca mutacija ne pogada transport ABA
iz korena u nadzemni deo. Merenja koncentracije jona, uglavnom, nisu pokazala

znaCajan efekat primenjenih sistema deficita navodnjavanja na usvajanje, akumulaciju



ili distribuciju jona. Najznacajniji je bio uticaj PRD koji je kod oba genotipa ubrzao
translokaciju Mn iz korena u listove, §to moze biti od znacaja za adaptivne metabolicke
reakcije biljaka na PRD, jer je Mn znacajan antioksidacioni agens. Takode je PRD
doveo i do veée akumulacije N kod flacca mutanta. Molekularna ispitivanja ekspresije
gena u listovima su pokazala razlike izmedu tretmana, tokom njihovog trajanja i izmedu
ispitivanih genotipova. Analiza ekspresije sva tri gena u PRD tretmanu je pokazala
genotipske razlike. Slican obrazac ekspresije TAOL, NCED i EIL1 kod biljaka divljeg
tipa ukazuje na moguce sinergisticko dejstvo signalnih puteva za ABA 1 etilen. Sli¢an
trend promena nije pronaden kod flacca mutanta. Redukovana NCED i znacajna EIL1
ekspresija verovatno reflektuje porast u produkciji etilena, koji moze da uti¢e na signale
I biosintezu ABA. Kod RDI tretmana, obrazac ekspresije gena u listovima divljeg tipa i
flacca mutanta je bio slican, $to ukazuje na moguénost sinergistickog efekta signalnih
puteva za ABA i etilen. Posto je kod flacca mutanta bila izrazena ekspresija TAOL gena
i utvrdena akumulacija ABA u listovima, nasi rezultati su pokazali da neki drugi gen iz
TAO familije, a ne TAO1 kodira enzim abscisinsku aldehidnu oksidazu kod flacca
mutanta. Generalno, svi ovi rezultati su doprineli razumevanju efekata susSe indukovane
PRD i RDI tretmanima na paradajz. U buducim istrazivanjima bi trebalo analizirati vise
gena, posebno onih koji su ukljuceni u put biosinteze i/ili u signalnu mrezu ABA i

etilena.
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The effects of partial root-zone drying on expression of TAO1, NCED and EIL1
genes and growth in tomato wild-type and flacca mutant (Lycopersicon esculentum
Mill.)

Abstract

The aim of presented PhD thesis was to investigate the physiological mechanisms that
are in the base of tomato growth and development under partial root-zone drying (PRD)
and regulated deficit irrigation (RDI). Investigations included plant growth, water
regime, gas exchange, abscisic acid (ABA) content in the leaves of tomato and ions
content in different tomato plant organs. The aim of presented PhD thesis was, also, to
assess the expression of TAOL1, NCED and EIL1 genes in the leaves of tomato under
drought treatments of PRD and RDI. The investigated genes are involved in the
biosynthesis and signaling pathways of abscisic acid (ABA) and ethylene as key
hormones in the reactions of plants to drought. Experiments were done with tomato
plants (Lycopersicon esculentum Mill.), wild type (Ailsa Craig) and flacca mutant.
Tomato was chosen because of its significant needs for water and because drought may
have significant effects on its growth and development. Tomato mutant flacca, which is
chosen for investigation, is defective in the last step of ABA biosynthesis. As a
consequence, the endogenous level of ABA in flacca tissues is significantly lower than
in wild type. Tomato plants wild type (WT) and flacca mutant were raised from seed
and transplanted into 10 L pots (one plant per pot) filled with commercial compost
(Klasmann Potground H) in a growth chamber (photoperiod was 14 h; light intensity at
plant level 250 pmolm™s™, temperature 26/17 °C and relative humidity 60%). For PRD
experiments the pots were specially designed in such a way that they were separated
with plastic sheets into two equally sized compartments. Washed roots of the seedlings
were divided into approximate halves and repotted into these two hydraulically
separated compartments. The volumetric soil water content (0) of both compartments of
each pot was measured daily using TDR probes (time domain reflectometer, TRASE,

Soil Moisture Equipment Corp., USA). After transplantation, plants were subjected to
following irrigation treatments: 1) full irrigation (FI), in which the whole root system
was irrigated to full substrate holding capacity (0 of 36%); 2) partial root-zone drying

(PRD), where one half of the root was irrigated to reach 6 of 36% while the other half
was allowed to dry, and the irrigation was shifted when 0 of the dry side had decreased



to 18-20%. 3) deficit irrigation (RDI), in which water was evenly applied to the whole
root system to rich 0 of 18%. Leaf water potential and stomatal conductance were
measured in day when PRD shift occurred. Leaf water potential was measured by
pressure chamber (Soil Moisture Equipment Corp., Santa Barbara, CA, USA); while
stomatal conductance was measured by porometer (AP4, Delta-T, Cambridge, U.K.). At
the end of experimental period, fresh and dry weight of roots, stems and leaves were
measured and the shoot/root ratio determinated. Measurement of ABA content in the
leaves of investigated plants was done by ELISA method using a MAC 252 monoclonal
antibody for ABA. Plate contents were read at 405 nm by ELISA reader (Sunrise,
Tecan). Ca, Mg, Fe, Mn, Cu and Zn content in leaves and roots was measured by atomic
absorption spectrofotometry, while N content determination was done by Kjeldahl
method. Samples of leaves, for gene expression analysis, were taken after every PRD
shifting period. Isolation of RNA was done by using RNAeasy Plant Mini Kit (Quiagen,
Germany) according to the manufacturer’s instructions. For synthesis of cDNA, the
First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Lithuania) was used according to the
manufacturer’s instructions. Expression of these genes was monitored by using RT-PCR
(Real Time PCR SYBR-Green technique, RT-PCR 7500, Applied Biosystems, UK).
Results showed that PRD treatment, like RDI, reduced plant growth. In WT plants, both
treatments reduced plant organs biomass, while in flacca RDI reduced plant organs
biomass and PRD increased it. Analysis of plant vegetative organs growth showed that
flacca plants were smaller and with smaller fresh and dry biomass, compared to WT.
Analysis of plant water regime, done on the base of leaf water potential and soil water
content measurements, showed that RDI plants were exposed to higher degree of stress,
compare to PRD plants, in both genotypes. Results in daily dynamics of stomatal
conductance suggested that reactions to PRD treatment may be characterized as faster
response reactions, while to RDI as slower response reactions. Measurements of leaf
water potential and stomatal conductance showed that the effects of regulated water
deficit on stomatal closure were a consequence of plant water regime changes
(hydraulic effect). The effects of partial root-zone drying on stomatal closure were a
consequence of drought induced chemical effects. Drought also induced increase in leaf
ABA content. In WT plants, bigger effect on increase in leaf ABA content had PRD,
while in flacca it was RDI. The similar increase of leaf ABA content in both genotypes

under PRD conditions indicated that the flacca mutation did not affect ABA transport



from the root to the shoot. Deficit irrigation treatments did not showed significant effect
on ions content and distribution. The most significant effect was effect of PRD, which
increased Mn translocation from roots to leaves. This may be important for adaptive
metabolic reactions of plants to PRD, because Mn is a powerful natural antioxidant.
PRD also increased N content and translocation in flacca plants. Results of gene
expression confirmed differences in expression of investigated genes under applied
treatments, during the treatments™ duration as well as between investigated WT and
flacca plants. The most significant differences between WT and flacca were found
under PRD treatment. The similar expression pattern of all genes in WT plants could
indicate synergistic signaling pathways for ABA and ethylene. In flacca reduced NCED
and significant EIL1 expression might reflect the increase in ethylene production, which
could influence ABA signaling and production occurred under PRD. Under RDI
treatment the pattern of all genes in WT and flacca leaves was similar and once again it
raises the possibility of synergistic effect of ABA and ethylene signaling pathways.
Since flacca mutant showed both expression of TAO1 gene and accumulation of ABA
in the leaves, our results indicated that other gene from TAO family and not TAOL are
responsible for encoding enzyme abscisic aldehyde oxidase in flacca. In general, all
these results provide novel insights into the understanding of tomato response to
drought induced by PRD and RDI. Future investigations should analyze more genes that
underlie the ABA and ethylene biosynthetic and/or signaling pathways.

Key words: Tomato, partial root-zone drying, regulated deficit irrigation, water regime,
ABA content, ions, NCED, TAO1, EIL1

Scientific field: Biology
Specific scientific field: Plant physiology

UDC number: 582.926.2-11:577.218(043.3)
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Uvod

1 UVOD

1.1 Susa (vodni deficit)

Voda je od vitalnog znacaja za rast i razvoj biljaka. Vodni stres uti¢e na Sirok
dijapazon reakcija biljaka, od ekspresije gena i promena u metabolizmu na nivou ¢elije
do promena u brzini rasta i produktivnosti. SusSa, sa meteoroloske tacke gledista, se
definise kao period u kome je koli¢ina taloga manja od neke normalne vrednosti koja
predstavlja viSegodisnji prosek za dato podrucje, a sa poljoprivredne, kao period suvog
vremena koji izaziva znacajno smanjenje prinosa date gajene biljne vrste od prosecnog
za odgovarajucée podrucje (Katz i Glantz, 1977). Fizioloski, susa, odnosno vodni deficit,
se definiSe kao koli¢ina vode koja datoj biljci u odredenoj fazi ontogeneze nedostaje do
potpunog zasi¢enja tkiva vodom, odnosno, smanjenje turgidnosti tkiva u odnosu na
maksimalnu vrednost. Vodni deficit naj¢eS¢e nastaje kao posledica smanjene koli€ine
vode u zemljistu - zemljisna susa, ali moze nastati i kao rezultat poremecaja u usvajanju

vode - fizioloSka susa.

NajceS¢e do vodnog deficita dolazi kada transpiracija premasuje nivo usvojene
vode. Za razliku od drugih stresnih uticaja, stres izazvan suSom ne nastaje odjednom,
veé se uglavnom razvija polako i vremenom poveéava intenzitet. Cesto je suSenje
zemljiSta povezano sa jakom evaporacijom izazvanom suSenjem vazduha i visokom
solarnom radijacijom (Larcher, 1995), pa se termin stres suSe Koristi da opiSe stres koji

dolazi od kombinacije ovih faktora.

Zbog sve viSe izrazenih klimatskih promena i smanjenja raspolozivih vodnih
resursa i to kako za urbane, tako i za industrijske ili poljoprivredne potrebe, susa
predstavlja sve veci svetski problem. Posebno je znacajan efekat na poljoprivrednu
proizvodnju jer smanjuje prinos gajenih biljaka $irom sveta (Foolad, 2007). Smatra se
da u poredenju sa svim ostalim vrstama abiotskog stresa kojima su biljke izlozene u
zivotnoj sredini, susa najvise utice na rast i produktivnost (Shao i sar., 2008), kao i da
gubici prinosa u poljoprivrednoj proizvodnji uzrokovani suSom verovatno premasuju
gubitke uzrokovane svim ostalim faktorima zajedno (Foolad, 2007). U naSoj zemlji susa
je, takode, znacajan stresni Cinilac, a njeno negativno dejstvo se posebno odrazava na

gajenje i produktivnost poljoprivrednih kultura, posebno povrtarskih (Spasova i sar.,
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1997). Na primer, u isto¢noj Srbiji (Timoc¢koj regiji), poslednjih 20 godina sezonska
kolicina padavina opala je za 120 mm, tako da sada iznosi oko 250 mm (Dragovi¢,
1999). Ovakvo stanje je posledica porasta temperatura u toku ljetnjeg perioda. Broj dana
sa temperaturom od 30 °C sada je 50, a 1970. godine bio je samo 12, dok je broj dana sa
temperaturom od 35 °C sada 10, a 1970. godine bio je 0 (Dodig i sar., 2002). Susa uti¢e
ne samo na agro-ekosisteme, ve¢ i na prirodne ekosisteme i to posebno Sumske. Zbog
svega toga, ispitivanja efekata suSe i metoda i postupaka za njeno prevazilazenje

dobijaju na sve ve¢em znacaju.

Stres suSe se najlakS8e moZe ukloniti navodnjavanjem biljaka. U svetu se
navodnjava, medutim, samo 10% poljoprivrednih povrsina i to najvise u razvijenim
zemljama i ne ocekuje se da ¢e se u doglednom vremenu te povrsine povecavati (FAO,
2002). To je poseban problem za zemlje u razvoju. Kao posledica globalne promene
klime i prekomernih zagadenja zivotne sredine, danas postoji konstantan problem u
snabdevanju vodom i njenim kvalitetom, kako za urbane i industrijske, tako i za
poljoprivredne namene. Stoga ¢e povecano navodnjavanje imati za posledicu i zna¢ajno
smanjenja postojecih rezervi vode, a $to moze da se, potom, odrazi 1 na postojece
ekosisteme. U skladu sa tim, ali 1 klimatskim promenama koje sve vise uti¢u na koli¢inu
I potro$nju vode (IPCC, 2007), raspoloziva koli¢ina vode za potrebe gajenja i

navodnjavanja biljaka se mora veoma racionalno koristiti.
1.2 Uticaj suSe na fizioloSke procese

Nedostatak vode uti¢e na niz fizioloskih procesa kod biljaka i dovodi do
razli¢itth metabolickih promena. SuSa ima efekat na skoro sve procese u biljci,
ukljuc¢ujuéi sintezu proteina i komponenti celijskog zida, deobu i1 rastenje celija,
aktivnost enzima i hormona, reakcije stoma, fotosintezu i respiraciju, senescenciju i
abscisiju. Efekat stresa zavisi od njegovog intenziteta, duzine trajanja, biljne vrste i
njene otpornosti ili faze ontogeneze na koju stres deluje. Biljke su na susu mnogo
osetljivije u generativnoj nego u vegetativnoj fazi. Pojava suse i visoke temperature u
fazi formiranja cvetova, gametogeneze, oprasivanja, formiranja plodova, semena ili
krtola moZe u znacajnoj meri da umanji prinos gajenih biljka. To je poseban problem za
poljoprivrednu proizvodnju u onim klimatskim uslovima gde se smanjena koli¢ina
padavina i visoka temperatura u toku letnjih meseci poklapaju sa fazama najvece

osetljivosti biljaka na susu.
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1.2.1 Rastenje i razviée biljaka

Od svih fizioloskih procesa rastenje listova je najosetljivije na opadanje
potencijala vode u tkivima. Rastenje listova je rezultat procesa deobe i stvaranja novih
¢elija 1 povecanja njihove veli¢ine ekspanzijom ili elongacijom. SuSa utiCe na rastenje
preko redukcije broja (Schuppler i sar., 1998) i /ili veli¢ine ¢elija (Pakovi¢ i Jovanovié,
2003). Smanjena hidraulicna provodljivost tkiva u susi izaziva opadanje gradijenta
potencijala izmedu ksilema i okolnih elongacionih ¢elija, $to za posledicu ima opadanje
potencijala turgora u celijama koje rastu (Boyer, 1968). Efekat suSe je rezultat
biofizickih i biohemijskih promena, prvenstveno na nivou c¢elijskog zida. Biofizicke
promene su vezane za hidraulicke i mehani¢ke osobine celijskog zida, dok su
biohemijske uslovljene aktivnos¢u nekoliko enzima Celijskog zida (ksiloglukan
endotransglikozilaze — XET, peroksidaze, ekspanzina) (Bacon i sar., 1998; Jovanovic i
sar., 2004), kanala akvaporina kao i dejstvom hormona (abscisinske kiseline i auksina) i
pH vrednosti apoplasta (Hsiao i Xu, 2000). Opadanje potencijala turgora u ¢elijama
redukuje plasti¢nost (ekstenzibilnost) ¢elijskog zida i povecava aktivnost enzima koji
usporavaju rastenje celijskog zida (posebno peroksidaze). Smatra se da je to povezano
sa inaktivacijom plazma membranski vezane H*-ATPaze i smanjenim zakiSeljavanjem
zida. Za razliku od korena, kod listova se osmotska prilagodavanja javljaju sporije, tako
da suSa dovodi do upadljive inhibicije rasta. Listovi koji rastu u susi obi¢no su sitniji,

deblji i sa niskim sadrZajem azota.

Iako je brzina rastenja biljke generalno inhibirana u uslovima suse, vodni deficit
obi¢no ima manji uticaj na rastenje korena (Sharp i sar., 2004). Cesto koren raste i pri
vrlo negativnom vodnom potencijalu zemljista (Sharp i sar., 1988), dok male promene u
potencijalu dovode do inhibicije rastenja izdanka. Povecanje odnosa koren/izdanak
javlja se u uslovima suse, ali i u uslovima nedostatka hranljivin materija i visokih
temperatura zemljiSta nepovoljnih za optimalno funkcionisanje korena (Poorter 1 Nagel,
2000). Moguce da je razlicita reakcija korena i izdanka pri opadanju potencijala vode
strategija biljke da izbegne preteranu dehidrataciju za vreme suSe (Sharp i Davies,

1989).

Nastavljanje rasta korena u uslovima umerenog stresa je posledica brzog
osmotskog prilagodavanja koji omogucava delimi¢ni oporavak turgora i ponovno
uspostavljanje gradijenta vodnog potencijala za usvajanje vode (Hsiao i Xu, 2000).

Smatra se da je ova sposobnost korena da nastavi usvajanje vode i u uslovima niskog
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vodnog potencijala korelisana sa akumulacijom (abscisinske kiseline) ABA (Wilkinson
i Davies, 2002). Povecana koncentracija ABA u ksilemu dovodi do povecéanja rastenja
korenovog sistema, a takode, moZze uticati na povecanje hidraulicne provodljivosti
korena (Hose i sar., 2002; Aroco i sar., 2003), sto moze imati veliki uticaj na brzinu
usvajanja vode u uslovima suSe (Kang i sar., 1998; Kang i sar., 2002). Novija
istrazivanja pokazuju da 1 enzimi ekspanzini imaju znacajnu ulogu u odrzavanju rastenja

primarnog korena u uslovima suse i to nezavisno od koncentracije ABA.

Na nivou ¢elije, susa dovodi do promena u propustljivosti ¢elijskih membrana i
ultrastrukturi citoplazme. Pad turgora dovodi do promena u hidrataciji i prostornoj
organizaciji proteinskih molekula. Kao rezultat dehidratacije, dolazi do smanjenja
zapremine ¢elije, povecanja koncentracije molekula u protoplazmi, promene viskoznosti

I smanjenja aktivnosti enzima i razmene materija izmedu Celijskih kompartmenata.

Kao posledica suse menjaju se i neke morfo-anatomske osobine koje mogu da
imaju funkciju u zastiti 1 prilagodavanju biljaka susi. Tu spadaju osobine kao $to su veci
broj stoma po jedinici povrSine, manja veli¢ina stoma, sitnije ¢elije epidermisa, deblja
kutikula, sitnije ¢elije mezofila, veéi broj slojeva ¢elija u mezofilu lista, veca debljina
lista, ali i razvice vaskularnih tkiva i izrazena vaskularizacija (Lukovi¢ i sar.,2009;

Gumenyuk i Musatenko, 2006; Kulkarni i sar., 2007).

1.2.2 Fotosinteza i metabolizam

Na nivou cele biljke stres suSe, obi¢no, dovodi do smanjenja intenziteta

fotosinteze i usporavanja rasta, u vezi sa promenama u metabolizmu ugljenika i azota.

Pored rastenja celija, proces fotosinteze je, takode, veoma osetljiv na susu.
Efekat suse na fotosintezu moze biti posledica stomaterne ili ne-stomaterne inhibicije.
Poznato je da, kao posledica smanjenja sadrzaja vode u zemljistu, dolazi do opadanja
potencijala turgora u listovima, $to dovodi do smanjenja stepena otvorenosti stoma i
fiksacije CO,, sto uslovljava tzv. stomaternu inhibiciju fotosinteze (Chaves i sar., 2002).
Nestomaterna inhibicija ostvaruje se preko efekta na svetlosne reakcije i transport
elektrona, a posebno aktivnost fotosistema Il (PSII), kao i na metabolicke reakcije
fotosinteze i to posebno na aktivnost enzima u procesu karboksilacije i regeneracije

akceptora.
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Nedostatak vode uti¢e i na intenziviranje hidrolitickih procesa, mobilizaciju
skroba i povecanje koliine supstrata za disanje, pre svega akumulacije monosaharida
kao $to su glukoza i fruktoza, usled poveéane aktivnosti enzima invertaze (Trouverie i
sar., 2003). Susa uti¢e i na translokaciju asimilata, s obzirom da je transport preko
floema zavisan od potencijala turgora, tako da pad vodnog potencijala inhibira transport
asimilata iz nadzemnog dela u koren. Pored toga, usporeno je usvajanje hranljivih
materija iz zemljiSta, kao i1 njihov transport kroz biljku Sto se nepovoljno odrazava na
rastenje vegetativnih organa. Kako je rast korena i listova u kompeticiji za asimilate
proizvedene u listovima, kao i za vodu i mineralne supstance usvojene korenom, u
uslovima vodnog deficita rast nadzemnog dela biljke Cesto biva inhibiran, a rast korena

favorizovan u odnosu na rast listova. (Hsiao i Xu, 2000).

1.2.3 Vodni rezim i reakcije stominih celija

Potencijal vode je osnovni parametar vodnog rezima biljaka. Od vrednosti
potencijala vode zavisi pravac kretanja vode u tzv. SPAC (soil - plant - atmosphere -
continuum) sistemu, odnosno sistemu zemljiste - biljka - atmosfera. Voda se kroz biljke
spontano krece od pozitivnijih ka negativnijim vrednostima potencijala vode sledeci
hidraturni pad (opadanje vlaznosti) od zemljista, korena, ka nadzemnim delovima
biljaka i atmosferi. Pravac kretanja vode u biljnim ¢elijama, tkivima ili izmedu organa,

takode, sledi gradijent potencijala vode.

U vodnom rezimu biljaka, ukupan potencijal vode se uglavnom razmatra kao
rezultanta dejstva dve osnovne sile i to sile pritiska (turgora) i osmotske sile. To se

moze predstaviti sledecom jednac¢inom:
Y= Y +Y¥,
gde su:
Y| - ukupan potencijal vode u biljnim tkivima
Y- potencijal turgora (pritiska)
Y, - osmotski potencijal

Vrednosti ukupnog potencijala vode u biljnim tkivima su, uglavnom, negativne
kao i vrednosti osmotskog potencijala, dok su vrednosti potencijala turgora pozitivne i

uslovima suSe ili dehidratacije dostizu nulte vrednosti. Potencijal turgora nastaje kao
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rezultat delovanja spoljasnjeg hidrostatickog pritiska na vodu u zidovima i
Mmembranama biljnih Celija, a odrzanje pozitivnih vrednosti turgora je od posebnog
znacaja za rastenje celija i njihovo funkcionisanje. Kada turgor dostigne nulte vrednosti

dolazi do kolapsa ¢elije.

1.2.3.1 Reakcije stominih Celija

U transpiraciji se ,,gubi 90% od usvojene vode od strane biljaka, a samo 10% ili
manje koristi za potrebe fizioloSkih procesa. Regulacijom otvorenosti stoma, biljke
moraju u susi da reguliSu dva suprotna zahteva - maksimalnu fotosintezu uz minimalnu
transpiraciju. Zahvaljujuéi specifi¢nosti svoje grade, metabolickih i molekularnih
procesa, stome su u stanju da aktivno reaguju na tzv. signale stresa suSe (ali 1 ostalih
stresnih faktora) i da u skladu sa njima integriSu i kontroliSu stepen svoje otvorenosti,
Sto moze da utiCe na fizioloske odgovore biljaka. Stomine celije na signale stresa u
kra¢em vremenskom intervalu reaguju tako S$to smanjuju transpiraciju, ali odrZavaju
fotosintezu, a u sluc¢aju dugotrajne suse svojim daljim zatvaranjem spreCavaju jaku
dehidrataciju tkiva i tako pomazu prezivljavanju. Te reakcije stominih ¢éelija se stoga
defini$u kao “primarna i sekundarna linija odbrana od suse“ (Kang i Zhang, 2004).
Koliko su reakcije stoma slozene, pokazuju rezultati da i povecana transpiracija moze
da predstavlja pozeljnu adaptivnu reakciju biljaka jer doprinosi njihovom hladenju, §to
je od posebnog znaCaja za uslove gajenja biljaka gde visoka temperatura prati susu
(Morison i sar., 2008). Takode, od reakcija stoma zavise transport jona i translokacija

asimilata.

Stome reaguju na razli¢ite endogene i1 egzogene stimuluse, koji menjajuci turgor
ovih ¢elija dovode do njihovog otvaranja ili zatvaranja. Promene turgora su rezultat
fluksa katjona i1 anjona kroz jonske kanale na plazmalemi 1 tonoplastu stominih ¢elija
(Roelfsema 1 sar., 2004). Stimulusi za otvaranje stoma, kao §to je npr. svetlost,
aktiviraju izlazak H" jona iz citoplazme stominih éelija preko plazma-membranske H*-
ATPaze, to dovodi do hiperpolarizacije membrana i do influksa K* i anjona (CI") kroz
odgovarajuce jonske kanale (Slika 1.1). Nasuprot tome, u uslovima suse, akumulira se
ABA koja sprecava influks ili pojacava efluks K* i anjona (CI" i malat®), a kao
posledica tih promena javlja se redukcija turgora i zatvaranje stoma (Wilkinson i
Davies, 2002). Jabuc¢na kiselina (malat) se obrazuje iz skroba koji je nastao kao rezultat

fotosinteze u stominim ¢elijama. Takode, ABA indukuje porast kalcijuma u citoplazmi,




Uvod

koji dalje formira kalcijumski talas (McAinsh i sar., 1995). Ispitivanja viSe autora su
pokazala da poveéana koncentracija citoplazmatskog [Ca2']; dovodi do depolarizacije
membrane aktivirajuéi K' i inhibiraju¢i K'i, kanale. Noviji rezultati su ukazali i na
prisustvo oscilatornih promena u koncentraciji [Ca?'];, a takode i to da od kinetike
oscilatornih promena zavisi reakcija otvaranja ili zatvaranja stoma (Allen i sar., 2000).
Na kompleksnost reakcija stominih ¢éelija ukazuju i rezultati Proki¢ i sar. (2005, 2006).
Oni su pokazali da je otvorenost stominih ¢elija rezultat slozene interakcije Ca®*, ABA i

pH, kao i to da ti odnosi zavise i od biljne vrste.

hv ABA
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B vlaznikanali za K B izlazni kanali za K' B Kanali za Ca® 2 Stip anjonskihkanala B Stip anjonskih kanala  14-3-3 protein

Slika 1.1 Mehanizmi otvaranja i zatvaranja stoma (Prokic¢, 2009)

1.2.4 Fitohormoni

U uslovima vodnog stresa dolazi i do promena u koncentraciji i balansu
fitohormona koji mogu da indukuju razlicite fizioloske efekte kod biljaka u zavisnosti
od njihove osetljivosti na stres, faze rastenja i razvica kao 1 od stepena stresa kojem su
izlozene. Tako pri stesu suSe dolazi do smanjene sinteze auksina, citokinina i giberelina,

ali i povecanja ABA i etilena.
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1.2.4.1 Abscisinska kislina (ABA)

Poznato je da biljni hormon abscisinska kiselina ima znacajnu ulogu u reakciji
biljaka na razli¢ite abioticke i bioticke stresne faktore, koji se zbog toga i naziva
,hormon stresa“. Ovaj hormon predstavlja i neku vrstu univerzalnog hemijskog signala
stresa koji se transportuje na ve¢im rastojanima. U prvim fazama suSe kada zemljiste tek
pocinje da gubi vodu i kada potencijal listova joS§ uvek nije pretrpeo znacajnije promene,
pocinje da se akumulira ABA u korenu. 1z korena ona prelazi u ksilemske elemente i
transportuje se kroz nadzemni deo stabla do listova i stoma (Zhang i Davies, 1990).
Veliki broj radova govori o povecanju ABA u ksilemskom soku prilikom delovanja
suse (Wilkinson i Davies, 2002; Davies i sar., 2005). Taj intezitet, najverovatnije,
predstavlja rezultantu nastalu na osnovu prisutne koli¢ine ABA u spoljasnjoj sredini i
one unutar same biljke. ABA je prisutna u spoljasnjoj sredini, tj. zemljiStu, gde dospeva
kao produkt mikroorganizama, ali je prisutna i zbog eksudacije iz korena (Jiang i
Hartung, 2007). Unutar same biljke, abscisinska kiselina nastaje u procesima sinteze.
Neka ispitivanja su pokazala da se ABA sintetiSe na rastojanju od 3 cm od samog vrha
korena (Zhang i Davies, 1987). Na osnovu mnogobrojnih ¢injenica moze se
pretpostaviti da porast ABA u kilemskom soku nastaje zbog: povecane sinteze ABA u
korenu 1 translokacije, povecane recirkulacije ABA floemom, prevodenja prekursora-

ABA u ABA i redukcije katabolizma za ABA.
Biosinteza ABA i geni ukljuceni u biosintezu

ABA nastaje preko izopentenil-difosfata, od kojih se kasnije dobijaju
intermedijeri fitoen i likopen. Ovi intermedijeri ciklizacijom se prevode u B karoten,
koji daljom hidroksilacijom daje zeaksantin, od kojeg se preko anteraksantina formira
violaksantin. Ove reakcije se odvijaju pod katalitickim delovanjem enzima epoksidaze.
Epoksidaza kod Arabidopsis thaliana je kodirana ABAL (ABA deficit 1) genom, a kod
duvana na njegovim ortologom ABA2. Takode, protein koji se sintetiSe na ABA4 genu
uti¢e na prevodenje trans-violaksantina u trans-neoksantin, a pretpostavlja se da tokom
dehidratacije on ima vaznu ulogu tokom de novo sinteze ABA. Takode u hloroplastu se
produkuje  9'cis-epoksikarotenoid  dioksigenaza, NCED (9'cis-epoxycarotenoid
dioxygenase) koja cis-neoksantin prevodi u citoplazmatski ksantoksin, a ovaj korak je
tzv. prvi obavezani korak u sintezi ABA. Kod paradajza, 9'cis-epoksikarotenoid
dioksigenaza je kodirana LeNCED1 genom. Da bi se iz ksantoksina dobio abscisinski

aldehid potrebno je prisustvo dehidrogenaze/reduktaze, koja se kod A. thaliana sintetiSe
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na ABA2 genu. Konacno aldehid se prevodi u kiselinu pod delovanjem aldehidne
oksidaze, koja predstavlja enzim dobijen sa AAO3 gena. Aktivnost aldehidne oksidaze
zavisi od molibdenskog kofaktora, u koji se prvo ugradi sumpor delovanjem sulfuraze
sa ABA3 gena (Wasilewsk i sar., 2008). Tako, zbog smanjenog prevodenja aldehida u
alkohol je smanjenja i sinteza ABA kod flacca mutanata pradajza (Taylor i sar., 1988).
AAO3 moze biti ukljucen kao sastavni deo odgovora na dejstvo suSe. Pracenjem
lokalizacije ovog enzima doSlo se do podatka da je on prisutan u vrhu korena,
parenhimskim ¢elijama koje se nalaze uz ksilemske elemente, kao i u ¢elijama koje su
pridruzene floemu. Takode, unutar stoma je izmerena manja aktivnost enzima AAQO3,
dok je njegovo prisustvo u vecoj meri zapazeno u neposrednoj okolini stoma (Koiwai i
sar., 2004). Kod paradajza su pronadena tri funkcionalna AO gena (TAO1, TAO2 i
TAO3) i dva pseudogena (Min i sar., 2000; Ori i sar., 1997). TAO1 (tomato aldehyde
oxidase 1) je kao i TAO3 lociran na hromozomu 11. TAO geni su mnogo srodniji
meduobno (Min i sar., 2000) nego sa bilo kojim od Arabidopsis AO gena, tako da nije
moguce predvideti, na osnovu poredenja sa Arabidopsis sekvencama, koji od TAO gena
kodira za ortolognu ABA-specifi¢nu aldehidnu oksidazu (Slika 1.2).
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Slika 1.2 Biosinteza ABA (prema Nambara i Marion-Poll, 2005)
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Efekti ABA

Mnogobrojni efekti i odgovori biljaka na ABA se mogu generalno podeliti na
dve kategorije i to: brze i spore. Od brzih efekata ABA najvise su proucavani efekti na
stomine celije (Mansfield i sar., 1990; Bahrun i sar., 2002; Liu i sar., 2003). Najveci

deo aktivnosti se ostvaruje u sporim reakcijama gde ABA deluje na ekspresiju gena.

ABA ima direktnu ulogu u regulaciji rasta listova pod uticajem suSe. ABA moze
uticati na mehanicke osobine Celijskog zida i tako uticati na smanjenje ekstenzibilnosti
zida (Van Volkenburg i Davies, 1983). Neki rezultati ukazuju da ABA inhibira
protonsku pumpu na nivou plazmamembrane i na taj nacin sprecava acidifikaciju
¢elijskog zida koja je neophodna za izduZivanje. Prema postoje¢im rezultatima, ABA
mozZe uticati na redukciju sadrzaja Ca®* u citoplazmi Celija listova, §to moZe uticati na
brzinu sinteze komponenata celijskih zidova, kao $to je hemiceluloza (Wakabayashi i
sar., 1991), a Sto dovodi do promena mehanickih osobina ¢elijskih zidova i promene u
brzini rastenja (Cramer i Jones, 1996). Postoje i rezultati koji ukazuju da ABA povecava
aktivnost peroksidaze celijskog zida i tako inhibira izduzivanje celija (Bacon i sar.,
1998). ABA uti¢e i na promenu sastava proteina u celijskom zidu poveéevajuci
ekspresiju gena za sintezu proteina bogatih prolinom (PRP) koji mogu inhibirati
njegovu akstenzibinost. IstraZivanja su pokazala da postoji diferencijalna ekspresija
gena za ovaj protein u biljnim organima koja uslovljava 1 razli¢itu reakciju biljke,
odnosno inhibiciju elongacije hipokotila, dok na elongaciju korena ima minimalan
efekat. Pove¢anje ABA u suS$i utiCe na preusmeravanje ugljenika iz listova koji su
pozuteli u mlade listove, koji zatim pokazuju visi nivo foto- i antioksidativne zaStite
kako stres napreduje, tako da biljka nastavlja rast i sposobna je da se intenzivnije odupre
stresu (Munne-Bosch i Alegre, 2004).

1.2.4.2 Etilen

Etilen je po mnogim karakteristikama izuzetna pojava medu biljnim hormonima.
Prvo, to je jedini hormon koji se na fizioloskoj temperaturi nalazi u gasovitom stanju.
Drugo, svi ostali hormoni spadaju u grupe srodnih jedinjenja, dok je etilen jedina
supstanca svoje vrste, koja se po biohemiji i fizioloSkom dejstvu izdvaja kao samostalna
jedinica. Posto je u nekim procesima antagonist stimulatora rastenja, etilen se Cesto

svrstava medu inhibitore, medutim to treba shvatiti uslovno. Na primer, etilen inhibira

10



Uvod

rastenje stabla, ali stimuliSe procese koji se deSavaju na kraju vegetacionog perioda, kao

Sto je sazrevanje plodova, opadanje liS¢a i starenje.
Biosinteza etilena

Prekursor etilena je L-metionon, od ¢ijih ugljenika 3 i 4 etilen postaje (Yang i
Hoffman, 1984). Biosinteza uklju¢uje dva klju¢na jedinjenja, S-adenozil metionin
(SAM) i 1-amino-ciklopropan-1-karboksilnu kiselinu (ACC). Prva reakcija u biosintezi
je proizvodnja SAM, koji se u drugum stupnju konvertuje u ACC koji je direktni
prekursor etilena. ACC je vrlo vazan stupanj u sintezi etilena i verovatno se on
transportuje do Celija koje proizvode etilen. Stupanj na kome se najceSce obavlja
regulacija biosinteze etilena je ACC sintaza, usled ¢ega je koli¢ina ACC ograni¢avajuéi

faktor za proizvodnju etilena.
Efekti etilena

Etilen ima efekta na epinastiju, indukciju adventivnih korenova, cvetanje,
opadanje listova i plodova, ali, najvazniju ulogu etilen ima u sazrevanju so¢nih plodova.
Postoje mnogobrojni podaci u literaturi koji pokazuju da je etilen regulator rasta biljaka
u uslovima stresa suSe. Nekoliko studija je ukazalo na vaznost interakcije izmedu ABA 1
etilena u razvoju i rastenju izdanaka i korena u uslovima su$e. Tako, smanjena koli¢ina
ABA u izdancima uslovljava etilenom indukovanu inhibiciju rastenja nadzemnog dela,
dok veca koncentracija ABA u korenu spreCava da etilen inhibira rastenje korena
(Sharp, 2002). Ovi rezultati objasnjavaju paradoksalne rezultate da su ABA deficitarni
mutanti paradajza manjeg rasta i imaju manje listove od divljeg tipa, kao i da se rastenje
listova 1 stabla moZe uspostaviti posle egzogene aplikacije ABA. Prema konceptu
interakcije ABA 1 etilena u susi, uloga ABA je da ,,kontroliSe* da koncentracija etilena
ne poraste i inhibira rastenje. Rezultati Sobeih i sar. (2004) sa divljim tipom i
transgenim biljkama paradajza (ACO1AS- sa niskom stres-indukovanom produkcijom
etilena) su pokazali da nema inhibicije rasta listova u posebnom tretmanu suse (partial
root-zone drying-PRD), sugeriSuéi da je povecana produkcija etilena u PRD tretmanu

odgovorna za inhibiciju rasta listova.

1.2.5 Transport i funkcija mineralnih soli

Biljke usvajaju mineralne elemente uglavnom iz zemljiSta, mada, imaju i

moguénot usvajanja preko listova. Iz korena, mineralne soli se u stablo prenose
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transpiracionim tokom kroz ksilem. Medutim, ako je transpiracija bila intenzivna, viSak
soli se iz listova vraca u korenove floemom. Kalcijum se, medutim, kre¢e samo kroz
ksilem 1 zadrzava se u tkivu lista jer se vrlo slabo prenosi kroz elemente floema
(Marschner, 1995). Vec¢ina soli, a narocito metali, se ne prenosi u slobodnom obliku, ali

je izuzetak kalijum koji se uvek prenosi slobodan.

Soli i druge supstance, rastvorene u ksilemskom soku, kre¢u se kroz biljku
pasivno, zajedno sa strujom koju povlaci transpiracija. Tako, intenzitet transpiracije
moze znatno da utiCe na snabdevanje nadzemnih delova biljke. Medutim, kada se u
biljci transpiracija ograni¢i, nadzemni delovi, ipak, nisu izloZeni nedostatku soli.
Pojedini biljni organi, kojima su mineralne soli potrebne, apsorbuju soli iz ksilema, §to
snizava njihov osmotski potencijal, pa se izvesna koli¢ina vode, takode, transportuje u
tom pravcu. Tako, Cesto delovi koji rastu, listovi, cvetovi, plodovi, predstavljaju
atraktivne centre koji crpe mnoge supstance iz okolnih tkiva. Pokazano je da pravac
kretanja soli koje se kre¢u floemom, odreduju delovi biljke koji rastu. Tkiva koja sadrze
rezerve ili listovi koji su zavrsili rastenje, imaju negativan hemijski potencijal tj. veéu
koncentraciju pojedinih jona; organi koji rastu, kao $to su stablo i koren mlade biljke,
mladi listovi, cvetovi i plodovi, imaju pozitivniji potencijal 1 usled toga se soli kre¢u niz

gradijent potencijala (Marschner, 1995).

Azot je vazan za izgradnju proteina 1 nukleinskih kiselina i1 najviSe utie na
prinos biljaka (Marschner, 1995). Azot uti¢e i na vodni rezim biljaka, jer u prisustvu
dovoljne koli¢ine azota, biljke intenzivnije transpiriSu. Nedostatak ovog elementa

smanjuje veli¢inu 1 broj stoma po jedinici lisne povrSine.

Kalijum je verovatno jedini element koji se nikada ne ugraduje u organska
jedinjenja. Najvise ga ima u mladim listovima koji su metabolicki vrlo aktivni. U biljci
je vrlo pokretljiv i transportuje se uvek u organe koji rastu. Jon kalijuma je aktivator
preko 40 enzima. Druga znacajna uloga je njegovo uceS¢e u membranskom transportu
jer omogucava rad jonskih pumpi, tako da je znaCajan za pokrete stominih celija 1
transport kroz floem (Mengel i Kirkby, 2001). Kalijum je jedan od najvaznijih
elemenata koji ucestvuju u uspostavljanju osmotskog potencijala, $to osim za pokrete
stominih ¢elija, ima velikog znaCaja za rastenje Celija. Kao takav, vrlo je znaajan u

vodnom rezimu biljaka.
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Kalcijum, pored mnogih drugih znacajnih funkcija, igra vaznu ulogu u regulaciji
¢elijskih aktivnosti, tako $to vezivanjem za kalmodulin aktivira mnoge enzime, u prvom
redu kinaze i fosfataze, koje kasnije fosforiluju druge enzime (Mengel i Kirkby 2001).
Tako, jon kalcijuma ima veoma vaznu ulogu kao sekundarni mesendzer u c¢eliji. Sa

tacke vodnog rezima biljaka, vrlo je vazan, jer uCestvuje u reakcijama stominih ¢elija.

Magnezijum ucestvuje u gradi molekula hlorofila, a joni magnezijuma su
aktivatori velikog broja enzima (Marschner, 1995). Gvozde ima nezamenljivu funkciju
u razli¢itim redoks sistemima, a aktivator je i nekih enzima (Marschner, 1995). Mangan
je aktivator mnogih enzima, a u hloroplastima ulazi u sastav kompleksa za oslobadanje
kiseonika (Mengel i Kirkby 2001). Bakar ucestvuje u nekim redoks sistemima, a
sastavni je deo citohrom oksidaze i plastocijanina (Mengel i Kirkby 2001). Cink je
sastavni deo alkoholne dehidrogenaze i aktivator karbonske anhidraze (Mengel i Kirkby
2001).

1.3 Molekularne osnove dejstva suse

Biljke odgovaraju i adaptiraju se na vodni deficit i na ¢elijskom i molekularnom
nivou, na primer, akumulacijom osmolita 1 proteina ukljucenih u toleranciju stresa.
Veliki broj gena razlicite funkcije je indukovan u uslovima suse (Shinozaki i sar., 2003;
Bartels i Sunkar, 2005; Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2005). Vecina produkata
ovih gena ima ulogu u toleranciji i odgovoru na susu na ¢elijskom nivou. Postoje dva
regulatorna sistema suSom indukovane genske ekspresije, ABA-zavisni i ABA-
nezavisni (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2005). Analiza ekspresije gena
indukovanih ABA-om je otkrila da neki geni zahtevaju biosintezu proteina za svoju
indukciju ABA-om, §to sugeriSe postojanje bar dva nezavisna puta izmedu produkcije

endogene ABA-e i genske ekspresije tokom stresa.

Cis-aktivni i trans-aktivni regulatorni elementi koji uc¢estvuju u ABA-nezavisnoj
i/ili ABA-zavisnoj genskoj ekspresiji indukovanoj suSom su precizno analizirani na

molekularnom nivou (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2005).

Promoter gena indukovanog suSom, visokim salinitetom 1 hladno¢om,
RD29A/COR78/LTI78, sadrzi dva glavna cis-aktivna elementa, ABRE (ABA-
responsive element) i DRE (dehidration-responsive element)/CRT (C-repeat), oba

ukljucena u ekspresiju gena indukovanih stresom (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki,
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1994, 2005). ABRE ima ulogu u ABA-zavisnoj, a DRE/CRT u ABA-nezavisnoj

genskoj ekspresiji u odgovoru na abioticki stres (Slika 1.2).

1.3.1 ABA-nezavisna genska ekspresija

Nekoliko gena je indukovano suSom, visokim salinitetom i hladno¢om kod abi i
aba mutanata, §to zna¢i da ne zahtevaju ABA za svoju ekspresiju, ali odgovaraju na
egzogenu ABA. Glavni cis-aktivni element u ABA-nezavisnoj genskoj ekspresiji je
DRE koji sadrzi konzerviranu sekvencu A/GCCGAC. Transkripcioni faktori koji se
vezuju za DRE elemente pripadaju ERF/AP2 familiji (Slika 1.3). lzolovani su
CBF/DREB1 i DREB2 (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2005). Produkti
CBF/DREB1 gena, koji su brzo i kratkotrajno indukovani uslovima stresa usled
hladnoce, aktiviraju ekspresiju target stres-induktivnih gena (Jaglo-Ottosen i sar., 1998;
Liu i sar., 1998; Kasuga i sar., 1999). Ekspresija CBF/DREB1 gena kod transgenih
biljaka povecava toleranciju na smrzavanje, suSu i visok salinitet, Sto pokazuje da
CBF/DREBI proteini ucestvuju u razvoju tolerancije na stres bez modifikacije (Liu i

sar., 1998).

DREB2 geni su indukovani dehidratacijom i mogu aktivirati druge gene
ukljucene u toleranciju suSe (Liu i sar., 1998). Ekspresija DREB2 gena kod transgenih
biljaka ne poboljsava toleranciju na stres, Sto ukazuje na postojanje post-translacione
aktivacije DREB2 proteina (Liu i sar., 1998). DREB2 protein je eksprimiran u
normalnim uslovima i aktivira se osmotskim stresom kroz post-translacionu

modifikaciju u ranim fazama odgovora na osmotski stres.

Nekoliko susom indukovanih gena ne odgovara ni na niske temperature ni na
ABA tretman, ukazujuc¢i na postojanje jo§ jednog ABA-nezavisnog puta regulacije
odgovora na stres usled dehidratacije. Ovi geni ukljuc¢uju ERD1 koji je indukovan i

senescencijom (Nakashima i sar., 1997).

Analizom ERD1 promotera identifikovana su dva cis-aktivna elementa (Simpson
I sar., 2003). DNK-vezuju¢i proteini koji interaguju sa ovim Ccis-elementima su

identifikovani kao NAC transkripcioni faktori (Tran i sar., 2004).

1.3.2 ABA-zavisna genska ekspresija

Nivo endogene ABA znacajno raste kod mnogih biljaka u uslovima suse i

visokog saliniteta (Ingram i Bartels, 1996; Bray, 1997). U jednom od ABA-zavisnhih
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puteva geni indukovani susom ne zahtevaju biosintezu proteina za svoju ekspresiju. Ovi
dehidratacijom-induktivni geni sadrze ABRE (ACGTGGC) kao cis-aktivni element u
svom promotorskom regionu (Slika 1.2). Dva ABRE motiva su vazni cis-aktivni
elementi koji kontrolisu ABA-zavisnu ekspresiju RD29B gena (Uno i sar., 2000). Dva
bZIP transkripciona faktora AREB/ABF se vezuju za ABRE aktiviraju¢i ABA-zavisnu
gensku ekspresiju (Choi i sar., 2000; Uno i sar., 2000). AREB/ABF proteini zahtevaju
ABA-posredovan signal za svoju aktivaciju, S$to je pokazano njihovom smanjenom
aktivnos¢éu kod aba i abi mutanata. Ovo se deSava verovatno zbog ABA-zavisne
fosforilacije AREB/ABF proteina.

Indukcija RD22 gena je posredovana ABA-om i zahteva biosintezu proteina za
ABA-zavisnu ekspresiju. MYC transkripcioni faktor, atMYC2, i MYB transkripcioni
faktor, atMYB2, se vezuju za cis-elemente u promoteru RD22 i kooperativno aktiviraju
RD22 (Abe i sar., 1997, 2003). MYC i MYB proteini se sintetiSu nakon akumulacije

ABA, definiSu¢i svoju ulogu u kasnijim fazama odgovora na stres.

Susa, visok salinitet

| ; Hiska

Percepcija signala temperatura

Transdukeija / \‘ \ 1

signala | ABA nezavisni putevi

JA ABA biosinteza l ‘ 1
M,/ L \ " NAC DREE2 || DREB1/CBF
transkripcioni| MYB2, MYC2 | HD-ZIP || (AP2ERF) || (AP2ERF)

NAC [ AREB/ABF

faktori | (MYB, MYC) || (RD26) || (bzIP) /
CIS-aktivni l ‘ \ ’

elementi DRE/CRT
MYBRS, MYCRS ABRE (GJACCGAC)
genska v AACR. CANNTG) (AcGTGGC) EAPT RD29A
ekspresija
RD22 Gly RD298, RD20A 1
funkcija l 1 ‘
gena Produkti gena ukljuceni u odgovor na stres i toleranciju

Slika 1.3 Transkripciona regulatorna mreza signala abiotiCkog stresa i genske ekspresije

(prema Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki, 2007)
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Identifikovan je i RD26 gen koji kodira NAC transkripcioni faktor (Fujita i sar.,
2004). Ekspresija ovog gena je indukovana suSom, visokim salinitetom, ABA 1 JA
(Jasmonska kiselina) tretmanom. RD26 protein je lokalizovan u nukleusu i ima
transkripcionu aktivnost. Mnogi JA-induktivni geni su target geni RD26 (Fujita i sar.,
2004), sto ukazuje na vaznu ulogu RD26 u posredovanju izmedju ABA i JA signala

tokom odgovora na stres usled suse 1 povredjivanja biljke (Slika 1.3).

Molekularna istrazivanja su posebno doprinela razumevanju percepcije i

transdukcije signala suse.
1.4 Percepcija i transdukcija signala suse

Jos uvek nije u potpunosti jasno kako biljke prepoznaju stres suse i kako se vrsi
transdukcija signala izmedu éelija, tkiva i celog organizma. Celije mogu da reaguju na
redukovani potencijal vode i potencijal turgora i odgovarajuée promene u osmotskoj
komponenti, ali i na promene u ¢elijskim makromolekulima (metaboli¢ke promene) ili
fizickim osobinama membrana (interakcije izmedu proteina i lipida). Ispitivanje
transdukcije signala suSe komplikuje i to Sto se signali mogu prenositi na kratkim
rastojanjima (celularni nivo) ili na duzim (tzv. long distance mehanizam), kao i to Sto

moze do¢i do interakcije 1 preklapanja signalnih puteva za razlicite stresore.

1.4.1 Hidrauli¢ni i hemijski signali

Dobro je poznato da koren moze da registruje promenu abiotic¢kih faktora, kao
§to je npr. sadrzaj vode u zemljiStu. Promena sadrzaja vode u zemljistu, koju koren
registruje preko rizosfere, indukuje odgovor tzv. signala suSe, koji mogu biti hemijski
(Wilkinson i Davies, 2002) ili hidrauli¢ni (Sailendra i sar., 1995; Comstock, 2002) i
koji se prenose do nadzemnog dela biljke, odnosno do listova i stominih ¢elija, gde

indukuju razlicite reakcije.

Hidraulicni signali suSe nastaju kao rezultat smanjenog usvajanja vode od
strane Celija korena 1 opadanja turgora. Prema klasiénom konceptu, efekti suSe se
razmatraju kao rezultat dejstva hidrauli¢nih signala, odnosno opadanja turgora u

¢elijama.
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Hemijski signali su jedinjenja ili molekuli koji se sintetiSu u korenu kao
odgovor na stres suSe i koji se potom, preko ksilema, iz korena transportuju do

nadzemnih delova biljke, gde uti¢u na stepen otvorenosti stoma i rastenje drugih celija.

Hemijski signali suse su predmet veoma intenzivnih istrazivanja poslednjih
godina, jer se pokazalo da do redukcije rastenja u susi moze do¢i i bez opadanja turgora,
i da su te promene rezultat tzv. hemijskih signala suse. (Bleckman i Davies, 1985;
Zhang i Davies, 1987, 1989). Po ovom konceptu, koren je veoma znacajan Senzor
promena u zemljistu (ne samo smanjenja kolic¢ine vode, ve¢ i promena u mehanickom
sastavu) o kojima ,,obavestava“ nadzemni deo, tako $to sintetiSe metabolite koji se, kao
hemijski signali, transportuju ksilemom do nadzemnog dela, gde izazivaju zatvaranje
stoma i redukuju rastenje. Hemijski signali prethode hidrauli¢nim i mogu se oznaciti

kao signali ,,ranog upozoravanja“ biljaka na stres (Dodd i sar., 1997).

Istrazivanja identifikacije hemijskih signala su pokazala da, sem ABA, i drugi
hormoni (prvenstveno citokinini i etilen) mogu da budu hemijski signali. Takode,
hemijski signali mogu biti promena pH ksilema, apoplasta i citosola (Wilkinson i sar.,
1998; Wilkinson i Davies, 2002; Gao i sar., 2004,), ali i joni kalcijuma (Shang i sar.,
2005; Guo i sar., 2008). Povecanje pH ksilemskog soka utvrdeno je u uslovima suse, ali
ovaj mehanizam povecanja pH jo$ uvek nije u potpunosti objaSnjen. Ispitivanja su
pokazala da u uslovima suSe dolazi do redukcije aktivnosti plazmamembranske
protonske ATPaze u parenhimskim celijama oko ksilemskih sudova i da ta promena
utie na vrednost pH ksilema 1 apoplasta. Kao mehanizam povecanja pH navode se i
promene u aktivnosti nitrat reduktaze u korenu i/ili listu biljaka pod stresom. Na
promenu pH apoplasta moze uticati i poveéanje sadrzaja nitrata u ksilemu, kao rezultat

proton/nitrat kotransporta kroz plazmamembranu ¢elija lista.

Istrazivanja su pokazala da se mehanizmi transporta signala razlikuju ukoliko se
oni prenose na veca rastojanja (od korena do listova) ili manja rastojanja (na ¢elijskom
nivou). SloZenosti ovih istrazivanja doprinosi i to §to moze do¢i i do medusobne

interakcije hemijskih signala, ali 1 njihove interakcije sa hidrauli¢énim signalima.

1.4.2 Percepcijai prenos signala na ¢elijskom nivou

Pretpostavlja se da je senzor suse na nivou celije transmembranski vezana
dvokomponentna histidin kinaza koju aktivira porast u osmolarnosti celije, a koji je

izazvan opadanjem turgora u celiji (Celijskom dehidratacijom). Zato se ova kinaza
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naziva ,,osmosenzor i ona indukuje kaskadu reakcija (transdukcija signala) koje vode
ka ekspresiji gena indukovanih dehidratacijom. Takode je moguce 1 da razvoj stresa
uti¢e na fizicke osobine membrane, odnosno protein-lipidne interakcije. To moze da
izazove promene fluidnosti membrana i reorganizaciju citoskeleta, sto uti¢e na kanale za
vodu (akvaporine) i jone. Nakon percepcije signala, signalna transdukcija, preko sinteze
sekundarnih prenosioca i oslobadanja Ca’*, dovodi do ekspresije gena indukovanih

suSom. Produkti ovih gena se mogu klasifikovati na funkcionalne i regulatorne proteine
(Shinozaki i sar., 2003).

1.4.2.1 Percepcija i transdukcija ABA signala

U percepciji i transdukciji signala suSe posebno je znacajna uloga ABA, jer je
pokazano da vise od 67% gena aktivnih u susi, predstavljaju geni koji su regulisani
ABA-om. Postoje dva regulatorna sistema susom indukovane genske ekspresije, ABA-

zavisni i ABA-nezavisni (Yamaguchi-Shinozaki i Shinozaki, 2005).

Postoji dosta dilema i podataka o receptorima za ABA. Do sada je predlozeno
nekoliko ABA membranskih receptora ukljucujué¢i FCA (Simpson i sar., 2003), GCR2
koji pripada G familiji (Liu i sar., 2007). i CHLC koji je subjedinica Mg-helataze (Shen
i sar., 2006).

Kod A. thaliana se pokazalo da je 14 rastvorljivih proteina iz grupe
PYR/PYL/RCAP sposobno da formira ABA-receptor kompleks i aktivira transkripciju
gena na Ciju aktivnost utice ABA. U receptorski kompleks su ukljuc¢ene jo§ dve grupe
proteina i to: protein fosfataze 2C (PP2C) i SNF1 - protein kinaza 2 (SnRK2). U ovom
modelu PYR/RCAR deluje kao receptor za ABA, PP2C kao negativni regulator
signalnog puta, a SNRK2 kao pozitivni regulator nizvodnog signalnog puta (Hubard i
sar., 2010). Na taj nacin je obezbedena dupla negativna regulacija signalnog puta jer
vezivanje ABA za PYR/RCAR inhibira PP2C aktivnost, a PP2C inaktivira ShnRK2.
Kada ABA nije prisutna, PP2C je aktivan i spreCava SnRK2 aktivnost i prenosenje
signala (Slika 1.4).
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Slika 1.4 Shema ABA signalnog puta (prema Hubard i sar., 2010)

Postoji veliki broj proteina koji pripadaju ABA-zavisnom putu i koji su
indukovani suSom, a ¢ija je ekspresija od posebnog znacaja za reakcije biljaka u susi

(npr. RD20, RAB18, LEA14, ABI1, ABI2).

Stomine ¢elije imaju specificna mesta za vezivanje ABA i ona su oznacena kao
receptori. Receptori mogu biti smesteni na povrsini plazma membrane (ekstracelularni)
ili u unutrasnjosti ¢elija zatvarcica (intracelularni) (Hornberg i Weiler, 1984; Andesro i

ar., 1994; Wang i Zhang, 2008). Ekstracelularni receptori su ukljueni u proces
zatvaranja stoma, a intracelularni u inhibiciju otvaranja stoma (Schwartz i sar., 1994).
Postoji 1 pretpostavka da su ekstracelijski receptori neophodni u brzom, a intraceljiski u

sporom odgovoru na ABA.

1.4.2.2 Transdukcija signala etilena

Transdukcija signala etilena je najbolje proucena kod A. thaliana. Percepcija
signala je regulisana familijom receptora koju ¢ine ETR1, ERS1, ETR2, EIN4 i ERS2
(Hua i sar.,1998; Sakai i sar., 1998). Oni moduliraju aktivnost CTR1 koji je negativni
regulator u transdukcionom putu. U odsustvu etilena, CTR1 negativno regulise EIN2

protein (Alonso i sar., 1999). Nakon percepcije etilena, CTR1 se inaktivira i kao
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posledica, EIN2 se oslobada represije. Nizvodno od EIN2 je transkripciona kaskada.
EIN2 aktivira transkripcioni aktivator EIN3 (ethylene — insensitive 3) i nekoliko drugih
proteina sliénih EIN3 (EILs, EIN3 - like proteins). Ovi proteini aktiviraju druge
transkripcione faktore kao Sto je ERF1 i tako reguliSu ekspresiju gena ukljuc¢enih u
odgovor na etilen. Glavna kontrolna tacka u transdukciji signala etilena je transkripcioni

faktor EIN3 (Slika 1.5).

Kod paradajza je identifikovano nekoliko receptora za etilen, LeETR1, LeETR2,
NR, LeETR4 i LeETR5. Oni moduliraju aktivnost TCTR koji preko EIN2 aktivira
transkripcione faktore LeEIL1, LeEIL2 i LeEIL3, a ovi aktivacijom drugih
transkripcionih faktora pozitivno reguliSu ekspresiju gena uklju¢enih u odgovor na

etilen.

etilen —»

membrana

etilenski
receptor —™

TCTR — @ citoplazma

/

t’,

—
EINZ* — membrana

‘/ jedro

TRANSKRIPCIJA ERF1

\ _¥ | ZRENJE PLODOVA

TRANSKRIBOVANI ETILEN
RESPONSIVNI GENI

Slika 1.5 Transdukcija signala etilena (prema Alexander i Grierson, 2002)
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1.5 Mehanizmi tolerancije na susu

Tolerancija ili otpornost biljaka na suSu moze se definisati na dva nacina:
bioloski, kao skup adaptivnih reakcija koje omogucavaju prezivljavanje biljaka u
uslovima su$e i agronomski, kao skup adaptivnih reakcija kojima se ostvaruje odredeni
prinos gajenih biljaka u uslovima suSe. Biljke mogu da razviju razli¢ite adaptivne
mehanizme kojima izbegavaju da, uopste, budu izlozene efektu suse ili, ako su veé
izlozene susi razvijaju adaptivne mehanizme kojima izbegavaju/toleriSu niske vrednosti

potencijala vode (V) (Verslues i sar., 2006).

1.5.1 lIzbegavanje suse

Izbegavanje suse se ogleda u sposobnosti biljaka da zavrse svoj zivotni ciklus
pre nastupanja vodnog deficita. Naj¢e$ce se manifestuje kao ubrzanje fenofaza tako da

su biljke izlozene susi u fazi semena.

1.5.2 lzbegavanje niskih vrednosti potencijala vode

Ukoliko su biljke izlozene dejstvu suse, njihova prva reakcija je da odrze vodni
rezim tkiva blizak vrednostima u optimalnim uslovima. To se ostvaruje tako Sto se
smanjuje odavanje vode ili poveéava usvajanje vode (Chaves i sar., 2003). Najbrze i u
najkra¢em vremenu to se ostvaruje reakcijama stoma koje redukcijom svoje otvorenosti
mogu da smanje gubitak vode i tako doprinesu odrzanju vodnog rezima. U duzem
vremenskom intervalu reakcije izbegavanja dehidratacije se ostvaruju anatomsko-
morfoloSkim promenama na nivou lista koje smanjuju transpiraciju (dlake, povecanje
gustine epikutikularnog voska, formiranje kristala na povrsini listova), redukcijom lisne
povrsine, uvijanjem ili odbacivanjem listova (Chaves i sar., 2003). Povec¢ano usvajanje
vode je uslovljeno ubrzanim razvicem korenovog sistema i povecanjem hidrauli¢ne

provodljivosti korena za vodu (Kang i sar., 1998; Kang i sar., 2002).

1.5.3 Tolerancija na niske vrednosti potencijala vode

Niske vrednosti ¥ u celijama 1 tkivima mogu da dovedu do povreda i
poremecaja u funkciji Celija 1 njihovih komponenti. Ukoliko se stres razvija unutar
biljnih tkiva, reakcije biljaka na stres se ostvaruju odrzavanjem visokog sadrzaja vode
uprkos opadanju potencijala vode (izbegavanje dehidratacije) ili tolerancijom

redukovanog sadrzaja vode (tolerancija na dehidrataciju) (Morison i sar., 2008).
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Izbegavanje dehidratacije

Opadanje turgora u uslovima niskih vrednosti ¥ se moze spreciti mehanizmom
osmoregulacije (osmotsko prilagodavanje) | povecanjem elasticiteta tkiva (Chaves i
sar., 2003). Osmotsko prilgodavanje podrazumeva akumulaciju osmotski aktivnih
jedinjenja . Najcesce su to organska jedinjenja kao $to su aminokiseline (prolin, alanin,
glutamin, asparagin), amidi, Seceri (saharoza, fruktani) i alkoholi (manitol, sorbitol).
Posebno znacajnu ulogu ima prolin koji ucestvuje u zastiti Celijskih struktura od
dehidratacije, regulaciji pH c¢elija i detoksikaciji slobodnih radikala koji nastaju kao
rezultat oksidativnog stresa, a koji, kao sekundarni stres, prati ¢esto druge tipove stresa.
U osmoregulaciji kao osmotikumi mogu da ucestvuju i neorganska jedinjenja (razni
joni), ali se oni naj¢es¢e akumuliraju u vakuoli. Najznacajniji efekat osmoregulacije u
listovima je, pored odrzavanja turgora i zastite membrana od dehidratacije, odrzanje

otvorenosti stoma.
Tolerantnost na dehidrataciju

Mezofite koje su otporne na suSu mogu da, u uslovima jake suse, odrze strukturu
¢elija, posebno membrana 1 odrZze metabolicke procese, zahvaljuju¢i specifiénim
adaptivnim mehanizmima. Ovi mehanizmi su, prvenstveno, rezultat sinteze specificnih
proteina otpornih na susu koji deluju tako §to spreavaju promene u strukturi proteina i
odrzavaju njihov integritet neophodan za njihovu funkciju 1 funkciju ¢elijskih organela
ili membrana. Veliki broj ovih proteina pripada LEA (late embryogenesis abundant)
proteinima (Shinozaki i sar., 2003). Podgrupa LEA proteina, dehidrini, se akumuliraju
u uslovima jakog stresa suse, od ostalih se razlikuju po svojoj termostabilnosti, a veoma
su hidrofilni. Zbog svojih osobina, u stanju su da interaguju sa hidrofobnim delovima
delimi¢no denaturisanih proteina i membranskih struktura i1 tako stabilizuju i sprece
agregaciju proteina u toku stresa suSe. U uslovima stresa suse, dolazi i do sinteze
specificnih ,, heat shock” proteina (HSP) koji predstavljaju molekularne saperone
(¢uvare) Cija je funkcija u odrzavanju pravilne strukture proteina, kao i u otklanjanju
nefunkcionalnih i ostec¢enih proteina (Vierling, 1991). Pored ovih grupa proteina dolazi
I do sinteze ubikvitina i akvaporina. Akvaporini su od posebnog znacaja jer formiraju
kanale koji regulisu ulazak molekula vode u ¢elije. Pored sinteze proteina, u slovima
stresa suSe dolazi do sinteze specificnih osmolita ¢ija je funkcija u inaktivaciji

reaktivnih vrsta kiseonika koje nastaju u uslovima stresa.
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Razumevanju adaptivnih reakcija biljaka na suSu su doprinela molekularna
istrazivanja koja su omogucila identifikaciju gena ¢ija ekspresija omogucéava sintezu
specificnih proteina, posebno onih koji su ukljuceni u reakcije tolerantnosti na
dehidrataciju. Takode, ova istrazivanja, pored teorijske, imaju i prakticnu aplikaciju, u

procesu selekcije otpornih genotipova gajenih bljaka na susu.

1.6 Metode deficita navodnjavanja - prakti¢na primena fiziologije

stresa

Snabdevanje vodom postaje sve veci problem Sirom sveta (Postel, 1998) i
izrazena je potreba za pronalaZzenjem i primenom efikasnijih strategija navodnjavanja.
Za navodnjavanje poljoprivrednih zemljista koristi se 85% vode koju covecanstvo
koristi Sirom sveta (van Schilgaarde, 1994), pa bi tako ¢ak i mala redukcija vode za
navodnjavanje mogla znacajno da povecéa koli¢inu vode koja ostaje raspoloZiva za
druge potrebe. Ovo narocito vazi za paradajz, jer se gaji na ve¢oj povrsini od bilo koje

druge povrtarske biljke Sirom sveta (Ho, 1996).

U cilju smanjenja koli¢ine vode koja se koristi za navodnjavanje, a na osnovu
znanja 0 mehanizmima transporta signalnih molekula, razvijene su nove tehnike
zalivanja biljaka, ne samo da bi se manipulisalo vodnim rezimom, ve¢ i preraspodelom
asimilata i transportom jona koji mogu uticati na kvalitet plodova (Ho, 2005; Kang i
Zhang, 2004; Zegbe-Dominguez i sar., 2006). Ove metode su se razvile zahvaljujuci
teorijskim saznanjima iz oblasti o sintezi hemijskih signala kao adaptivnim reakcijama

biljaka na susu (Jovanovic i Stiki¢, 2012).

U oblastima sa povremenim nedostatkom vode i dugim su$nim periodima,
uobicajena je primena tehnike koja se naziva kontrolisani deficit navodnjavanja (eng.
“regulated deficit irrigation”, RDI), koja se tradicionalno preporucuje kako bi se
sprecila drasti¢na redukcija prinosa. U takvim uslovima stres suse indukuje hemijske
signale iz korena, poput ABA, a biljke reaguju na smanjenu koli¢inu vode smanjenjem
transpiracije (zatvaranjem stoma ili smanjejem povrsine listova). Kako su fotosinteza i
rast plodova, u odnosu na transpiraciju, manje osetljivi na vodni deficit, produkcija
biomase se smanjuje bez vefeg negativnog uticaja na prinos, zbog preusmeravanja

resursa u plodove (Wilkinson i Hartung; 2009, Savic i sar. 2009).
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Nova tehnika zalivanja, razvijena poslednjih desetak godina kao varijanta RDI,
nazvana je delimi¢no isusivanje korena (eng. “partial root-zone drying”, PRD). PRD
se bazira na eksperimentima sa podeljenim korenovim sistemom (Gowing i sar., 1990;
Dodd i sar., 1996; Dry i sar., 2000; Stoll i sar., 2000; Sobeih i sar., 2004; Stiki¢ i sar.,
2011; Jovanovi¢ i Stiki¢, 2012), pri ¢emu se zaliva samo polovina korenovog sistema, a
druga polovina se ne zaliva dok se ne osusi do zadatog nivoa. Strane korena se menjaju

periodi¢no (Slika 1.6).
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Slika 1.6. Shema optimalnog navodnjavanja (FI), delimi¢nog isusivanja korenova

(PRD) i kontrolisanog deficita navodnjavanja (RDI)

Delimi¢no isusivanje korena je do sada prouc¢avano u mnogim zemljma (Kang i
Zhang, 2004) i uspesno je primenjeno kod mnogih vrsta ukljucujuéi i povrtarske biljke
(Kirda i sar., 2004; Dorji i sar., 2005; Jovanovi¢ i sar., 2010; Jovanovic i Stikic, 2012).
Istrazivanja su pokazala da se biljke sa korenovim sistemom podeljenim na dva dela,
naizmeni¢no izlozenih ciklusima isuSivanja i zalivanja, razvijaju normalno i bez
vidljivog vodnog deficita u listovima (Davis i Zhang, 1991). U teoriji, zalivani deo
korena omogucava odrzavanje povoljnog vodnog statusa u nadzemnom delu biljke, dok
zasuSivani deo korena proizvodi hemijske signale koji se prenose u izdanak sa
potencijalnim inhibitornim efektom na rast vegetativnih organa i provodljivost stoma.
Posto je vodni potencijal biljke u ravnotezi sa najvlaznijim delom zemljiSta, biljke u

PRD tretmanu zadrzavaju visok vodni potencijal kao i biljke koje su dobro snabdevene

24



Uvod

vodom. Deo korenovog sistema koji je izlozen susi proizvodi hemijske signale, koji se
ksilemom prenose do izdanka (Dodd, 2007), gde delimi¢no zatvaraju stome smanjujuci
gubitak vode, u manjoj meri redukuju fotosintezu i ogranicavaju rast vegetativnih
organa, stimuliSuéi celu biljku da koristi vodu efikasnije (Davis i sar., 2000; de Souza i
sar., 2003). Produzeno zasuSivanje jedne polovine korena smanjuje na kraju efekat
hemijskih signala na provodljivost stoma (Stoll i sar., 2000), verovatno, posto usvajanje
vode iz ove polovine korena proporcionlno sve manje doprinosi transpiracionom toku.
Primenom znanja o promenljivoj prirodi efekta doslo se do ovog naizmeni¢nog nacina
zalivanja koji maksimizira proizvodnju ovih signala, a tako i njihov inhibitorni efekat na
transpiraciju i rast. Da bi se odrzao efekat PRD na stome, neophodno je redovno menjati
strane zalivanja (Dry i sar., 2000a), obi¢no u intervalima 10 do 14 dana (Stoll i sar.,
2000), odnosno 7 do 14 dana (Kirda i sar., 2004). Ovo je, ujedno, i objasnjenje zasto
biljke u RDI tretmanu gube turgor, §to negativno uti¢e na intenzitet fotosinteze, dok
biljke u PRD tretmanu nemaju isti mehanizam kontrole stoma i mogu Koristiti vodu na
Stedljiv nacin bez susenja listova. PRD tretman redukuje rastenje listova, ali na nivou
korena mozZe dovesti do njegovog porasta. Takva reakcija korena se moze smatrati

adaptivnom reakcijom biljaka na suSu u PRD sistemu (Prokic i Stiki¢, 2011).

Postoji mnogo dokaza o ulozi ABA kao signala (Wilkinson i Davis, 2002), mada
i druga jedinjenja, ukljuCuju¢i prekursore ABA (Sauter i sar., 2001) i nisku
koncentraciju citokinina (Stoll i sar., 2000) ili drugi faktori, kao Sto su promena
mineralnog sastava ili promena pH ksilemskog soka (Proki¢ i sar., 2006; Jia i Davis,

2007), mogu takode, biti ukljuceni u regulaciju korisé¢enja vode na nivou listova.

Prema istrazivanjima Stoll i sar. (2000), PRD tretman dovodi do povecanja
koncentracije ABA u suvoj strani korena, pa se tako koncentracija ABA u nezalivanoj
strani korena povecava i do 10 puta. Velike promene u sadrzaju ABA u korenu,
povezane sa isuSivanjem zemljiSta, ne moraju, medutim, da znace, istovremenu,
ekvivalentnu promenu u sadrzaju ABA u listovima, iako je sadrzaj u listovima, po
pravilu, visi kod biljaka izlozenih PRD tretmanu nego kod optimalno zalivanih biljaka
(Stoll i sar., 2000; Kirda i sar., 2004). U svakom slucaju, kolicina ABA akumulirane u
listovima ne mora biti od presudnog znacaja za determinaciju otvorenosti stoma (Stoll i
sar., 2000), ve¢ je za funkcionisanje stoma mnogo znacajnija koncentracija ABA u
ksilemu (Jia i Zhang, 1999). Vecina eksperimenata sa PRD biljkama je pokazala da one

imaju vise ABA u ksilemskom soku u poredenju sa biljkama koje su zalivane istom
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koli¢inom vode, ali rasporedene na ceo korenov sistem (Rodrigues i sar., 2008; Liu i
sar., 2006b; Dodd i sar., 2006; Savi¢, 2003; Dodd i sar., 2008a). Promena strana u PRD
tretmanu povecava transport ABA iz korena (Dodd i sar., 2006b), jer se, prilikom
ponovnog zalivanja suve strane, omogucava ovom delu korena da doprinese
proporcionalano vise ukupnom fluksu i na taj naCin se u transpiracioni sistem oslobada

ABA akumulirana u korenu u toku isuSivanja zemljista.

lako se PRD metoda veoma intenzivno proucava, jo§ uvek nisu u potpunosti
razjasnjeni mehanizmi regulacije rastenja biljaka, a koji su fundamentalna osnova ove
metode. U literaturi je i ograni¢en broj podatataka o akumulaciji i distribuciji ABA
(Dodd i sar., 2006)., te su stoga od posebnog znacaja ispitivanja reakcija na PRD
mutanata koji imaju poremeceni proces sinteze ovog hormona. Takode, nedostaju i
ispitivanja molekularne osnove PRD metode, iako je poznato da su reakcije biljaka na
susu genski kontrolisane (Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki, 2000). Za istraZivanja u
ovoj disertaciji su odabrana 3 gena ¢ija ekspresija moZe znacajno da uti¢e na reakcije

ispitivanih biljaka i to: NCED, TAOL i EIL1.
1.7 Paradajz kao objekat istraZivanja

Paradajz (Lycopersicon esculentum Mill.) je visegodisnja biljka, mada se gaji i
kao jednogodiSnja. Poreklo vodi iz Juzne Amerike. Vecina istorijskih 1 etnobotanickih
podataka vezana je za Meksiko, za oblast Vera Cruz-Puebla, kao mesto odakle potice
gajeni paradajz, dok se postojbinom divljeg paradajza smatraju Peru i Ostrva
Galapagosa. Dugo vremena u Evropi je gajen samo kao ukrasna biljka zbog straha od
toksi¢nosti, a tek polovinom 18-tog veka paradajz se poceo koristiti kao povrée, najpre
u Italiji, Spaniji, Portugaliji i Francuskoj. U nagim krajevima paradajz je masovno po¢eo

da se gaji tek polovinom 19-tog veka.

Koren kod paradajza je vretenast. Centralni koren u direktnoj setvi dostize
dubinu od 100 do 150 c¢m i zahvata veliku masu zemljista. Kada se paradajz gaji preko
rasada, glavna masa korena se razvija u povrSinskom sloju zemljista (20 do 40 cm).
(Markovi¢, 1997; Damjanovi¢ i sar., 2001). Stablo paradajza je zeljasto i so¢no, sa
starenjem donji delovi odrvenjavaju. Okruglo je ili uglasto i njegov pre¢nik iznosi 3-4
cm, moze dosti¢i duzinu i do 3-4 m. Zbog boc¢nih izdanaka, koji se u proizvodnji
zakidaju, biljka ima Zbunast izgled. (Markovi¢, 1997; Damjanovi¢ i sar., 2001). Stablo

ima sposobnost formiranja adventivnih korenova. Cvetovi su sakupljeni u cvasti. Cvast
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paradajza moze biti prosta i slozena. Kod prostih cvasti cvetovi se razvijaju na njenoj
osovini, a kod slozenih cvasti na bo¢nim granama. Prva cvast formira se iznad
odredenog broja listova, Sto zavisi od sorte 1 uslova gajenja. Cvetovi paradajza sadrze 5-
7 Casi¢nih i 5-7 Kruni¢nih listica. U vecini varijeteta i sorti, cvet ima 6 casi¢nih i 6
kruni¢nih listi¢a. Prasnika je 5 1 oni su pri¢vrS¢eni za kruni¢nu cev. Za prasnike je
karakteristi¢no da su srasli u vidu konusa koji potpuno obuhvata plodnik i tu¢ak. Zbog
toga je paradajz samooplodna biljka (Markovié¢, 1997; Damjanovic i sar., 2001). Plod je
bobica.

Paradajz moze da uspeva u Sirokom arealu gajenja, ali posSto je to poreklom
tropska biljka, ona ima vrlo izrazene zahteve u pogledu toplote, svetlosti i vlage.
Optimalne temperature vazduha za rastenje biljaka paradajza krecu se izmedu 18.5 °C i
26.5 °C. Na temperaturama ispod 15 °C prestaje cvetanje, a ispod 9 °C zaustavlja se
rastenje. Optimalna temperatura zemljiSta za razvoj korenovog sistema je 25 °C,
temperatura iznad 31 °C usporava porast, a iznad 35 °C zaustavlja rastenje korena
(Benton Jones, 1999). Paradajz ima visoke zahteve prema svetlosti, naroc¢ito u fazi
rasada. U uslovima nedovoljne osvetljenosti naroCito se pogorSava kvalitet plodova,
posebno u pogledu sadrzaja Secera i vitamina C. Paradajz dobro raste pri kontinuiranom
osvetljenju izmedu 400 i 500 umolm™s™ (Benton Jones, 1999). Za paradajz gajen na
polju optimalna koli¢ina vode je 2000-6600 m*/ha, a za paradajz gajen u stakleniku to je
oko litar vode dnevno po biljci pri optimalnoj temperaturi spoljasnjeg vazduha (Benton
Jones, 1999). Donja granica optimalne vlaZnosti zemljiSta za paradajz u naSim
klimatskim uslovima smatra se da je 80% od poljskog vodnog kapaciteta (PVK)
(Bosnjak 1 Peji¢, 1995). Optimalna relativna vlaZznost vazduha za razvoj paradajza krece

se izmedu 50 1 60%.

Paradajz se moZe gajiti gotovo na svakom tipu zemljiSta, poCev od aluvijalnih
terena, pa do teSkih smonica. Medutim, najpogodnija su laka, propustljiva za vodu i
strukturalna zemljista, bogata humusnim materijama. Optimalan pH zemljiSta krece se u
granicama izmedu 5.8 1 6.8 (Benton Jones, 1999). Paradajz je kultura koja, za uspesan
razvoj, iziskuje obilnu i paZljivo izbalansiranu ishranu. Najbolji rezultati postizu se

kombinovanim dubrenjem stajnjakom i mineralnim dubrivima (Benton Jones, 1999).

Paradajz je jedna od najée$c¢ih i ekonomski najznacajnijih povrtarskih vrsta koje

se gaje na otvorenom polju i u zasticenom prostoru (Ho, 1996, Takac¢ i sar., 2007).
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Prose¢na potro$nja paradajza u svetu iznosi 15 kg po stanovniku (FAO), a u naSoj

zemlji 16 kg po stanovniku (Takac i sar., 2007).

Susa je, takode, znacajan problem i u proizvodnji paradajza, jer je redukcija
rastenja i prinosa jedna od posledica delovanja suse. Za uspes$no gajenje paradajza je
neophodna optimalna vlaznost 1 temperatura i to, posebno, u fazi cvetanja i fazi
formiranja plodova. Nedostatak vode u ovim fazama razvi¢a paradajza moze dovesti do
abscisije cvetova i smanjenog formiranja plodova, Sto za posledicu moze imati veliku
redukciju prinosa (Benton Jones, 1999). Zbog velike potrebe paradajza za vodom i
osetljivosti na susu, u mnogim zemljama je neophodno dodatno navodnjavanje radi
postizanja optimalnih prinosa (Fereres i Soriano, 2007). Dosadasnja istrazivanja su kod
velikog broja poljoprivrednih kultura pokazala da se primenom PRD i RDI metoda
navodnjavanja moze smanjiti koli¢ina vode za navodnjavanje, povecati efikasnost
koris¢enja vode, a da se pri tome ne umanje ni prinos ni njihov kvalitet. To je od
posebnog znacaja zbog efekata klimatskih promena 1 suSe na poljoprivrednu
proizvodnju u mnogim zemljama, ukljuc¢ujuci i nasu zemlju (Jovanovi¢ i Stiki¢, 2012).
Kako se paradajz gaji na vecoj povrsini od bilo koje druge povrtarske vrste na svetu
(Ho, 1996), uspesna primena PRD i RDI tehnike bi mogla zna¢ajno da doprinese ustedi
vode u proizvodnji ove kulture. To potvrduje niz rezultata istrazivanja, ukljucujuci i ona
koja su obavljena na Katedri za agrohemiju i fiziologiju biljaka Poljoprivrednog
fakulteta u Beogradu (Stikic i sar., 2010).
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2 CILJ RADA

Cilj ovog istrazivanja je bio karakterizacija fizioloskih procesa koji su u osnovi
regulacije rastenja i razvica biljaka pod dejstvom delimi¢nog isuSivanja korenova (PRD)
I regulisanog deficita navodnjavanja (RDI). Cilj je bio da se u ova istrazivanja ukljuce i
molekularna istrazivanja, koja bi, uz analizu procesa rastenja i drugih fizioloskih
procesa (vodnog rezima, razmene gasova, akumulacije i distribucije stres hormona
ABA, usvajanja i distribucije jona), znac¢ajno doprinela razumevanju PRD i RDI efekata
na paradajz. Zato je pracena ekspresija gena ukljucenih u biosintetski put ABA (TAO1 i
NCED1) i transdukciju signala etilena (EIL1).

Kako u ispitivanim reakcijama biljaka znacajnu ulogu, kao hemijski signal suse,
ima hormon ABA, ispitivanja sa mutantom flacca, koji je deficitaran u sintezi ABA,

mogla bi da doprinesu objasnjenju uloge ABA u ispitivanim fizioloSkim procesima.

29



Materijal i metode

3 MATERIJAL | METODE

3.1 Biljni materijal i postavka eksperimenta

Istrazivanja su radena na paradajzu, Lycopersicon esculentum Mill., i to divljem
tipu (wt) Ailsa Craig i mutantu flacca (Slika 3.1). Flacca je mutant sa recesivnim
tackastim mutacijama koje su nastale primenom x-zraka. Ovaj mutant se odlikuje
smanjenom sposobnos¢u sinteze hormona ABA tako da se kod njega u nadzemnom delu
stabla sintetiSe svega 20-26%, a u korenu do 67% ABA u odnosu na divlji tip (Sagi i
sar., 1999).

Slika 3.1 Izgled divljeg tipa i mutanta flacca paradajza

Eksperiment je izveden u fitotronskoj komori na Katedri za agrohemiju i
fiziologiju biljaka na Poljoprivrednom fakultetu u Beogradu. Uslovi gajenja biljaka su
bili sledeéi: temperatura dan/noé 26/17 °C, relativna vlaznost vazduha 60%, osvetljenost
(PAR) 250 umolm™s™ i duzina fotoperioda od 14 h.

Semena paradajza su naklijavana u komercijalnom supstratu (Postground H,
Klasmann-Deilmann, Germany) u kontejnerima od stiropora u komori za gajenje

biljaka. U fazi drugog lista biljke su pikirane u male saksije precnika 10 cm gde su
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gajene do pojave petog lista. U fazi formiranog sedmog lista, presadene su u velike,
posebno dizajnirane saksije (zapremine 10 dm®) koje su podeljene na dve polovine
plasticnom ploc¢om.(Slika 3.2) Na vrhu saksije, u sredini ploce, odstranjen je deo
plastike, ¢ime je omoguceno razdvajanje korenovog sistema na dve polovine. Nakon
odstranjivanja primarnog korena, polovina korena stavljana je u jednu polovinu, a druga
polovina korena u drugu polovinu saksije. Na taj na¢in su dobijena dva hidrauli¢no
izolovana kompartmenta koja su omogucila manipulaciju vodnim rezimom supstrata u
kome se razvija koren. Narednih 5 dana, nastavljeno je zalivanje biljaka koli¢inom vode
koja odgovora poljskom vodnom kapacitetu supstrata, da bi se izbegli efekti stresa koji
je mogao da nastane kao posledica ovakvog nacina presadivanja. Stoga su biljke
izlagane ispitivanim tretmanima tek po isteku perioda koji je bio neophodan za njihov

oporavak. Ogled je zapoceo u fazi formirane druge cvetne grane i trajao dva meseca.

Slika 3.2 lzgled saksije dizajnirane za eksperiment

U toku vegetativnog perioda kod biljaka su primenjivana tri razli¢ita tretmana

zalivanja:

Optimalno navodnjavanje (Full irrigation - FI) - supstrat u celoj rizosferi je
svaki dan zalivan do optimalnog vodnog kapaciteta, odnosno sadrzaj vode u koriS¢enom

supstratu pri poljskom vodnom kapacitetu je bio 36%.

Delimi¢no isusivanje korenovog sistema (Partial root-zone drying - PRD) -
supstrat u polovini korenovog sistema je zalivan do optimalnog vodnog kapaciteta, dok

u drugoj polovini nije zalivan sve dok se sadrzaj vode u supstratu nije spustio na 18-

31



Materijal i metode

20%. Tada je izvrSena inverzija tako §to se prekidalo sa zalivanjem polovine korenovog
sistema koja je do tada zalivana, a poceto je sa zalivanjem polovine korenovog sistema

koja do tada nije zalivana, i tako naizmenic¢no do kraja vegetativnog perioda

Regulisani deficit navodnjavanja (Regulated deficit irrigation - RDI) - biljke

su zalivane do vrednosti vode u supstratu od 18%.

Zalivanje je bilo bazirano na rezultatima merenja koli¢ine vode u supstratu.

3.2 Ispitivani parametri i metode

U toku eksperimenta vrsena su fizioloska i molekularno - bioloska istrazivanja.

Tokom fizioloskih istrazivanja praéeni su sledeci parametri:

Sadrzaj vode u supstratu za gajenje biljaka

Parametri rastenja (visina biljaka, suva i sveza masa listova, stabla i korena)

Odnos suve mase korena i izdanka

Vodni potencijal listova

Provodljivost stoma

Sadrzaj ABA u listovima

Sadrzaj mineralnih elemenata u korenu i listovima

Prilikom molekularnih istrazivanja pracena je ekspresija TAO1, NCED i EIL1
gena.

3.2.1 FizioloSka istrazivanja

Koli¢ina vode u supstratu je merena pomocu TDR proba (Time domain
reflectometer, TRASE, Soil Moisture Equipment Corp., USA). TDR probe duzine 20
cm, bile su instalirane u sredini svakog odeljka saksije i to je omoguéilo merenje

koli¢ine vode u oba hidrauli¢na kompartmenta.

Visina biljaka je merena lenjirom, a na kraju ekperimenta izmerena je masa
korena, stabla 1 listova u svezem stanju. Potom je, posle susenja biljnog materijala na 80
°C u suSnicama, obra¢unata suva masa korena, stabla, listova i odreden odnos suve mase

nadzemnog dela (izdanka) i korena.
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Ukupni potencijal vode u listu (¥;) meren je u komori pod pritiskom (Soil
Moisture Equipment Corp., Santa Barbara, CA, USA) (Slika 3.3) Metod se zasniva na
istiskivanju ksilemskog soka iz listova, pod pritiskom gasa azota. Za merenje ovog
potencijala, odsecani su listovi 1-2 cm ispod lisne ploCe, provlaceni kroz prorez
gumenog zapusaca 1 postavljani u komoru. Na zaseCenoj povrSini lista praéeno je
formiranje inicijalnih kapi ksilemskog soka koji se istiskuje pod pritiskom gasa. Pritisak
koji dovodi do pojave prvih kapi predstavlja vrednost ukupnog vodnog potencijala lista
i izrazava se u MPa. Listovi za merenje vodnog potencijala su uzimani sat vremena pre
zalivanja biljaka u danu kada je bio okret (promena strane zalivanja korena) kod PRD
biljaka.

Slika 3.3 Komora pod pritiskom za merenje vodnog potencijala (V)

Provodljivost stoma je merena na najmladem, fizioloski razvijenom, listu,
aparatom porometrom (AP4, Delta-T, Cambridge, U.K.) (Slika 3.4). Vrednosti na
porometru su dobijane u mmolm™s™. Merenja su vriena u danu kada je bio okret kod
PRD biljaka. Pracena je dnevna dinamika otvorenosti stoma merenjima na svakih sat

vremena tokom celog dana.
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Slika 3.4 1zgled porometra

3.2.1.1 Odredivanje sadriaja abscisinske kiseline

List za odredivanje sadrzaja abscisinske kiseline je uziman na kraju ogleda i

Guvan na -80°C do analize. Rezultati su predstavljeni u ng po g sveze mase (ng g FW™)

Sadrzaj abscisinske kiseline u listovima je analiziran ELISA testom (Asch,
2000). Princip ELISA testa zasniva se na kompetitivnoj imunoloskoj reakciji visoko
specifiénog monoklonalnog antitela (MAC 252) sa ABA (SI. 3.5). Pri tome ne dolazi do
ukrStene reakcije izmedu antitela i drugih supstanci (Quarrie i sar., 1988). Posle
imunoloske reakcije, vrsi se bojenje rastvora uz dodatak supstrata (p-nitrofenil fosfata),
pri ¢emu se apsorpcija rastvora ocitava na ELISA c¢itacu (Sunrise, Tecan) na 405 nm.
Ova ocitana vrednost obrnuto je proporcionalna koncentraciji ABA koja se izraCunava

preko kalibracione krive dobijene sa poznatim koncentracijama standardne (£) ABA.

34



Materijal i metode

Uzorak sa
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Slika 3.5 Shematski prikaz ELISA testa (Asch, 2000)

Procedura ELISA testa sastojala se u sledecem: 200 ul ABA-konjugata (ABA-
4’-BSA) sa proteinskim nosac¢ima, u mikro-titar ploc¢i, inkubirano je tokom no¢i na 4
°C. Nakon tri ispiranja puferom 2 za ispiranje (TRIZMA, MgCl i NaCl i BSA — bovine
serum albumine rastvoreni u H,O, pH 7.8) (poslednji put pufer je drzan 20 minuta na 37
°C kako bi se neobloZeni zidovi saturisali sa BSA), mikro-titar ploCa je suSena
upijajué¢im papirom. Posle susenja, dodato je 100 ul uzorka i 100 ul primarnog antitela
MAC 252. Mikro-titar plo¢a je muckana konstantno 1 minut, a zatim je vrSena
inkubacija na 4 °C pri ¢emu je doslo do imunoloske reakcije izmedu antigena i antitela.
Mikro-titar ploca je, ponovo, ispirana tri puta i suSena upijaju¢im papirom, nakon ¢ega
je dodato 200 ul sekundarnog antitela, ant-rat 1gG, rastvorenog u puferu 1 (TRIZMA,
MgCl i NaCl rastvoreni u H,O, pH 7.8). Mikro-titar ploc¢a je inkubirana 1 sat na 37 °C u
vlaznim plasticnim boksevima. U tom periodu doSlo je do vezivanja sekundarnog
antitela za primarno antitelo. Mikro-titar plo¢a je, ponovo, ispirana pet puta i suSena
upijajuéim papirom, a zatim je dodato 200 ul rastvora supstrata. Rastvor supstrata
dobijen je rastvaranjem 20 mg p-nitrofenil fosfata u 20 ml natrijum-hidrogen-karbonata

(NaHCOs3). Supstrat je reagovao sa sekundarnim antitelom pri ¢emu je doslo do bojenja
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rastvora. Intenzitet obojenja je bio obrnuto proporcionalan koli¢ini antigena (ABA).

Apsorpcija je oCitavana na ELISA ¢itacu (Sunrise, Tecan) na 405 nm.

Za odredivanje koncentracije ABA bilo je neophodno napraviti (£) ABA
standarde (4000, 2000, 1000, 500, 250 i 100 pg/100 ul) razblaZivanjem osnovnog ()
ABA standarda (80.000 pg/100 ul) na osnovu kojih je nacrtana kalibraciona kriva uz
pomo¢ koje je ocitan sadrzaj ABA. Detaljnija upustva mogu da se nadu u protokolu

Asch-a (2000).

3.2.1.2 Merenje sadriaja mineralnih elemenata u biljnom materijalu

Sadrzaj K, Ca, Mg, Fe, Mn, Zn i Cu odredivan je iz zajedni¢kog rastvora
atomsko-apsorpcionom spektrofotometrijom ili plamenofotometrijski, dok je sadrzaj
azota odredivan metodom po Kjeldahl-u. Rezultati su predstavljeni u mg po kg suve
mase (mg kg DW™). Uzoreci listova i korenova za analizu su uzeti na kraju ogleda.

Zajednicki rastvor predstavlja rastvor mineralnog dela biljke (pepela) ¢ija je
pocetna masa poznata 1 sluzi za odredivanje sadrzaja elemenata koji ¢ine mineralni deo
biljne supstance. Postupak pravljenja zajednickog rastvora je tekao tako Sto je prvo
izmeren 1g suvog biljnog materijala koji je stavljen u keramicki tigl i spaljen na resou
do potpunog ugljenisanja. Zatim je uzorak zaren na 550 °C 6-8 sati. Nakon Zarenja,
uzorak je ovlazen vodom i dodato mu je 2 ml 5 M HNOs da bi se otklonile necistoce.
Uzorak je uparavan do suvog ostatka, a zatim ponovo zaren na 550 °C, 1-2 sata. Posle
Zarenja, uzorak je ohladen i pepeo rastvoren u 10 ml HCI, a zatim je prenet u normalni
sud od 100 ml. Rastvor je profiltriran u reagens boce u kojima je ¢uvan do upotrebe
(Dzamic i sar., 1999). Ovaj rastvor koric¢en je za odredivanje sadrzaja K, Ca, Mg, Fe,
Mn, Zn, Cu.

Sadrzaj Fe, Mn, Zn, Cu je direktno iz zajedni¢kog rastvora ocitavan na atomsko-
apsorpcionom spektrofotometru (Spectr AA, 220 FS, Swissland). Sadrzaj Mg i Ca je iz
zajednic¢kog rastvora, uz dodatno razblazenje i dodatak LaCl; i 5 N HCI (Dzami¢ i sar.,
1999), takode, ocitavan direktno na atomsko-apsorpcionom spektrofotometru. Atomsko-
apsorpciona spektrofotometrija (AAS) se zasniva na apsorpciji svetlosti karakteristi¢ne
talasne duZine od strane slobodnih atoma elementa ¢iji se sadrzaj odreduje. Zasniva se

na Lambert-Beer-vom zakonu:

A=c¢-c-I
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gde je:

€ - apsorpciona konstanta i zavisi od supstance i talasne duzine
¢ - koncentracija rastvora

| - debljina rastvora

Odredivanje sadrZaja kalijuma

Sadrzaj kalijuma odredivan je plamenfotometrijski direktno iz rastvora
razorenog uzorka. Plamena fotometrija se zasniva na ekscitaciji atoma ispitivanog
elementa u plamenu i merenju intenziteta svetlosti koju emituju tako ekscitovani atomi.
Intenzitet emitovanog zrafenja direktno je proporcionalan koncentraciji prisutnog

elementa u plamenu.

Za plamenfotometrijsko odredivanje sadrzaja kalijuma neophodno je napraviti
osnovni standardni rastvor i seriju standardnih rastvora. Serija standardnih rastvora
koncentracija 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 ugK/ml pripremljena je razblaZivanjem
osnovnog standardnog rastvora koncentracije 1 mgK/ml. Ocitavanje koli¢ine
emitovanog zracenja za standarde i uzorak vrSeno je na plamenfotometru (ESSEX-

866150, Evans Electroselenijum, Ltd, UK).

Na onovu koncentracije i koli¢ine emitovanog zracenja standarda konstruisana
je kalibraciona kriva na osnovu koje je o€itana koncentracija kalijuma u ispitivanom
uzorku. Na osnovu koncentracije kalijuma u uzorku iz formule je izraunat njegov

sadrzaj u uzorku (Dzami¢ i sar., 1999):

c-V-R
m-10°

%K = -100

gde je:

¢ - koncentracija fosfora procitana sa kalibracione krive,
V - pocetna zapremina rastvora uzorka u HCI,

R - razblazenje rastvora uzorka,

m - masa suvog uzorka (g),

10° - faktor za prevodenje pg u g,

100 - faktor za prevodenje u %.
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Odredivanje sadrZaja azota

Sadrzaj azota odredivan je modifikovanom metodom po Kjeldahl-u (Allen i sar.,
1974). Princip metode je da se pri zagrevanju biljnog materijala (0,2 g) sa
koncentrovanom sumpornom kiselinom (5 ml H,SO,), u prisustvu katalizatora (koris¢en
je K3S0,4:CuS0,4:Se=1:1:0,2), izdvaja amonijak koji se vezuje sa viSkom sumporne
kiseline, pri ¢emu se obrazuje amonijum-sulfat (NH;).SO,. U toku destilacije, kuvanjem
sa jakom bazom (2 ml 3 % NaOH), oslobada se amonijak iz amonijum-sulfata, koji se
ponovo vezuje za sumpornu Kiselinu poznatog normaliteta (0,02N H,SO4) obrazujuci,
ponovo, amonijum-sulfat. Na osnovu utrosene koli¢ine kiseline za vezivanje amonijaka
(viSak kiseline odredivan je titracijom sa 0,02 N NaOH uz dodatak 2-3 kapi Tasiro

indikatora), izraCunat je sadrZzaj azota u biljnom materijalu preko formule (Dzami¢ i
sar., 1999):

(a-N,-b-N,)-14
m

%N =

-100

gde je:

a - broj ml 0,02 N H,SO, koris¢ene za vezivanje amonijaka
N; - normalitet Kiseline

B - broj ml 0,02N H,SO, koji je utroSen za titraciju

N, - normalitet baze

14 - Im.ekv. NaOH veze 14mg N u obliku NH3

m - masa biljnog materijala (mg),

100 - faktor za prevodenje u %.

3.2.2 Molekularna istrazivanja

Pri ispitivanju efekata RDI i PRD tretmana, obavljena su uporedo i istrazivanja
ekspresije gena, a sa ciljem da se utvrde moguée razlike u reakcijama divljeg tipa i
mutanta flacca na ove tretmane. Za ispitivanje su odabrani NCED, TAOL i EIL. TAOL i
NCED ucestvuju u biosintezi ABA, dok jeEIL1 transkripcioni faktor u signalnom putu

etilena.
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U skladu sa rezultatima Proki¢ (2009), ekspresija gena u tkivu Cetvrtog potpuno
razvijenog lista paradajza, pracena je u danu promene strane zalivanja PRD tretmana.

Uzorci listova su uzimani 60 min. pre zalivanja biljaka.

Iz ovog materijala prvo je izolovana RNK koja je reverznom transkripcijom
prevedena u komplementarnu DNK (cDNK). Za analizu ekspresije kao Sablon je
koris¢ena cDNK. Prajmeri su dizajnirani na osnovu poznate primarne strukture ovih

gena kod Lycopersicon esculentum.
Ekspresija gena

Ekspresija gena je pracena u tkivu listova paradajza koji su odmah po
odstranjivanju sa biljaka ubaceni u te¢ni azot. Nakon sitnjenja i homogenizacije u
tecnom azotu, 70 mg lisnog materijala je odmereno za izolaciju RNK primenom RNA-
ase plant mini kit-a (Quiagen, Germany). Odredivanje koncentracije i kvaliteta
izolovane RNK uradeno je spektrofotometrijski (merenjem absorbance na 260 nm) i

elektroforetskim razdvajanjem na 1% agaroznom gelu bojenim etidijum-bromidom.

Za sintezu cDNK je koris¢en First strand cDNA synthesis kit (Fermentas,
Lithuania). Za analiziranje sekvenci gena i dizajn prajmera kori$¢eni su programi
Primer3 i blast u okviru National Center for Biotechnology Information

(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov). Sekvence kori$éenih prajmera su prikazane u Tabeli 1.

Tabela 1 Sekvence koris¢enih prajmera

prajmer sekvenca

LeTAO1F | CCATAAGAGCAGCACGTG

LeTAO1R | CTTTGGAGAGTCCGAGCA

NCED F CTGAAATGATCCGTGGAG

NCED R CTGCTTCTTCCCAAGCAT

LeEIL1 F | CAGCACTGTGATCCTCCTCA

LeEILIR | ATCACCGCTGTTAGGACACC
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Ekspresija gena je pracena primenom Real Time-PCR (SYBR-Green tehnika;
RT-PCR 7500, Applied Biosystems, UK). Komplementarna DNK kao i umnozeni
produkti na RT-PCR-u su provereni elektroforezom na agaroznom gelu.

3.3 Statisticka analiza podataka

Statisticka obrada rezultata i njihovo graficko prikazivanje su uradeni primenom

programa Sigma Plot 2000 (Jandel Scientific, Erkhart, Germany).
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4 REZULTATI

4.1 FizioloSka istraZivanja

4.1.1 Sadrzaj vode u zemljiStu

Merenja koli¢ine vode u zemljiStu su obavljena sa ciljem kontrole rezima
navodnjavanja u ispitivanim tretmanima. Kako ovi rezultati mogu indirektno da ukazu i
na kapacitet korena za usvajanje vode, oni su koriSéeni i sa tog aspekta za analizu

uticaja tretmana PRD i RDI kod divljeg tipa i flacca mutanta.

Promene u sadrzaju vode u supstratu (6) kod FI, PRD i RDI biljaka, divljeg tipa
i flacca mutanta u toku eksperimenta prikazane su na Sl. 4.1. Vrednosti sadrzaja vode u
supstratu su bile statisticki znacajno nize kod RDI biljaka i u nezalivanoj strani kod
PRD biljaka u poredenju sa kontrolnim biljkama. Dnevni sadrzaj vode u supstratu kod
kontrolnih biljaka posle zalivanja odrZavao se blizu poljskog vodnog kapaciteta (36%),
dok je sadrzaj vode kod RDI biljaka konstantno opadao, da bi se nakon 7 dana odrZavao
na nivou izmedu 16 i 18%. Razlike u sadrzaju vode u supstratu izmedu zalivane i
nezalivane strane kod PRD biljaka su bile statisticki znacajne tokom celog
eksperimenta. Sadrzaj vode u zalivanoj strani odrzavao se izmedu 32 i 36%, dok je u
nezalivanoj strani padao sve do vrednosti od oko 18%. Prose¢no vreme izmedu dve
promene strana zalivanja kod PRD tretmana iznosilo je za divlji tip oko 8 dana, dok je
kod flacca mutanta bilo potrebno nesto vise vremena i iznosilo je oko 10 dana. Sporije
suSenje nezalivane strane u PRD tretmanu, kod flacca mutanta, ukazuje na manji

utrosak, a verovatno i usvajanje vode, u odnosu na divlji tip.
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Slika 4.1 Promene u sadrzaju vode u supstratu za FI, PRD i RDI tretmane

navodnjavanja u toku eksperimenta kod biljaka paradajza divljeg tipa (A) i flacca

mutanta (B)
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4.1.2 Rastenje biljaka

U okviru eksperimentalnih sistema je pracen efekat tretmana na rastenje biljaka
tako S$to je merena visina biljaka i obrazovanje sveZe i suve mase listova, stabla i

korena.

4.1.2.1 Visina

Uticaj razli¢itih tretmana (FI, PRD i RDI) na visinu biljaka divljeg tipa i
mutanata flacca prikazan je na Sl. 4.2.

PRD i RDI biljke bile su nize u poredenju sa kontrolnim biljkama i kod divljeg
tipa i kod flacca mutanta. Na kraju eksperimenta visina FI, PRD i RDI biljaka, kod
divljeg tipa, bila je 160 cm, 155 cm i 140 cm (SI. 4.2-A), tako da su PRD i RDI biljke
bile nize za 3.1% 1 12.5% u odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu je t-testom utvrdena
znacajna razlika u visini izmedu RDI i PRD biljaka (P<0.001), izmedu RDI i FI biljaka
(P<0.001) , kao i izmedu PRD i FI biljaka (P<0.05).

Kod flacca mutanta, na kraju eksperimenta visina Fl, PRD i RDI biljaka je bila
100 cm, 96 cm i 80 cm (SI. 4.2-B), tako da su PRD i RDI biljke bile nize za 4% i 20% u
odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu je t-testom utvrdena znacajna razlika u visini
izmedu RDI 1 PRD biljaka (P<0.001), izmedu RDI i FI biljaka (P<0.001), kao i izmedu
PRD i FI biljaka (P<0.05). Biljke flacca mutanta su bile nize u odnosu na divlji tip
37%-43% zavisno od tretmana, tako da je znacajan uticaj na visinu biljaka imao genotip
(P<0.001).

Dobijeni rezultati su pokazali da su PRD i RDI tretmani doveli do redukcije
visine kod oba testirana genotipa, pri ¢emu je RDI tretman u mnogo vecoj meri
redukovao visinu u odnosu na PRD tretman i to vise kod flacca mutanta nego kod

divljeg tipa.
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Slika 4.2 Uticaj razli¢itih tretmana navodnjavanja (RDI, PRD i Fl) na visinu biljaka

paradajza divljeg tipa (A) i flacca mutanta (B)
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4.1.2.2 SveZa masa stabla, listova i korena

Ukupna sveza masa biljaka divljeg tipa gajenih u PRD (755 g) i RDI tretmanima
(625 g) je takode bila manja od sveze mase u optimalnim uslovima (860 g). Uticaj FI,
PRD i RDI na distribuciju sveze mase (u listove, stablo i koren) kod biljaka paradajza

divljeg tipa i flacca mutanta prikazan je na Sl. 4.3 1 4.4.

Sveza masa listova kod PRD i RDI biljaka bila je manja u odnosu na kontrolne
biljke kod divljeg tipa. Kod FI, PRD i RDI biljaka sveza masa listova iznosila je 614 g,
523 g 1 451 g na kraju eksperimenta (SI.4.3-A), tako da je kod PRD i RDI biljaka sveza
masa listova bila manja za 14.8% 1 26.5% u odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu je t-
testom utvrdena znacajna razlika u svezoj masi listova izmedu FI i PRD biljaka

(P<0.05), odnosno FI i RDI biljaka (P<0.05).

Sveza masa stabla kod PRD i RDI biljaka bila je manja u odnosu na kontrolne
biljke divljeg tipa. Na kraju eksperimenta ona je kod FI, PRD i RDI biljaka iznosila 222
g, 209 g i 155 g (SI.4.3-B), tako da je kod PRD i RDI biljaka sveza masa stabla bila
manja za 6% i 30% u odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu je t-testom utvrdena
znacCajna razlika u svezoj masi stabla izmedu FI 1 RDI biljaka (P<0.01), kao 1 izmedu

RDI i PRD biljaka (P<0.05).

Sveza masa korena kod PRD i RDI biljaka bila je manja u odnosu na kontrolne
biljke kod divljeg tipa. Na kraju eksperimenta ona je kod FI, PRD i RDI biljaka iznosila
24 9,23 9119 g (SlI. 4.3-C), tako da je kod PRD i RDI biljaka doslo do smanjenja sveze
mase korena za 4.2% i 20.5% u odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu je t-testom

utvrdena znacajna razlika u svezoj masi korena samo izmedu FI i RDI biljaka (P<0.05).

Ukupna sveza masa flacca mutanta je, takode, u tretmanu RDI (199 g) bila
manja od FI tretmana (238 g), ali je, za razliku od visine biljaka, doslo do povecanja
sveze mase PRD biljaka (267 g) u odnosu na FI. Distribucija sveze mase u ispitivanim
organima kod flacca mutanta je pokazala da je sveza masa listova kod RDI biljaka bila
manja u odnosu na kontrolne biljke, dok je kod PRD biljaka bila ve¢a u odnosu na
kontrolne biljke. Na kraju eksperimenta ona je za FI, PRD i RDI biljke iznosila 123 g,
143 g i 95 g (SI. 4.4-A), tako da je kod PRD biljaka sveza masa listova bila veéa za
16.3%, dok je kod RDI biljaka bila manja za 22.% u odnosu na kontrolne biljke, pri
¢emu je t-testom utvrdena znacajna razlika u svezoj masi listova izmedu FI i RDI

biljaka (P<0.05), kao i izmedu PRD 1 RDI biljaka (P<0.05).
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Sveza masa listova kod flacca mutanta bila je manja u odnosu na biljke divljeg
tipa 3.7-5 puta, zavisno od tretmana, te je utvrden znaCajan uticaj genotipa na svezu
masu stabla (P<0.001). Dobijeni rezultati su pokazali da su PRD i RDI tretman doveli
do redukcije sveze mase listova kod divljeg tipa, dok je kod flacca mutanta samo RDI

tretman doveo do redukcije.

Kod flacca mutanta, sveZa masa stabla kod PRD biljaka bila je ve¢a u odnosu na
kontrolne biljke, dok je kod RDI biljaka bila manja i na kraju eksperimenta kod FI, PRD
I RDI biljaka iznosila je 106 g, 114 g i 96 g (Sl. 4.4-B), tako da je kod PRD biljaka
sveza masa stabla bila vec¢a za 7.5%, dok je kod RDI biljaka bila manja za 9.4% u
odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu je t-testom utvrdena znacajna razlika u svezoj masi

stabla samo izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.05).

Sveza masa stabla kod flacca mutanta je bila manja od sveze mase stabla divljeg
tipa 1.8-2.1 puta, zavisno od tretmana, te je utvrden znacajan uticaj genotipa (P<0.001)
na svezu masu stabla. Dobijeni rezultati su pokazali da je PRD imao razli¢it uticaj kod

razli¢itih genotipova.

Kod flacca mutanta, sveza masa korena kod PRD biljaka bila je veca, dok je kod
RDI biljaka bila manja u poredenju sa kontrolnim biljkama, tako da je na kraju
eksperimenta sveza masa korena kod FI, PRD i RDI biljaka iznosila9 g, 10 gi 8 g (SI.
4.4-C). Kod PRD biljaka sveza masa korena je bila veca za 11%, dok je kod RDI biljaka
bila manja za 11% u odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu t-testom nije utvrdena

znacajna razlika u sveZoj masi korena izmedu FI, PRD i RDI biljaka.

Sveza masa korena flacca mutanta biljaka bila je manja u odnosu na biljke
divljeg tipa 2.3-2.7 puta, u zavisnosti od tretmana, te je utvrden znacajan uticaj genotipa

(P<0.001) na svezu masu korena.
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4.1.2.3 Suva masa stabla, listova i korena

Promene u suvoj masi su, takode, potvrdile rezultate sveze mase jer je suva masa
optimalno zalivanih biljaka divljeg tipa (103.6 g) bila ve¢a od suve mase u uslovima
PRD (79.8 g) i RDI (77.9 g). Distribucija suve mase izmedu listova, stabla i korena u
toku eksperimentalnog perioda kod biljaka paradajza divljeg tipa i flacca mutanta

prikazana je na SI. 4.51 4.6.

Suva masa listova kod PRD i RDI biljaka bila je manja u odnosu na kontrolne
biljke kod divljeg tipa. Kod FI, PRD i RDI biljaka suva masa listova iznosila je 73 g, 55
g i 55 g na kraju eksperimenta (SI.4.5-A), tako da je kod PRD i RDI biljaka suva masa
listova bila manja za 24.7% u odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu je t-testom utvrdena
znacajna razlika u suvoj masi listova izmedu FI i PRD biljaka (P<0.05), odnosno FI i
RDI biljaka (P<0.05).

Suva masa stabla kod PRD i RDI biljaka divljeg tipa bila je manja u odnosu na
kontrolne biljke. Na kraju eksperimenta ona je kod FI, PRD i RDI biljaka iznosila 27.7
g, 224 g i 20.8 g (Sl. 4.5-B), tako da je kod PRD, odnosno RDI biljaka, suva masa
stabla bila manja za 19%, odnosno 25% u odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu je t-

testom utvrdena znacajna razlika u suvoj masi stabla izmedu FI i RDI biljaka (P<0.01).

Suva masa korena kod PRD i RDI biljaka bila je manja u odnosu na kontrolne
biljke kod divljeg tipa. Na kraju eksperimenta ona je kod FI, PRD i RDI biljaka iznosila
2949,249121g (Sl 45-C), tako da je kod PRD i RDI biljaka doslo do smanjenja
suve mase korena za 17.2% i 24.1% u odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu t-testom nije

utvrdena znacajna razlika u suvoj masi korena izmedu Fl, PRD i RDI biljaka.

Ukupna suva masa po biljci je, kod flacca mutanta, u FI uslovima bila 33.5 g, u
PRD tretmanu je obrazovana ukupna suva masa od 35.1 g, dok je u RDI tretmanu
izmereno 31.6 g po biljci. Suva masa listova kod RDI biljaka bila je manja, dok je kod
PRD biljaka bila veca u odnosu na kontrolne biljke. Na kraju eksperimenta ona je za FlI,
PRD i RDI biljke iznosila 20 g, 22 g i 18.8 g (Sl. 4.6-A), tako da je kod PRD biljaka
suva masa listova bila ve¢a za 1 %, dok je kod RDI biljaka bila manja za 1 % u odnosu
na kontrolne biljke, pri ¢emu je t-testom utvrdena znacajna razlika u suvoj masi listova

izmedu FI 1 RDI biljaka (P<0.05), kao i izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.05).

Suva masa listova kod flacca mutanta bila je manja u odnosu na biljke divljeg

tipa 2.0-3.65 puta, zavisno od tretmana, te je utvrden znacajan uticaj genotipa na suvu
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masu listova (P<0.001). Dobijeni rezultati su pokazali da su PRD i RDI tretman doveli
do redukcije suve mase listova kod divljeg tipa, dok je kod flacca mutanta samo RDI

tretman doveo do redukcije.

Kod flacca mutanta, suva masa stabla kod PRD i RDI biljaka bila je manja u
odnosu na kontrolne biljke i na kraju eksperimenta kod FI, PRD i RDI biljaka iznosila
jel12.49,11.9¢gi11.8 g (Sl. 4.6-B), tako da je kod PRD i RDI biljaka suva masa stabla
bila manja za 4% u odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu t-testom nije utvrdena znacajna

razlika u suvoj masi stabla izmedu razli¢itih tretmana.

Suva masa stabla kod flacca mutanta je bila manja od suve mase stabla biljaka
divljeg tipa oko 2 puta, te je utvrden znacajan uticaj genotipa na suvu masu stabla
(P<0.001). Dobijeni rezultati su pokazali da su PRD i RDI tretman kod oba genotipa
doveli do redukcije suve mase stabla, ali kod flacca mutanta ona nije bila statisticki

znacajna, dok je kod divljeg tipa bila statisticki znac¢ajna samo za RDI.

Kod flacca mutanta, suva masa korena kod PRD biljaka bila je veéa, dok je kod
RDI biljaka bila manja u poredenju sa kontrolnim biljkama, tako da je na kraju
eksperimenta suva masa korena kod FI, PRD i RDI biljaka iznosila 1.1 g, 1.2gi1.0g
(SI. 4.6-C). Kod PRD biljaka suva masa korena je bila veca za 9%, dok je kod RDI
biljaka bila manja za 9% u odnosu na kontrolne biljke, pri ¢emu je t-testom utvrdena

znacajna razlika samo u suvoj masi korena izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.05) .

Suva masa korena flacca mutanta biljaka bila je manja u odnosu na biljke
divljeg tipa 2 -2.7 puta, u zavisnosti od tretmana, te je utvrden znacajan uticaj genotipa

(P<0.001) na suvu masu korena.
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4.1.3 Odnos suve mase korena i izdanka

Odnos suve mase korena i izdanka je pokazatelj koji moze da ukaze na to da li je
tretman uticao viSe na rast izdanka ili korena, kao i na pravac transporta asimilata.
Uticaj razli¢itih tretmana navodnjavanja (FI, PRD i RDI) na odnos suve mase korena i

izdanka kod biljaka paradajza divljeg tipa i flacca mutanta prikazan je na Sl. 4.7.

Odnos suve mase korena i izdanka kod FI, PRD i RDI biljaka divljeg tipa na
kraju eksperimenta bio je 0.0286, 0.0307 i 0.0270 (SI. 4.7-A). Kod PRD biljaka doslo je
do poveéanja odnosa suve mase korena i izdanka za 7.3% u odnosu na kontrolne biljke,
ali t-testom nije utvrdena znacajna razlika u odnosu suve mase korena i izdanka izmedu

FIi PRD biljaka.

Odnos suve mase korena i izdanka kod PRD biljaka bio je ve¢i u odnosu na
kontrolne biljke, kod flacca mutanta, tako da je na kraju eksperimenta kod FI, PRD i
RDI biljaka iznosio 0.0348, 0.042 i 0.032 (SI.4.7-B). Kod PRD biljaka doslo je do
poveéanja odnosa suve mase korena i izdanka za 20.7% u odnosu na kontrolne biljke,
pri ¢emu je t-testom utvrdena znacajna razlika u odnosu suve mase korena i izdanka
izmedu FI 1 PRD biljaka (P<0.05), kao 1 izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.05).

Odnos suve mase korena i izdanka kod flacca mutanta bio je veéi u odnosu na
kontrolne biljke za 18%-37%, zavisno od tretmana, pri ¢emu nije utvrden uticaj

genotipa na odnos suve mase korena i izdanka.

Dobijeni rezultati su pokazali da je PRD tretman doveo do zna¢ajnog povecanja

odnosa suve mase korena i izdanka kod flacca.
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4.1.4 Vodni rezim biljaka

Ispitivanja su imala za cilj i da se utvrdi kako tretmani uti¢u na promene vodnog
rezima biljaka. Kao pokazatelji vodnog rezima biljaka koris¢eni su ukupni potencijal

vode u listovima i provodljivost stoma.

4.1.4.1 Potencijal vode listova

U Tab. 2 i 3 prikazane su promene u potencijalu vode listova (V) biljaka
paradajza divljeg tipa (WT) i mutanta flacca u toku eksperimenta, nastale pod uticajem

RDI, PRD i FI tretmana navodnjavanja.

Kod biljaka divljeg tipa, vrednosti potencijala vode se nisu znacajno razlikovale
izmedu FI i PRD tretmana i to, kako apsolutne vrednosti, tako i dinamika njihove
promene u toku ispitivanog eksperimentalnog perioda. Ono $to se ispoljilo kao razlika
je da su RDI biljke imale znacajno nizi vodni potencijal listova od kontrolnih i PRD
biljaka. Na kraju ispitivanog perioda kod FI biljaka su izmerene vrednosti od -0.44
MPa, kod PRD nesto nize (-0.50 MPa), a kod RDI najnize (-0.75 MPa).

Kod flacca mutanta, u poslednjem merenju RDI tretmana su izmerene vrednosti
od -0.75 MPa koje su bile znac¢ajno (P<0.05) nize od vrednosti izmerenih kod FI (-0.57
MPa) i PRD (-0.51 MPa) biljaka. Konac¢ni stepen stresa u listovima RDI flacca biljaka
se, medutim, nije znacajno razlikovao od stepena stresa suSe kome su biljke divljeg tipa
u RDI tretmanu bile izlozene. Ono §to se ispoljilo kao razlika izmedu divljeg tipa i
flacca mutanta su vrednosti potencijala vode u FI tretmanu, koje u toku celog
eksperimentalnog perioda ukazuju na veci stepen stresa kod flacca mutanta (prosec¢no -
0.65 MPa) u odnosu na divlji tip (prosecno -0.50 MPa). Sli¢ne razlike su se ispoljile i u
PRD tretmanu gde su u toku ogleda izmerene nize prosecne vrednosti kod flacca

mutanta (-0.63 MPa) u odnosu na divlji tip (-0.52 MPa).
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Tab.2 Uticaj ispitivanih tretmana (FI,PRD i RDI) na vrednosti potencijala vode u

listovima biljaka divljeg tipa

) Fl PRD RDI
Dani tretmana
(-MPa) (-MPa) (-MPa)
1 0.49 +£ 0.025 0.55 + 0.058 0.69+£0.10
9 0.58 +0.011 0.54 +0.022 0.58 + 0.024
17 0.49 + 0.048 0.50 + 0.053 0.72 £ 0.060
23 0.44 +£0.018 0.50 £ 0.063 0.75 £ 0.060

Tab.3 Uticaj ispitivanih tretmana (FI,PRD i RDI) na vrednosti potencijala vode u

listovima biljaka flacca mutanta

) Fl PRD RDI
Dani tretmana
(-MPa) (-MPa) (-MPa)
1 0.75 +0.061 0.72 £0.053 0.66 = 0.031
9 0.56 + 0.050 0.61 +0.030 0.65 +0.010
17 0.70 £0.083 0.70 £ 0.064 0.67 = 0.067
23 0.57 £ 0.030 0.49+0.034 0.75+0.010

Dinamika promene potencijala vode u toku ispitivanog perioda pokazuje da se
vrednosti potencijala vode u listovima biljaka divljeg tipa izlozenih PRD tretmanu
povecavaju sa -0,55 do -0.50 MPa, dok je ta promena vise izrazena kod flacca mutanta
(od -0.72 do -0.49 MPa). To ukazuje da se u toku trajanja ogleda i ponavljanja PRD

ciklusa smanjuje stepen stresa kod ovih biljaka.
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4.1.4.2 Provodljivost stoma

Na Sl. 4.8 i 4.9 prikazane su promene u provodljivosti stoma (gs) u toku
eksperimenta kod biljaka paradajza divljeg tipa i flacca mutanta, koje su nastale pod
uticajem FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja. Da bi se efekti mogli pravilno
tumaciti, bilo je potrebno da se prati dnevna dinamika promene provodljivosti stoma i to
na pocetku eksperimenta, kao i posle prvog, drugog i treceg okreta strane PRD koja se

zaliva/susi. To odgovara 1., 9., 17.123. danu tretmana.

Kod biljaka divljeg tipa, PRD i RDI biljke su imale nize vrednosti provodljivosti
stoma u odnosu na kontrolne biljke u vecini merenja, a naro¢ito prilikom treceg okreta
kod PRD (23. dan) kada su PRD, odnosno RDI biljke imale nize vrednosti od FI u 8,
odnosno 10 od 10 merenja (Sl. 4.8). Ono $to je, takode, karakteristi¢no za ogled, a nije
neuobiajeno za merenje reakcija stoma, je da je utvrdeno znatno variranje u
vrednostima provodljivosti stoma. Tako su se vrednosti provodljivosti stoma kod FI,
PRD i RDI biljaka, u danu prve promene strane zalivanja (9. dan) kod PRD, kretale
izmedu 455-885 mmolm?s™, 281-793 mmolm?s™?, odnosno 315-775 mmolm?s™.
Vrednosti provodljivosti stoma kod PRD, odnosno RDI biljka su bile nize od vrednosti
kontrolnih biljaka u 8 od 10 merenja. Prilikom merenja 17-tog dana (drugog okreta
PRD) vrednosti provodljivosti stoma su kod FI, PRD i RDI biljaka iznosile 412- 695
mmolm?s?, 339-716 mmolm?s™ i 322-548 mmolms™. Vrednosti provodljivosti stoma
kod PRD, odnosno RDI biljka su bile niZze od vrednosti kontrolnih biljaka u 6, odnosno,
9 od 10 merenja. Prilikom treceg okreta kod PRD (23. dan) vrednosti provodljivosti
stoma kod FI,PRD i RDI biljaka su iznosile 275-1000 mmolms™, 202-940 mmolm?s™
i 195-761 mmolm™s™.

Poredenja dnevne dinamike ispitivanih promena provodljivosti stoma pokazuju
razlike i to, kako u toku ispitivanog perioda (okreta), tako i izmedu tretmana. Dinamika
u FI tretmanima u toku celog perioda ispitivanja pokazuje da je, generalno, vecéa
provodljivost stoma izmerena 23. dana (u danu treceg okreta PRD) nego na pocetku
ogleda. Ono Sto je, takode, karakteristicno je da su se vrednosti dinamike dnevne
maksimalne otvorenosti stoma razlikovale. Na pocetku i na kraju ogleda je izmeren
maksimum otvorenosti u 8 h (1. i 23. dan), dok se prilikom prvog okreta kod PRD (9.
dan) maksimum javlja u 12 h i kasnije, u 12 h'i u 14 h (17. dan-drugi okret PRD).
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U tretmanu PRD, dinamika promene otvorenosti stoma pokazuje i sli¢nosti i
razlike u toku trajanja ogleda. Sli¢nosti se ogledaju u tome $to na pocetku ogleda, kao i
prilikom napredovanja ogleda (svaki dalji okret PRD), dolazi do brzog delimi¢nog
zatvaranja stoma u 8 h da bi se one potom otvorile u 10 h, a nakon ¢ega sledi sporije
zatvaranje stoma. Ono §to je, takode, karakteristi¢no je da je u toj sporijoj fazi najvise

izrazen efekat zatvaranja na kraju ogleda (treci okret-23. dan).

Dinamika promene u tretmanu RDI, takode, pokazuje da dolazi do inicijalnog
zatvaranja stoma, ali da su razlike u vrednostima provodljivosti stoma u toku trajanja
ogleda manje izrazene u ranim jutarnjim satima. One su zato bile izrazene u 13 h kada
su prvi i drugi okret PRD (9. i 17. dan) doveli do povecanja otvorenosti stoma, za
razliku od poslednjeg uzorkovanja (23. dan) kod koga od 11 h sledi proces zatvaranja
stoma. Takva dinamika zatvaranja stoma sledi sli¢an trend kao i u PRD tretmanu ali se
proces zatvaranja sporije obavlja da bi kona¢ne vrednosti provodljivosti stoma u 17 h

bile znacajno nize (195 mmolm?s™) od PRD (202 mmolm™s™).
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Slika 4.8 Promene u provodljivosti stoma (gs) u toku eksperimenta kod biljaka divljeg

tipa nastale pod uticajem FI (A), PRD (B) i RDI (C) tretmana navodnjavanja
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Rezultati

Kod flacca mutanta, PRD i RDI biljke su imale niZze vrednosti provodljivosti
stoma u odnosu na kontrolne biljke u vecini merenja (S1. 4.9). Vrednosti provodljivosti
stoma kod FI, PRD i RDI biljaka u toku dana su devetog dana eksperimenta (prilikom
prvog okreta kod PRD) iznosile 593-1320 mmolm™s™, 501-1197 mmolm™s™, odnosno
412-1080 mmolm™s™. Vrednosti provodljivosti stoma kod PRD, odnosno RDI biljka su
bile nize od vrednosti kontrolnih biljaka u 8, odnosno 10 od 10 merenja. Prilikom
drugog okreta (17. dan) vrednosti provodljivosti stoma su kod FI, PRD i RDI biljaka
iznosile 571-995 mmolm?s?, 521-995 mmolm?s? i 535-993 mmolm™s™. Vrednosti
provodljivosti stoma kod PRD i RDI biljka su bile nize od vrednosti kontrolnih biljaka u
8 od 10 merenja. Prilikom treceg okreta PRD (23. dan), vrednosti provodljivosti stoma
kod FI,PRD i RDI biljaka su iznosile 717-1300 mmolms™, 606-1056 mmolm™s™ i 602
-1162 mmolm™s™. Vrednosti provodljivosti stoma kod PRD, odnosno RDI biljka su bile

nize od vrednosti kontrolnih biljaka u 6, odnosno 8 od 10 merenja.

Generalno, dnevna dinamika promena provodljivosti stoma u listovima flacca
mutanta se razlikovala u zavisnosti od svih ispitivanih faktora: vremena merenja, broja
okreta kod PRD i tretmana. U FI uslovima, rezultati pokazuju da su prvog dana pocetne
vrednosti izmerene u 7 h rasle do 8 h, a potom, nakon jo$ jednog opadanja u 10 h i
porasta u 12 h, sledio je trend zatvaranja stoma. U isto vreme merenja za sve druge
datume pokazuju suprotan trend. Pocetne vrednosti izmerene u 7 h su opadale do 8 h, da
bi nakon toga vrednosti porasle u 10 h, nakon ¢ega je sledilo konstantno opadanje. Kada
se ove reakcije provodljivosti stoma uporede sa reakcijama biljaka divljeg tipa,
uocavaju se razlike u vremenskom intervalu do 10 h kada promene kod flacca mutanta
slede razli¢it trend od divljeg tipa, ali i sa veéim vrednostima provodljivosti stoma.
Razlike u dnevnoj dinamici su, medutim, bile mnogo manje izraZene u poslepodnevnim
satima, da bi konacne vrednosti provodljivosti stoma u 17 h bile vece kod flacca biljaka

(596 mmolms™) od vrednosti za biljke divljeg tipa (340 mmolm™s™).
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Slika 4.9 Promene u provodljivosti stoma (gs) u toku eksperimenta kod flacca mutanta

nastale pod uticajem FI (A), PRD (B) i RDI (C) tretmana navodnjavanja.
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Rezultati

Dnevna dinamika promene provodljivosti stoma u listovima flacca mutanta se,
takode, razlikovala u PRD sistemu tokom ogleda i to u prepodnevnim merenjima.
Inicijalnu otvorenost u 7 h je sledila ili zatvorenost ili otvorenost u zavisnosti od dana
merenja, da bi na kraju, prilikom treéeg okreta kod PRD (23. dan), u 8 h zapoceo
postepen i kontinuiran proces zatvaranja stoma. To se razlikuje od dinamike
provodljivosti stoma u startnom periodu ogleda (1. dan), jer je tamo opadanje zapocelo
tek u 10 h, a devetog i sedamnaestog dana (dan prvog i drugog okreta kod PRD) brzu,
inicijalnu, reakciju opadanja provodljivosti stoma (u 8 h) prati porast do 10 h, odnosno
12 h. Posle tog vremena reakcije opadanja provodljivosti stoma se ne razlikuju u
ispitivanim vremenskim intervalima. Takav trend u promeni provodljivosti stoma na
kraju ogleda se razlikuje od trenda provodljivosti stoma kod biljaka divljeg tipa, kod
kojih u prepodnevnim satima preovladuje sledeéi sled reakcija: inicijalno brzo opadanje

provodljivosti stoma-porast provodljivosti stoma-sporije ponovno opadanje.

U RDI tretmanu, promene dnevne dinamike u toku ispitivanih vremenskih
intervala se ne razlikuju medu sobom znacajno. Jedina znacajna razlika se ispoljava u
10 h kada su vrednosti provodljivosti stoma mnogo vece posle prvog i tre¢eg okreta kod
PRD (9. i 23. dan) nego posle drugog (17. dan). Posle tog perioda generalni trend je
opadanje provodljivosti stoma koji se u ovom periodu ne razlikuje mnogo od
odgovarajuceg trenda za PRD. Vrednosti u 17 h su na kraju ogleda nesto vise kod PRD
(523 mmolm™?™) nego kod RDI (510 mmolm?s™) flacca biljaka, ili vrednosti

provodljivosti stoma za RDI kod biljaka divljeg tipa (263 mmolm2s™).
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Rezultati

4.1.5 Sadrzaj abscisinske Kiseline u listovima

U reakcijama biljaka na susu i PRD, zna¢ajnu ulogu igra stres hormon ABA ¢ija
je koli¢ina merena u listovima. Merenja koli¢ine ABA u ksilemu nisu obavljena zbog

nemogucnosti dobijanja dovoljne koli¢ine ksilemskog soka kod flacca mutanta.

Na Sl. 4.10 prikazan je uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na sadrzaj

ABA u listovima biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i mutanta flacca.
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Slika 4.10 Uticaj razli¢itih tretmana navodnjavanja (Fi, PRD i RDI) na sadrzaj
abscisinske kiseline (ABA) u listovima kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i flacca

mutanta

Vrednosti sadrzaja ABA u listu kod FI, PRD i RDI biljaka divljeg tipa bile su
338.9 ng g FW™, 435.18 ng g FW™ i 376.25 ng g FW™, pri ¢emu su t-testom utvrdene
statisticki znacajne razlike u sadrzaju ABA u listu izmedu PRD 1 FI biljaka (P<0.05) 1
RDI i FI biljaka (P<0.05), dok izmedu PRD i RDI biljaka nije utvrdena statisticki
znacajna razlika. Vrednosti sadrzaja ABA u listu kod FI, PRD i RDI biljaka flacca
mutanta iznosile su 70.76 ng g FW™, 91.98 ng g FW™ i 161.04 ng g FW™, pri &emu su
t-testom utvrdene statisticki znacajne razlike u sadrzaju ABA u listu izmedu PRD 1 FI
biljaka (P<0.05), RDI i FI biljaka (P<0.01) 1 PRD i RDI (P<0.01). Utvrdeno je da su

znacajan uticaj na sadrzaj ABA u listu imali tretman (P<0.01) i genotip (P<0.001).
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Rezultati

4.1.6 Sadrzaj biogenih elemenata u razli¢itim organima biljaka

paradajza

Istrazivanja su obuhvatila i merenja koli¢ine biogenih makroelemenata (N, ,K,
Ca, Mg), kao i mikroelemenata (Fe, Mn, Cu i Zn) u listovima i korenu. Ova merenja su
imala za cilj da indirektno objasne kako ispitivani tretmani uti¢u na usvajanje i

distribuciju ovih elemenata od kojih zavise mnogi fizioloski procesi.

Uticaj razli¢itih tretmana navodnjavanja (FI, PRD i RDI) na sadrzaj N u
listovima i korenu kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT)i flacca mutanta prikazan je
naSl. 4.11.

Kod divljeg tipa, sadrzaj azota (N) u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka bio je
3.38%, 3.56% i 3.57% (SI. 4.11A), pri ¢emu je t-testom utvrdena znacajna razlika u
sadrzaju N u listovima izmedu FI i PRD biljaka (P<0.05). Sadrzaj N u korenu, kod FlI,
PRD i RDI biljaka, bio je 3.12%, 2.70% i 2.60% (Sl. 4.11B), pri ¢emu je t-testom
utvrdena znacajna razlika u sadrzaju N u korenu izmedu FI i PRD biljaka (P<0.05), kao

1izmedu F i RDI biljaka (P<0.01).

Kod flacca mutanta, sadrzaj N u listovima kod Fl, PRD i RDI biljaka bio je
3.96%, 4.18% i 3.99% (SI. 4.11A), pri ¢emu t-testom nije utvrdena znacajna razlika u
sadrzaju N u listovima izmedu biljaka razli¢itih tretmana navodnjavanja. Sadrzaj N u
korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio je 2.49%, 2.75% i 2.51% (Sl. 4.11B), pri ¢emu t-
testom nije utvrdena znacajna razlika u sadrzaju N u korenu izmedu biljaka razli¢itih

tretmana navodnjavanja.

Rezultati pokazuju veéu koncentraciju N u listovima flacca mutanta u odnosu na

divlji tip u svim tretmanima.
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Slika 4.11 Uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na sadrzaj N u listovima (A) i

korenu (B) kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i flacca mutanta
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Rezultati

Uticaj razli¢itih tretmana navodnjavanja (FI, PRD i RDI) na sadrzaj K u
listovima i korenu kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT)i flacca mutanta prikazan je
na Sl. 4.12.

Kod divljeg tipa, sadrzaj kalijuma (K) u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka bio
je 3.57%, 3.80% i 4.53% (SI. 4.12A), pri cemu t-testom nije utvrdena zna¢ajna razlika u
sadrzaju K u listovima izmedu biljaka razli¢itih tretmana navodnjavanja. Sadrzaj K u
korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio je 1.02%, 1.23% i 0.54% (Sl .4.12B), pri ¢emu je
t-testom utvrdena znacajna razlika u sadrzaju K u korenu izmedu FI i RDI biljaka

(P<0.05), kao i izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.01).

Kod flacca mutanta, sadrzaj K u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka iznosio je
6.67%, 7.27% i 7.10% (SI. 4.12A), pri ¢emu t-testom nije utvrdena znacajna razlika u
sadrzaju K u listovima izmedu biljaka razli¢itih tretmana navodnjavanja. Sadrzaj K u
korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio je 0.78%, 1.84% i 2.97% (Sl. 4.12B), pri ¢emu je
t-testom utvrdena znacajna razlika u sadrzaju K u korenu izmedu FI i PRD biljaka

(P<0.01), izmedu FI i RDI biljaka (P<0.05), kao i izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.05).

Rezultati su pokazali da je sadrzaj K u listovima bio ve¢i kod biljaka flacca

mutanta u odnosu na biljke divljeg tipa.
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Slika 4.12 Uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na sadrzaj K u listovima (A) i
korenu (B) kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i flacca mutanta
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Rezultati

Uticaj razli¢itih tretmana navodnjavanja (FI, PRD i RDI) na sadrzaj Ca i Mg u
listovima i korenu kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i flacca mutanta prikazan je
naSl. 4.1314.14.

Kod divljeg tipa, sadrzaj kalcijuma (Ca) u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka
bio je 4.15%, 3.89% i 3.52% (SI. 4.13A), tako da je t-testom utvrdena znacajna razlika
u sadrzaju Ca u listovima izmedu FI 1 RDI biljaka (P<0.05). Sadrzaj Ca u korenu kod
FI, PRD i RDI biljaka bio je 0.61%, 0.62% i 0.85% (SI. 4.13B), tako da je t-testom
utvrdena znacajna razlika u sadrzaju Ca u korenu izmedu FI i RDI biljaka (P<0.001),

kao 1 izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.001).

Kod flacca mutanta, sadrzaj Ca u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka bio je
3.31%, 2.80% i 3.05% (SI. 4.13A), tako da nije bilo statisticki znacajne razlike u
sadrzaju Ca u listovima izmedu biljaka razlicitih tretmana navodnjavanja. Sadrzaj Ca u
korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio je 0.81%, 0.47% i 0.80% (Sl. 4.13B), tako da je
t-testom utvrdena znacajna razlika u sadrzaju Ca u korenu izmedu FI i PRD biljaka

(P<0.05), kao i izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.05).

Kod divljeg tipa, sadrzaj magnezijuma (Mg) u listovima kod FI, PRD i RDI
biljaka bio je 0.75%, 0.66% i 0.65% (SI. 4.14A), pri ¢emu t-testom nije utvrdena
znaajna razlika u sadrZzaju Mg u listovima izmedu biljaka razli¢itih tretmana
navodnjavanja. Sadrzaj Mg u korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio je 0.20%, 0.19% i
0.20% (SI. 4.14B), pri ¢emu t-testom nije utvrdena znacajna razlika u sadrzaju Mg u

korenu izmedu biljaka razlicitih tretmana navodnjavanja.

Kod flacca mutanta, sadrzaj Mg u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka bio je
0.70%, 0.69% i 0.69% (SI. 4.14A), pri ¢emu t-testom nije utvrdena znacajna razlika u
sadrzaju Mg u listovima izmedu biljaka razli¢itih tretmana navodnjavanja. Sadrzaj Mg u
korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio je 0.20%, 0.25% i 0.19% (S| .4.14B), pri ¢emu je
t-testom utvrdena znacajna razlika u sadrzaju Mg u korenu izmedu FI i PRD biljaka

(P<0.05), kao i izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.05).
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Slika 4.13 Uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na sadrzaj Ca u listovima (A) i

korenu (B) kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i flacca mutanta
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Slika 4.14 Uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na sadrzaj Mg u listovima (A)
I korenu (B) kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i flacca mutanta
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Rezultati

Uticaj razliitih tretmana navodnjavanja (FI, PRD i RDI) na sadrzaj Fe u
listovima i korenu kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT)i flacca mutanta prikazan je
na Sl. 4.15.

Kod divljeg tipa, sadrzaj gvozda (Fe) u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka bio
je 92.1 mg/kg, 89.2 mg/kg i 96.3 mg/kg (SI. 4.56A), pri ¢emu t-testom nije utvrdena
statisticki znaCajna razlika u sadrzaju Fe u listovima izmedu biljaka razlicitih tretmana
navodnjavanja. Sadrzaj gvozda (Fe) u korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio je 132.4
mg/kg, 145.2 mg/kg i 178.3 mg/kg (Sl. 4.15B), pri ¢emu je t-testom utvrdena znacajna
razlika u sadrzaju Fe u korenu izmedu FI i RDI biljaka (P<0.05), kao 1 izmedu PRD i
RDI biljaka (P<0.01).

Kod flacca mutanta, sadrzaj gvozda (Fe) u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka
bio je 91.2 mg/kg, 87.2 mg/kg i 77.8 mg/kg (SI. 4.15A), pri ¢emu t-testom nije utvrdena
statisticki znacajna razlika u sadrzaju Fe u listovima izmedu biljaka razli¢itih tretmana
navodnjavanja. Sadrzaj gvozda (Fe) u korenu kod FI, PRD 1 RDI biljaka bio je 136.7
mg/kg, 113.7 mg/kg i 107.4 mg/kg (SI. 4.15B), pri ¢emu t-testom nije utvrdena
statisticki znacajna razlika u sadrzaju Fe u korenu izmedu biljaka razli¢itih tretmana

navodnjavanja.
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Slika 4.15 Uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na sadrzaj Fe u listovima (A) i

korenu (B) kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i flacca mutanta
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Rezultati

Uticaj razli¢itih tretmana navodnjavanja (FI, PRD i RDI) na sadrzaj Mn u
listovima i korenu kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT)i flacca mutanta prikazan je
na Sl. 4.16.

Kod divljeg tipa, sadrzaj mangana (Mn) u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka
bio je 527.2 mg/kg, 625.8 mg/kg i 606.7 mg/kg (SI. 4.16A), pri ¢emu t-testom nije
utvrdena znacajna razlika u sadrzaju mangana u listovima izmedu biljaka razlicitih
tretmana navodnjavanja. Sadrzaj mangana (Mn) u korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio
je 74.4 mg/kg, 80 mg/kg i 108.3 mg/kg (SI. 4.16B), pri ¢emu je t-testom utvrdena
znacajna razlika u sadrzaju mangana u korenu izmedu FI i RDI biljaka (P<0.05), kao i
izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.05). Takode je u PRD tretmanu utvrden i brzi transport

ovog elementa iz korena u listove.

Kod flacca mutanta, sadrzaj mangana (Mn) u listovima kod FI, PRD i RDI
biljaka bio je 333.4 mg/kg, 313.5 mg/kg i 397 mg/kg (SI. 4.16A), pri ¢emu je t-testom
utvrdena znacajna razlika u sadrzaju mangana u listovima izmedu FI i RDI biljaka
(P<0.01). Sadrzaj mangana (Mn) u korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio je 216.8
mg/kg, 138.4 mg/kg i 288.5 mg/kg (S1.4.16B), pri ¢emu je t-testom utvrdena znacajna
razlika u sadrzaju mangana u korenu izmedu FI i RDI biljaka (P<0.05), izmedu FI i

PRD (P<0.05), kao i izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.01).

Rezultati su pokazali da je kod flacca mutanta, sadrzaj Mn u korenu bio veci, a u
listovima manji u odnosu na divlji tip, odnosno da je kod flacca mutanta doslo do

znatno manje translokacije Mn iz korena u listove.
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Slika 4.16 Uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na sadrzaj Mn u listovima (A)

I korenu (B) kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i flacca mutanta
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Rezultati

Uticaj razli¢itih tretmana navodnjavanja (FI, PRD i RDI) na sadrzaj Cu i Zn u
listovima i korenu kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i flacca mutanta prikazan je
naSl. 4.1714.18.

Kod divljeg tipa, sadrzaj bakra (Cu) u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka bio je
1.97 mg/kg, 2.70 mg/kg i 2.71 mg/kg (SI. 4.17A), tako da nije bilo statisticki znacajne
razlike u sadrzaju Cu u listovima izmedu biljaka razli¢itih tretmana navodnjavanja.
Sadrzaj Cu u korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio je 49.5 mg/kg, 29.5 mg/kg i 52.5
mg/kg (SI. 4.17B), pri ¢emu je t-testom utvrdena znacajna razlika u sadrzaju Cu u

korenu izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.01).

Kod flacca mutanta, sadrzaj Cu u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka bio je
3.28 mg/kg, 1.97 mg/kg i 2.53 mg/kg (SI. 4.17A), pri ¢emu je t-testom utvrdena
znacajna razlika u sadrzaju Cu u listovima izmedu FI i PRD biljaka (P<0.05). Sadrzaj
Cu u korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio je 11.87 mg/kg, 15.79 mg/kg i 11.17 mg/kg
(SI. 4.17B), pri ¢emu t-testom nije utvrdena znacajna razlika u sadrzaju Cu u korenu

izmedu biljaka razlicitih tretmana navodnjavanja.

Rezultati su pokazali da je sadrzaj Cu u korenu bio ve¢i kod biljaka divljeg tipa

u odnosu na biljke flacca mutanta.

Kod divljeg tipa, sadrzaj cinka (Zn) u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka bio je
29.3 mg/kg, 32.7 mg/kg 1 60.6 mg/kg (SI. 4.18A), pri ¢emu je t-testom utvrdena
znacCajna razlika u sadrZaju cinka u listovima izmedu FI 1 RDI biljaka (P<0.01), kao 1
izmedu PRD i RDI biljaka (P<0.01). Sadrzaj Zn u korenu kod FI, PRD i RDI biljaka bio
je 167.8 mg/kg, 142.1 mg/kg i 155.1 mg/kg (Sl. 4.18B), pri cemu t-testom nije utvrdena
znaCajna razlika u sadrzaju cinka u korenu izmedu biljaka razli¢itith tretmana

navodnjavanja.

Kod flacca mutanta, sadrzaj Zn u listovima kod FI, PRD i RDI biljaka bio je
23.22 mg/kg, 23.85 mg/kg 1 26.52 mg/kg (SI. 4.18A), pri cemu t-testom nije utvrdena
znaCajna razlika u sadrzaju cinka u listovima izmedu biljaka razli¢itith tretmana
navodnjavanja. SadrZzaj Zn u korenu kod FI, PRD i1 RDI biljaka bio je 157.7 mg/kg,
150.1 mg/kg i 150.7 mg/kg (S| .4.18B), tako da t-testom nije utvrdena znacajna razlika

u sadrzaju cinka u korenu izmedu biljaka razli¢itih tretmana navodnjavanja.
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Slika 4.17 Uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na sadrzaj Cu u listovima (A) i

korenu (B) kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i flacca mutanta
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Slika 4.18 Uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na sadrzaj Zn u listovima (A) i

korenu (B) kod biljaka paradajza divljeg tipa (WT) i flacca mutanta
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4.2  Molekularna istraZivanja

U okviru molekularanih istrazivanja prac¢ena je ekspresija 3 gena i to: NCED,
TAOL i EIL1. Ekspresija gena je pracena tokom perioda koji odgovara vremenskim
intervalima od 5 okreta strane navodnjavanja u PRD tretmanu, odnosno 41 dan za divlji

tip 1 52 dana kod flacca mutanta.
Ekspresija NCED gena

Uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na ekspresiju NCED gena kod
biljaka paradajza divljeg tipa i flacca mutanta u toku eksperimenta prikazan je na Sl.
4.19.

Ekspresija NCED gena je, generalno, u svim tretmanima bila izrazenija kod

biljaka divljeg tipa u odnosu na flacca mutanta.

Kod divljeg tipa, ekspresija je bila najizrazenija kod PRD tretmana, dok je kod
RDI bila slabije izrazena. Kod PRD i RDI, ekspresija je bila najizrazenija prilkom
drugog okreta (17. dan), ali je kod RDI nakon toga doslo do smanjene ekspresije NCED,

narocito u poslednjem uzorkovanju (41. dan).

start | ] 1] v Vv

Fi

PRD

RDI

Fi

PRD

RDI

Slika 4.19 Uticaj FI, PRD | RDI tretmana navodnjavanja na ekspresiju NCED gena kod
biljaka paradajza divljeg tipa (A) flacca mutanta (B). L, II, IIL, IV i V oznacavaju okrete
strane zalivanja kod PRD

Kod flacca mutanta, ekspresija je bila izrazenija kod FI i RDI tretmana (sa
maksimalnom ekspresijom prilikom drugog okreta - 17. dan) u odnosu na PRD tretman
gde je nakon prvog okreta (9. dan) doslo do znatne redukcije.
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Ekspresija TAO1 gena

Uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na ekspresiju TAO1 gena kod
biljaka paradajza divljeg tipa i flacca mutanta u toku eksperimenta prikazan je na Sl.
4.20.

Rezultati pokazuju da je, kod biljaka divljeg tipa, vremenski obrazac ekspresije
bio sli¢an za PRD i FI tretman sa maksimalnom ekspresijom prilikom drugog (17. dan),
odnosno treceg PRD okreta (23. dan), dok je kod RDI tretmana ekspresija bila slabija,

narocito u poslednjem uzorkovanju (41. dan).
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Slika 4.20 Uticaj FI, PRD | RDI tretmana navodnjavanja na ekspresiju TAO1 gena kod
biljaka paradajza divljeg tipa (A) flacca mutanta (B). I, 11, III, IV i V oznadavaju okrete
strane zalivanja kod PRD

Ekspresija TAO1 u listovima flacca mutanta je bila slabija nego kod biljaka
divljeg tipa. Uporedivanje tretmana je pokazalo da je ekspresija kod RDI bila slabija
nego kod FI i PRD tretmana. Maksimalna ekspresija kod FI tretmana je bila prilikom
poslednja dva okreta (32.i 41. dan), dok je kod PRD i RDI bila ranije - 17. dana
(prilikom drugog okreta).

79



Rezultati

Ekspresija EIL1 gena

Uticaj FI, PRD i RDI tretmana navodnjavanja na ekspresiju EIL1 gena kod
biljaka paradajza divljeg tipa i flacca mutanta u toku eksperimenta prikazan je na Sl.
4.21.

Rezultati pokazuju da je ekspresija kod oba genotipa bila sli¢na za FI i PRD

tretman, dok je kod RDI doslo do smanjene ekspresije u poslednjem uzorkovanju.
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RDI
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PRD
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Slika 4.21 Uticaj FI, PRD I RDI tretmana navodnjavanja na ekspresiju EIL1 gena kod
biljaka paradajza divljeg tipa (A) flacca mutanta (B). L, 11, III, IV i V oznacavaju okrete

strane zalivanja kod PRD

Kod biljaka divljeg tipa, maksimalna ekspresija je bila prilikom drugog okreta
(17. dan) za PRD 1 RDI tretman, odnosno treceg (23. dan) kod FI tretmana.

Kod flacca mutanta, maksimalna ekspresija je bila prilikom drugog okreta - 17.
dan (FI i RDI), odnosno prvog okreta - 9. dan (PRD).
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5 DISKUSIJA

Ispitivanja sadrZaja vode u supstratu su, ocekivano, pokazala da su vrednosti
sadrzaja vode u supstratu bile zna¢ajno nize kod RDI biljaka i u nezalivanoj strani PRD
biljaka u poredenju sa kontrolnim biljkama (SI. 4.1). Dnevni sadrzaj vode kod
kontrolnih biljaka posle navodnjavanja odrzavao se blizu poljskog vodnog kapaciteta
(36%), dok je kod RDI biljaka u poc¢etnoj fazi eksperimenta sadrzaj vode u supstratu
opadao, da bi se nakon toga do kraja eksperimenta odrzavao na nivou od oko 18%.
Razlike u sadrzaju vode u supstratu izmedu navodnjavane i nenavodnjavane strane kod
PRD biljaka znacajno su se razlikovale tokom celog eksperimenta. Takode, iz rezultata
moze da se vidi da je sadrzaj vode u supstratu nenavodnjavane strane kod PRD biljaka
bio sli¢an sadrzaju vode u supstratu RDI biljaka. Sadrzaj vode u supstratu navodnjavane
strane kod PRD biljaka flacca mutanta bio je sli¢an sadrzaju vode u supstratu kod
kontrolnih biljaka, pogotovo u kasnijim fazama eksperimenta, dok je kod biljaka divljeg

tipa bio nesto nizi (oko 33%) u odnosu na kontrolne biljke.

Hu i sar. (2011) su pokazali da PRD biljke mogu da kompenzuju vodni stres u
zasu$ivanoj strani uzimanjem vode iz zalivanog dela korena, gde je voda dostupna. lako
su zalivana 1 nezalivana strana korenovog sistema hidrauli¢no izolovane, moguce je da
se voda iz relativno vlaZznog supstrata u zalivanoj strani kreée ka suvim delovima
supstrata preko korenovog sistema biljke. Ova pojava je opisana kao ,,hidrauli¢ni lift* i
predstavlja pasivno kretanje vode iz korena u zemljiSte sa niZim vodnim potencijalom,
dok drugi delovi korenovog sistema, koji se nalaze u vlaznijim delovima zemljista,
apsorbuju vodu (Caldwell i sar., 1998). Posto usvajanje vode korenovim sistemom
zavisi od gradijenta vodnog potencijala izmedu korena i zemljista (Jensen i sar., 1993),
veci gradijent vodnog potencijala izmedu korena i zemljista u zalivanoj strani bi mogao,
donekle, objasniti vecu brzinu usvajanja vode iz te strane. Takode, ukoliko se zemljiSte
isusuje, kretanje vode u zemljistu, zbog povecanja hidrauli¢ne otpornosti zemljista,
postaje ograniceno, te stoga, usvajanje vode iz suvog dela zemljista opada (Green i
Clothier, 1995). Veca brzina usvajanja vode mogla bi biti 1 posledica vece povrSine
korenovog sistema 1 bolje hidraulicne provodljivosti korena posle navodnjavanja suve
strane (Kang i sar., 1998; Kang i sar., 2002). Kanali za vodu (koji su izgradeni od

akvaporina) imaju, takode, znacajnu ulogu u usvajanju vode u toku nedostatka vode u
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zemljistu (Martre i sar., 2002), zato $§to mogu delovati na radijalni transport vode u
korenovima (Maurel i Chrispeels, 2001; Tyerman i sar., 2002). Na aktivnost ovih
kanala uti¢e veliki broj faktora ukljuc¢ujuc¢i pH, osmotski gradijent, vlaznost zemljista i

dostupnost hranljivih materija (Clarkson i sar., 2000).

Medutim, postoje i rezultati za paradajz koji pokazuju da je moguce odrzavati
sadrzaj vode u supstratu navodnjavane strane PRD biljaka priblizno sadrzaju vode u
supstratu kontrolnih biljaka, u toku celog eksperimenta (Sobeih i sar., 2004), sto je kod
nas bio slucaj sa flacca mutantom. Jedno od objasnjenja ovog neslaganja izmedu
razliitih istraZivanja je U mogucoj razlic¢itoj genotipskoj reakciji paradajza na PRD

tretman.

U pocetku, vreme izmedu promene strana zalivanja kod oba genotipa je bilo
sli¢no, dok je kasnije doslo do produzenja vremena kod flacca mutanta. Prose¢no vreme
izmedu dve promene strana zalivanja kod PRD tretmana iznosilo je, za divlji tip, oko 8
dana, dok je kod flacca mutanta bilo potrebno nesto vise vremena i iznosilo je oko 10

dana.

Duzi PRD ciklus kod flacca mutanta, u odnosu na divlji tip, sugerie da je
usvajanje vode, od strane korena, kod biljaka flacca mutanta manje u odnosu na biljke
divljeg tipa. Veée usvajanje vode od strane biljaka divljeg tipa moze biti rezultat porasta
veli¢ine korenovog sistema, biomase, Sto su potvrdili 1 nasi rezultati (Sl. 4.3 1 4.4) ili
hidrauli¢ne provodljivosti korena. Takode, posto su biljke flacca mutanta znatno manje

(SI. 4.2, 4.3, 4.4), njihova potreba za vodom je manja.

Dobijeni rezultati su potvrdili da su PRD i RDI tretmani znacajano uticali na
redukciju rastenja izdanka, pogotovo RDI. Kod oba testirana genotipa, na Kraju
eksperimenta, visina biljaka je u vecoj ili manjoj meri (u zavisnosti od tretmana) bila
redukovana, u poredenju sa kontrolnim biljkama. Nasi rezultati su u skladu sa drugim
rezultatima dobijenim primenom PRD i RDI tretmana na paradajzu (Davies i sar., 2000;
Mingo, 2003; Stiki¢ i sar., 2003; Zegbe-Dominguez i sar., 2003).

Nasi rezultati su, takode, pokazali da su biljke flacca mutanta bile niZze u odnosu
na divlji tip za oko 40%, u zavisnosti od tretmana. To je u skladu sa rezultaitima Jones i
sar (1987) koji su u svojim istrazivanjima dobili smanjenje visine flacca biljaka za 46%

u odnosu na divlji tip.
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Efekat ispitivanih tretmana na rastenje vegetativnih organa je pracen i preko
merenja njihove biomase (sveze 1 suve mase listova, stabla i korena). Ovi rezultati su,
sli¢no prethodnim parametrima rastenja, takode, pokazali da je, uglavnom, doslo do
redukcije, ali da ona u nekim slu¢ajevima nije bila statisticki znacajna. Tako je kod
divljeg tipa, znacajno bila redukovana sveza i suva masa listova i suva masa stabla kod
PRD biljaka, odnosno sveza i suva masa listova, kao i sveza masa stabla i korena kod
RDI biljaka, u odnosu na kontrolne biljke (SI .4.3 1 4.5). Kod flacca mutanta, znacajno
je bila redukovana sveza i suva masa listova kod RDI biljaka (SI. 4.4 i 4.6). Smanjenje
rastenja PRD i RDI biljaka u odnosu na optimalno zalivane biljke su dobili i drugi
autori (Mingo, 2003; Chaves i sar., 2007; Kirda i sar., 2004). Poznato je da je rast
se, za razliku od korena, osmotska prilagodavanja javljaju sporije tako da vodni deficit
dovodi do upadljive inhibicije rasta (Chaves i sar., 2003). Ispitivanja Savi¢ i sar. (2009)
su pokazala da PRD tretman, menjaju¢i tzv. ,,source-sink® odnos asimilata, moze da
uti¢e i na njihov transport od listova ka plodovima, §to je od posebnog znac¢aja za prinos

i kvalitet plodova paradajza.

Redukcija rastenja izdanka moZe nastati kao rezultat delovanja hemijskih ili
hidrauli¢nih signala suSe, kao i njihove interakcije. Smanjeno usvajanje vode moze
dovesti do redukcije turgora u celijama korena, $to u ranim fazama suSe predstavlja
direktan signal za sintezu razli¢itih metabolita, tzv. hemijskih signala suse (prvenstveno
biljnih hormona), koji se ksilemom transportuju ka izdanku gde, kao adaptivne reakcije,
mogu da izazovu delimi¢no zatvaranje stoma ili da redukuju rastenje (Hartung i sar.,
1999). Dalje napredovanje suse ima tzv. hidrauli¢ni efekat jer se smanjuje turgor u
¢elijama korena 1 koli¢ina vode koja se ksilemom transportuje ka izdanku, Sto za
posledicu ima smanjenje turgora u celijama listova, potpuno zatvaranja stoma i

redukciju drugih metabolickih procesa (Dodd i sar., 1996).

NajceSce ispitivan hemijski signal je ABA, medutim, redukcija rastenja moze
nastati 1 pri promeni drugih hemijskih signala, kao Sto je npr. redukcija sadrzaja
citokinina do koje dolazi pri niskom sadrzaju vode (Bano i sar., 1993, 1994;
Kudoyarova i sar., 2007). Hemijski signal moze biti i promena pH ksilema ili apoplasta
koja, takode, utiCe na redukciju provodljivosti stoma (Wilkinson i Davies, 1997;
Wilkinson i sar., 1998; Wilkinson, 1999) ili rastenje ¢elija (Bacon i sar., 1998; Davies i
sar., 2002).
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Rezultati su, takode, pokazali da je sveza i suva masa izdanka bila znac¢ajno
manja kod flacca mutanta u odnosu na divlji tip. Sli¢ne rezultate je dobio i Bradford
(1983).

Opsteprihvaceno je da je ABA inhibitor rasta nadzemnog dela biljke (Trewavas i
Jones, 1991), tako da je paradoksalno da su mnogi rezultati potvrdili da su ABA mutanti
manjeg rasta 1 sa manjim listovima od biljaka divljeg tipa. Jedno od objasnjenja za
manji rast nadzemnog dela ABA mutanata je njihova vecéa produkcija etilena, u odnosu
na biljke divljeg tipa (Neill i sar., 1986). Prema Sharp-u i sar. (2000), uloga ABA je da
odrzava rast limitiraju¢i produkciju etilena. Visoka koncentracija etilena redukuje razvoj
ksilema (Zobel i Roberts, 1978) tako $to inhibira polarni transport auksina (Beyer i
Morgan, 1971), koji su neophodni za rastenje celija, ali i ksilemsku diferencijaciju
(Sugiyama i Komamine, 1990), a od povrsine ksilema zavisi transport vode i mineralnih

materija.

Merenja sveze 1 suve mase korena su pokazala da nije doSlo do povecanja
rastenja korenovog sistema kod PRD i RDI biljaka oba genotipa u odnosu na kontrolne
biljke (SI. 4.3-C, 4.4-C, 4.5-C i 4.6-C). To je u saglasnosti sa rezultatima Davies-a i sar.
(2000) i Dry-a i sar. (2000) koji nisu dobili znacajne razlike u biomasi korena izmedu
PRD i kontrolnih biljaka kod paradajza i vinove loze, osim $to je doslo do promena u
distribuciji korena koji je kod PRD biljaka rastao u dubljim slojevima zemljiSta. Sa
druge strane, Kang-a i sar. (1998) su dobili povecanje biomase korena kod kukuruza
pod uticajem PRD tretmana, koje je verovatno bilo rezultat pospeSivanja rastenja i

razvi¢a boénih korenova (Liang i sar., 1996).

ABA deficitarni mutant flacca imao je manju svezu i suvu biomasu korena u
odnosu na divlji tip. Sli¢ne podatke za smanjenje suve mase korena kod flacca mutanta
u poredenju sa divljim tipom dobili su i Bradford (1983) i Jones i sar (1987). Poznato je
da flacca mutant proizvodi vise etilena od divljeg tipa (Tal i sar., 1979), pa povecanje
etilena, u odnosu na smanjenu koncentraciju ABA u korenu, inhibira rast korena (Chen i
sar., 2003). Prema Sharp-u i sar (2000), smanjen rast korena flacca mutanta, medutim,
samo delimi¢no moze biti pripisan etilenu, jer tretman flacca biljaka inhibitorima etilena

rezultuje samo delimi¢nim poboljSanjem rasta korena.

Nasa istrazivanja nisu obuhvatila detaljniju analizu samog procesa rastenja

korena. Rezultati Proki¢ i Stiki¢ (2011) su, kod nesto mladih biljaka divljeg tipa i flacca
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mutanta i pri slicnom sistemu PRD, pokazali da je susa indukovala rast korena (duzinu i
povrsinu) u odnosu na optimalne uslove. Oni su ukazali i da se ovakve adaptivne
reakcije korena brzo odvijaju i pretpostavka je da se signali za ovakvu adaptaciju,
verovatno, javljaju u prvim fazama suse (posle 3 dana) i da, potom, oni veoma brzo
rezultiraju promenama na nivou korena (11-tog dana suse). Ovakav pozitivan efekat se

u naSem eksperimentu ispoljio kod flacca mutanta u PRD tretmanu.

Vece smanjenje sveze mase RDI u poredenju sa PRD biljkama, u odnosu na
kontrolne, je u skladu sa nizim vrednostima vodnog potencijala listova kod RDI biljaka
u odnosu na PRD i FI (SI. 4.7). To nam ukazuje da je redukcija rastenja RDI biljaka
prvenstveno rezultat veteg stepena stresa kome su one bile izloZene i, stoga, rezultat

dejstva tzv. hidrauli¢nih signala.

Nasa istrazivanja su pokazala da je, zbog redukcije rastenja izdanka i
pospesivanja rastenja korena, odnos suve mase korena i izdanka bio znacajno veéi kod
PRD biljaka u odnosu na kontrolne biljke, kod flacca mutanta (SI. 4.7-B), dok kod
biljaka divljeg tipa nije bilo statisticki znacajne razlike u odnosu suve mase korena i
izdanka izmedu razliCitih tretmana. Povecanje odnosa koren/izdanak javlja se u
uslovima suSe, ali i u uslovima nedostatka hranljivih materija i visokih temperatura

zemljiSta nepovoljnih za optimalno funkcionisanje korena (Poorter i Nagel, 2000).

Istrazivanja su imala za cilj i da ukazu da li se u osnovi PRD i RDI efekata na
rastenje i vodni rezim biljaka nalaze hidrauli¢ni ili hemijski signali suse i/ili njihovo
interakcijsko dejstvo. Rezultati merenja potencijala vode, u optimalnim uslovima,
pokazuju da su biljke flacca mutanta bile izloZzene ve¢em stepenu stresa (prose¢no -0.65
MPa), u odnosu na biljke divljeg tipa (prosecno -0.50 MPa). Te razlike se mogu
objasniti manjom sposobnos¢u flacca biljaka da zatvore stome i tako sprece
dehidrataciju listova, u odnosu na divlji tip. To potvrduju i rezultati merenja
provodljivosti stoma, koji su, generalno, bili ve¢i u listovima flacca mutanta, u odnosu
na divlji tip (Slika 4.8 i 4.9). Vrednosti provodljivosti stoma su se kod flacca mutanta
kretale do 1320 mmolm™s™, dok je maksimalna vrednost kod divljeg tipa bila 1000
mmolm™s™. Minimalne vrednosti provodljivosti stoma su bile 195 mmolm™s™ kod
divljeg tipa, odnosno 412 mmolm™s™ kod flacca mutanta. Razlike u potencijalu vode i
provodljivosti stoma izmedju mutanata, deficitarnih u sintezi ABA i divljeg tipa, kod
koga se proces odvija nesmetano, su potvrdene i od strane drugih autora i to, ne samo

kod paradajza, ve¢ i kod drugih biljaka (Bradford KJ, 1983; Burbidge i sar., 1999).
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Rezultati Sagi i sar. (1999) su pokazali da se kod flacca mutanta sintetiSe, u
nadzemnom delu biljke, svega 20-26% ABA, a u korenu do 67% ABA, u odnosu na

divlji tip. Usled toga dolazi i do manjeg stepena zatvaranja stoma.

Dobijeni rezultati potencijala vode su pokazali da su RDI biljke bile izlozene
veéem stepenu stresa, U odnosu na PRD biljke i to kod oba ispitivana genotipa (Tab. 2 i
3). Poredjenje ovih rezultata sa merenjima provodljivosti stoma ukazuje da reakcije
zatvaranja stoma u RDI uslovima prate opadanje potencijala vode u listovima (SI. 4.8 i
4.9). To ukazuje da su ove reakcije stominih ¢elija, kod oba genotipa, rezultat dejstva
hidrauli¢nih signala. Isto se mozZe pretpostaviti i za inhibitorni efekat RDI na rastenje
biljaka divljeg tipa i flacca mutanta. Na osnovu ovih podataka, moze se, takode,
pretpostaviti da hidrauli¢ni signali imaju veéi uticaj na redukciju rastenja kod RDI
biljaka u odnosu na PRD biljke. Sli¢ne rezultate u ispitivanjima efekata PRD i RDI na
biljke paradajza dobili su Topcu i sar. (2006) i Savic¢ i sar. (2009).

Rezultati analize efekata PRD tretmana na vodni rezim biljaka divljeg tipa i
flacca mutanta su pokazali da se vrednosti potencijala vode nisu znacajno razlikovale od
FI tretmana, dok su, generalno, vrednosti provodljivosti stoma bile, u proseku, nize od
prose¢nih vrednosti za Fl. To ukazuje da su hemijski signali, a ne hidrauli¢ni, bili
odgovorni za reakcije stominih Celija. Rezultati Liu i sar. (2006a, 2006b) ukazuju da je,
za sli¢ne vrednosti vodnog potencijala listova kod PRD 1 kontrolnih biljaka, neophodno

.....

sadrZaju vode u supstratu kontrolnih biljaka, Sto je kod nas i bio slucaj.

Ispitivanja Savi¢ i sar. (2009) su pokazala da opadanje provodljivosti stoma kod
PRD biljaka paradajza pocinje ranije nego kod RDI biljaka 1 to u periodu kada nisu
utvrdene promene u potencijalu vode, $to ukazuje na hemijske signale suse. Ovi
rezultati su, kao i rezultati koje su dobili Liu i sar. (2005), pokazali da u kasnijoj fazi
ogleda dolazi do interakcije hemijskih i hidrauli¢nih signala. Rezultati Savi¢ i sar.
(2009) su pokazali i da PRD 1 RDI tretmani nisu znacajno uticali na proces fotosinteze,

tako da je doslo do porasta u efikasnosti usvajanja vode (WUE — water use efficiency).

Cilj istrazivanja je bio 1 da se prati dnevna dinamika otvaranja stoma u razli¢itim
tretmanima i kod oba ispitivana genotipa. Takva istraZivanja se nastavljaju na prethodna
ispitivanja Proki¢ (2009) koja su imala za cilj da objasne ulogu stominih ¢elija u

adaptivnim reakcijama biljaka na PRD 1 RDI. Ova istrazivanja su obavljena sa sli¢nim
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dizajnom PRD eksperimenata i istim Ailsa Craig i flacca genotipovima. Razlike u
odnosu na na$ eksperiment su bile u tome, Sto su ispitivanja obavljena, umesto sa RDI,
sa klasi¢nom suSom, zatim, sa mladim biljkama i kra¢im trajanjem eksperimenata (10
dana), kao i kra¢im periodom ispitivanja dinamike promene provodljivosti stoma i
potencijala vode. Ovi rezultati su ukazali na postojanje dvofaznog (brzog i sporog)
odgovora stominih ¢elija na ispitivane tretmane. Pri tome se odgovor stoma na PRD
tretman moze okarakterisati kao brzi, a odgovor na susu kao spori odgovor. Ovi
rezultati su, takode, ukazali da se reakcije biljaka divljeg tipa na PRD mogu
okarakterisati kao rezultat dejstva hemijskih, a flacca mutanta kao rezultat dejstva

hidrauli¢nih signala.

Generalno, nasa istrazivanja dnevne dinamike, u toku trajanja svih tretmana su,
takode, pokazala da postoji razlicita kinetika u reakcijama stominih celija, ali da se to
uglavnom javlja samo u toku perioda od 7 h do 14 h. Posle tog perioda su trendovi
promena, uglavnom, veoma sli¢ni. To ukazuje da se adaptivne reakcije stominih celija
(zatvaranje ili otvaranje) mogu analizirati samo u prepodnevnim i ranim popodnevnim
casovima. Ukoliko se uporede dnevna dinamika merenja na pocetku eksperimenta sa
vrednostima na kraju, kod divljeg tipa, uocavaju se, takode, razlike izmedu PRD i RDI
tretmana. U PRD tretmanu oscilacije provodljivosti stoma su veée i mnogo brze u
odnosu na RDI. Tako, kinetika promena provodljivosti stoma u poslednjem merenju
PRD tretmana prati trend brzog opadanja provodljivosti stoma u prvih 1 sat, zatim u
toku 1 sata sledi porast provodljivosti stoma i potom, opet, po¢inje naglo opadanje
provodljivosti stoma koja se u periodu od 10 do 14 ¢asova smanjila za 64%.
Istovremeno, u periodu od 10 do 14 h su se vrednosti provodljivosti stoma kod RDI
biljaka smanjile za 48% (Slika 4.8).

Slic¢an trend, ali sa znatno viSe variranja, se uocava i kod flacca mutanta (Slika
4.9). Na pocetku PRD tretmana, opadanje provodljivosti stoma kod ovih biljaka
zapocinje tek u 10 h, dok na kraju ispitivanog perioda (tre¢i okret PRD), brzo opadanje
provodljivosti stoma zapocinje mnogo ranije (u 8 h). Ta reakcija se javlja i ranije u
odnosu na biljke divljeg tipa (zapocinje u 10 h), ali su rezultujuce vrednosti
provodljivosti stoma na kraju ogleda kod flacca mutanta vise (501 mmolm™s™) nego
kod divljeg tipa (202 mmolm™s™). To ukazuje da raniji pocetak i duzi period zatvaranja

stoma, zbog manje koli¢ine ABA, ne dovodi do veceg zatvaranja stominih ¢elija.
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Ispitivanja u RDI tretmanu pokazuju znatno vece oscilacije u reakcijama
stominih ¢elija, ali, generalno, proces opadanja provodljivosti stoma (zatvaranje stoma)
je sporiji u odnosu na PRD tretman. Stoga, nasa ispitivanja kod oba genotipa potvrduju
rezultate Prokic¢ (2009) po kojima se reakcije na PRD tretman mogu okarakterisati kao
reakcije brzeg odgovora, a reakcije na suSu kao reakcije sporijeg odgovora. Sli¢nosti
izmedu nasih i rezultata Proki¢ (2009) se ispoljavaju kod efekta PRD tretmana na biljke
divljeg tipa, jer rezultati u oba eksperimentalna sistema ukazuju na kontrolu reakcija
hemijskim signalima. Razlike izmedu nasih rezultata se ogledaju u tome, $to nasa
ispitivanja ukazuju da su reakcije flacca mutanta kod PRD, regulisane tipom odgovora
hemijskih signala, dok rezultati Proki¢ (2009) ukazuju na hidrauli¢ne signale. Razlike
se, verovatno, mogu pripisati duzem eksperimentalnom periodu u nasem ogledu i ve¢em
broju obrta u PRD, koji je mogao da indukuje i drugi tip kontrole adaptavnih reakcija
kod flacca mutanta. Takode su se razlike ispoljile i u tretmanu RDI i suSe, jer nasi
rezultati ukazuju na hidrauli¢ne signale kod oba genotipa, za razliku od rezultata Prokié¢

(2009) koji ukazuju na dejstvo hemijskih signala suse kod flacca mutanta.

Sadrzaj ABA u listovima kod FI, RDI i PRD biljaka paradajza prikazan je na Sl.
4.10. Sadrzaj ABA u listovima kod PRD (435.18 ng g FW™) i RDI (376.25 ng g FW™)
biljaka je bio veéi u odnosu na kontrolne FI biljke (338.90 ng g FW™) kod divljeg tipa.
Sli¢no je bilo i kod flacca PRD (91.98 ng g FW™) i RDI (161.08 ng g FW™) biljaka u
odnosu na FI biljke (70.76 ng g FW™). Ovi rezultati su za sve tretmane potvrdili da je
koncentracija ABA u listovima flacca mutanta bila znacajno manja od koncentracije u
listovima divljeg tipa. Ona se kretala u opsegu od 20% za FI do 42% za RDI tretmane.
Koncentraciju ABA u listovima flacca mutanta od samo 20% u odnosu na divlji tip su
takode utvrdili Sagi i sar. (1999). Njihovi rezultati pokazuju neSto nizu koncentraciju
ABA i za divlji tip (270.8 ng g FW™) i flacca mutanta (63.2 ng g FW™), a §to se moze
objasniti razlikama u eksperimentalnim uslovima ovih, u odnosu na nasa istrazivanja.
Rezultati Proki¢ (2009) pokazuju da su razlike izmedu biljaka flacca mutanta i divljeg

tipa mnogo viSe izraZzene u koncentraciji ABA u listovima nego u korenu.

Kod oba genotipa, ispitivani tretmani su uticali na koncentraciju ABA u
listovima. Kod divljeg tipa, veci efekat na povecanje sadrzaja ABA u listovima je imao
PRD tretman (1.3 puta), dok je kod flacca mutanta to bio RDI tretman (2.3 puta).
Sli¢no, Dodd i sar. (2006) su u svojim eksperimentima dosli do rezultata da je, u

poredenju sa kontrolnim biljkama, ksilemska ABA bila znacajno ve¢a kod PRD biljaka,
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cak veca i u poredenju sa RDI biljkama, Sto se pokazalo i u nasim istrazivanjima

sadrzaja ABA u listovima kod divljeg tipa (Sl .4.10).

Prema istrazivanjima Stoll-a i sar. (2000), PRD tretman dovodi do povecanja
koncentracije ABA u suvoj strani korena, pa se tako koncentracija ABA u nezalivanoj
strani korena povecava i do 10 puta. Velike promene u sadrzaju ABA u korenu,
povezane sa isuSivanjem zemljiSta, ne moraju, medutim, da znace, istovremenu,
ekvivalentnu promenu u sadrzaju ABA u listovima, iako je sadrzaj u listovima, po
pravilu, visi kod biljaka izlozenih PRD tretmanu nego kod optimalno zalivanih biljaka
(Stoll i sar., 2000, Kidra i sar., 2004). Vecina eksperimenata sa PRD biljkama je
pokazala da one imaju viSe ABA u ksilemskom soku u poredenju sa biljkama koje su
zalivane istom koli¢inom vode, ali rasporedene na ceo korenov sistem (Rodrigues i sar.,
2008, Liu i sar., 2006, Dodd i sar., 2006, Savi¢, 2003, Dodd i sar., 2008a). Promena
strana zalivanja u PRD tretmanu povecava transport ABA iz korena (Dodd i sar.,
2006b), jer se, prilikom ponovnog zalivanja suve strane, omogucava ovom delu korena
da doprinese proporcionalano vise ukupnom fluksu i na taj nadin se u transpiracioni

sistem oslobada ABA akumulirana u korenu u toku isusivanja zemljista.

U skladu sa hipotezom Sharp-a i sar. (2000) o odnosu ABA i etilena, porast
koncentracije ABA u PRD tretmanu u listovima flacca mutanta, kao i redukcija
provodljivosti stoma i odrzanje viSih kona¢nih vrednosti potencijala vode, mogli bi da
objasne vecu akumulaciju sveZe i suve mase kod ovog tretmana u odnosu na FlI ili RDI
(Slika 4.4 i 4.6).

Veci porast sadrzaja ABA u listovima kod RDI biljaka flacca mutanta, u odnosu
na PRD biljke, uz istovremeno nize kona¢ne vrednosti potencijala vode, ukazuje da je
ova akumulacija bila rezultat vec¢eg stepena stresa kome su biljke bile izlozene, u
odnosu na PRD biljake. ABA detektovana u listovima moze biti poreklom iz korena i
transportovana preko ksilema, moZe biti produkt biosinteze u listovima, ili rezultat
recirkulacije izmedu korena i nadzemnog dela biljke (Davies i sar., 2000). U veéini
PRD eksperimenata postoji generalno slaganje da ksilemska ABA moze biti kljucni

molekul hemijskog signala stresa suSe. (Chaves i sar., 2003; Tuteja i Sopory, 2008).

Sli¢no povecanje u sadrzaju ABA u listovima kod oba genotipa, prilikom PRD
uslova, ukazuje da flacca mutacija ne pogada transport ABA iz korena u nadzemni deo

kao $to je pokazano od strane Sagi i sar. (1999). Moze se, takode, prihvatiti i druga
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hipoteza Sagi i sar. (1999) po kojoj bi obrazovana ABA u susi bila rezultat male
promene u biosintetskom putu, pri kojoj se ABA-aldehid preko ABA-alkohola pretvara
u ABA. Razlika u naSim i Sagi-jevim (1999) rezultatima moze biti objasnjena razli¢itim

stepenom stresa kod istrazivanih mutanata paradajza.

Po rezultatima Topcu i sar. (2006), sadrzaj ABA u ksilemu PRD i RDI biljaka je

dinamican, pre navodnjavanja je dosta vec¢i u odnosu na period posle navodnjavanja.

Nasa istrazivanja nisu obuhvatila merenja ksilemske ABA (zbog teSko¢a u
prikupljanju dovoljne koli¢ine uzorka za analizu), a merenja ABA u listovima nisu
obavljana uporedo sa merenjima provodljivosti stominih ¢elija. Stoga, rezultati merenja
ABA u listovima mogu samo indirektno da ukazu na hemijsku prirodu signala suse kod
ispitivanih genotipova i u ispitivanim tretmanima. Rezultati analize korelativnih odnosa
ksilemske i ABA u listovima sa reakcijama stominih ¢elija biljaka divljeg tipa i flacca
mutanta (Proki¢, 2009), iako dobijeni u mnogo kra¢em eksperimentalnom periodu u
odnosu na naSe uslove, ukazuju da je ABA hemijski signal suse za oba genotipa, ali da
je za biljke divljeg tipa mnogo znacajnija ksilemska ABA poreklom iz lista, a za biljke

flacca mutanta, poreklom iz korena.

Na osnovu ovih, ali i drugih podataka iz literature, mozemo pretpostaviti da je i
sadrzaj ABA u listovima kod PRD i RDI biljaka dinami¢an, pa rezultati mnogo zavise i
od vremena uzimanja uzoraka. Tako da, buduca istrazivanja zahtevaju ¢eS$¢e uzimanje
uzoraka za pracenje dinamike sadrzaja ABA u listovima, uz istovremeno pracenje
provodljivosti stoma. Niz istrazivanja ukazuje i da su ova proucavanja jo§ sloZenija jer
bi uticaj ABA mogao biti regulisan razliCitim faktorima kao S§to su npr.. pH,
rizobakterije, joni i apoplasticne B-glukozidaze u listovima (Wilkinson, 1999; Davies i
sar., 2005; Dodd i sar., 2006; Jiang i Hartung, 2007).

Ispitivanja sadrzaja biogenih elemenata u listovima i korenu obavljena su sa
ciljem da se utvrdi da li PRD i RDI sistemi navodnjavanja mogu da uticu na usvajanje i
distribuciju pojedinih elemenata. Medutim, u literaturi ne postoje podaci o uticaju PRD i
RDI zalivanja na akumulaciju pojedinih elemenata u biljkama, iako bi oni mogli imati

znacajnu ulogu u source/sink preraspodeli asimilata (Fujita i sar., 2003)

Literaturni podaci pokazuju da je, u uslovima suSe, redukovano usvajanje

nutrienata korenom i transport nutrienata iz korena u nadzemni deo biljke, usled
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redukovanog intenzitete transpiracije i aktivnog transporta (Viets, 1972; Hsiao, 1973;
Kramer i Boyer, 1995).

Nasi rezultati merenja koncentracije N su pokazali da je, kod flacca mutanta,
PRD tretman znacajno povecao usvajanje N od strane korena ali i njegovu koncentraciju

u listovima (Slika 4.11).

Poredjenja koncentracije N u listovima biljaka divljeg tipa i flacca mutanta su
pokazala i da je koncentracija ovog elementa u svim tretmanima bila za oko 15% veca
kod flacca mutanta u odnosu na divlji tip. Pri tome se ove razlike nisu ispoljile na nivou
korena. Moze se pretpostaviti da je veca koncentracija N u listovima flacca mutanta
rezultat manjeg uce$¢a ovog elementa u metabolickim procesima koji su kod flacca
mutanta, u odnosu na divlji tip, sporiji, a na to ukazuje i manji rast i manja biomasa

flacca mutanta, u poredenju sa biljkama divljeg tipa.

Rezultati u literaturi za akumulaciju N su razli¢iti. Topcu i sar. (2007) nisu
dobili razlike izmedu FI, RDI i PRD tretmana kod biljaka paradajza. Sli¢no, Hu i sar.
(2009) su u svojim istrazivanjima dobili da PRD nije poveéao usvajanje N kod
kukuruza (Zea mays L.). Neke studije su pokazale da PRD tretman povecava
akumulaciju N kod nekoliko useva (Wang i sar., 2009; Shahnazari i sar., 2008). Wang i
sar. (2009) su dobili da je, u poredenju sa FI i RDI tretmanom, PRD tretman povecao
sadrzaj N kod krompira 1 predlozili da je uzrok tome, uglavnom, povecana dostupnost N
u zemljistu. Sli¢no, ve¢u akumulaciju azota u krtolama i listovima krompira kod PRD
biljaka, u odnosu na kontrolne biljke, dobili su u istrazivanjima Shahnazari i sar. (2008)
i Jovanovic¢ i sar. (2010). Ovi rezultati, kao i drugi literaturni podaci, ukazuju na znacaj
PRD metode u poveéanju efikasnosti u usvajanju, ne samo vode (WUE), ve¢ i
nutrienata (NUE-nutrient-use efficiency), posebno azota. Skorasnji rezultati su pokazali
da povecana dostupnost N moze znacajno alkalizovati ksilemski sok kod paradajza, Sto
utice na senzitivnost odgovora stoma na isuSivanje zemljiSta, zadrzavanjem ABA,

poreklom iz korena, u apoplastu (Jia i Davies 2007; Wilkinson i sar., 2007).

Razli¢iti tretmani navodnjavanja nisu doveli do statisticki znaCajne razlike u
sadrzaju K u listovima, medutim, jesu u korenu i brzini translokacije. Ovi rezultati su
ukazali i na razlike u transportu ovog elementa u susi jer je kod divljeg tipa pri RDI
tretmanu doslo do povecane translokacije K u listove, a kod flacca mutanta je

translokacija bila smanjena. Sadrzaj K u listovima je bio znatno visi kod flacca mutanta,
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u odnosu na divlji tip. Kalijum povecéava rezistenciju biljaka na suSu kroz svoje funkcije
u regulaciji stoma, osmoregulaciji, energetskom statusu, sintezi proteina i homeostazi
(Marschner, 1995). Takode, ucestvuje u odrzavanju turgora (Mengel i Arneke, 1982) i
redukciji transpiracije u uslovima suse (Andersen i sar., 1992). Pretpostavka je i da je
manji sadrzaj slobodnog K u listovima biljaka divljeg tipa rezultat njegove vece

mobilizacije u metaboliCkim procesima.

Susa je dovela do smanjenja sadrzaja Ca u listovima, mada u nekim slucajevima
to nije bilo statisticki znacajno. Smanjenje koncentracije Ca u uslovima suSe je
objasnjeno smanjenim intenzitetom transpiracije (Llorens i sar., 2004) koja je visoko
korelisana sa absorpcijom Ca (Marschner, 1995). Nasi rezultati su pokazali da su se
razlike u tretmanima ispoljile na nivou translokacije jona. RDI tretman je kod oba
genotipa usporio transport ovoga jona ka listovima u odnosu na Fl i PRD tretmane. Kod
flacca mutanta, PRD je imao pozitivan efekat na translokaciju Ca u odnosu na FI ili
RDI.

Za razliku od Ca, rezultati za Mg nisu pokazali znacajne razlike izmedu
ispitivanih tretmana i analiziranih organa. Kod flacca mutanta razlike su se ispoljile na

nivou korena i translokacije Mg koja je bila najsporija u PRD tretmanu.

Na sadrzaj mikroelemenata Fe, Mn i Zn uticaj je imao jedino RDI tretman, tako
S§to je doslo do povecane akumulacije Fe u korenu, odnosno Zn u listovima biljaka
divljeg tipa. Akumulacija Mn je bila ve¢a u RDI tretmanu kada su u pitanju sadrzaj u
korenu kod oba genotipa i sadrzaj u listovima kod flacca mutanta. Takode, primetno je
da je kod biljaka flacca mutanta doslo do slabije translokacije Mn iz korena u listove, u
odnosu na biljke divljeg tipa. Kod oba genotipa je PRD tretman ubrzao translokaciju
ovog elementa iz korena u listove. To je od posebnog znacaja jer, Mn kao znacajan
antioksidacioni agens, moze da smanji oksidacioni stres u susi i tako poveca toleranciju

biljaka na susu (Wang i sar., 2010).

Kao odgovor na vodni deficit 1 porast sadrzaja ABA, deSavaju se mnoge
promene u ekspresiji gena (Bray, 2007; Qin i sar,. 2011). U literaturi nema mnogo
podataka o molekularnoj osnovi efekata deficita navodnjavanja na biljke. Rezultati
Prokic¢ (2009) su pokazali da se razlikama u ekspresiji ABI3 i RD20 gena mogu objasniti
razlike u reakcijama stominih ¢elija biljaka divljeg tipa i flacca mutanta. Nasi rezultati

su obuhvatili drugu grupu gena i potvrdili razlike u ekspresiji istrazivanih TAO1, NCED
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i EIL1 gena pri FI, PRD i RDI tretmanu, tokom trajanja eksperimenta, kao i izmedu

biljaka divljeg tipa i flacca mutanta.

Dobro je poznato da stres (posebno suse) aktivira ABA biosintezu. Pokazano je i
da stres suse indukuje ekspresiju NCED kod mnogih biljaka, ukljucuju¢i paradajz
(Burbidge i sar., 1999). Izostanak stresa kod biljaka divljeg tipa pri FI tretmanu moze
da objasni relativno slab porast u ekspresiji NCED tokom eksperimentalnog perioda, u
poredenju sa PRD i RDI tretmanima (posebno prvi i drugi PRD okret - 9. i 17. dan). U
isto vreme, ekspresija TAO1 gena kod FI biljaka ukazuje da je TAOl odgovoran za

ABA biosintezu i finalni sadrzaj u listovima kod ovog tretmana (SI. 4.20).

Dobra ekspresija oba gena (TAO1 tokom celog perioda i NCED prilikom prvog
PRD okreta - 9. dan) kod flacca mutanta pri FI tretmanu ukazuje da su oba gena
odgovorna za ABA sadrzaj u listovima ovih biljaka (SI. 4.19 1 4.20).

Rezultati Thompson-a i sar. (2000) su pokazali vrlo brzo povecanje NCED
transkripata u listovima paradajza. NaSi rezultati nisu pokazali brz porast u ekspresiji
gena (na$ eksperiment je dizajniran za duze adaptivne odgovore gena), jer je kod skoro
svih tertmana, ¢ak i RDI, do povecanja ekspresije NCED doslo kod drugog PRD okreta-
17. dan. Razlike izmedu nasih i Thompson-ovih (2000) rezultata mogu biti objasnjene
razli¢itim stepenom, trajanjem suse, kao i razlikom u tipu suse (PRD i RDI).
Thompson-ov (2000) eksperiment je raden sa izdvojenim listovima i stepen suse je bio

veci i u kracem vremenu nego u nasim in vivo eksperimentalnim uslovima.

Ekspresija TAO1 u listovima, kod oba genotipa, je potvrdila ranije pokazanu
tkivnu specificnost ovog gena. Min i sar. (2000) su pokazali da se, kod biljaka flacca
mutanta i divljeg tipa, TAOL eksprimirao, uglavnom, u vegetativnom tkivu, TAO2 u
vegetativnim i reproduktivnim tkivima, dok ekspresija TAO3 nije bila registrovana.
Rezultati Min i sar. (2000) i sli¢no, Seo i sar. (2000) za A. thaliana, su pokazali klju¢nu
ulogu AAO3 i TAO3 u ABA biosintezi. Posto je kod flacca mutanta pokazana ekspresija
TAO1 gena i akumulacija ABA u listovima (SI. 4.19 1 4.10), nasi rezultati pokazuju da
drugi gen iz TAO familije, a ne TAO1 (verovatno TAO3) kodira enzim abscisinsku

aldehidnu oksidazu kod flacca mutanta.

Jedan od moguéih mehanizama modulacije tkivno specifiénog odgovora na

ABA moze biti i regulacija ABA biosinteze i/ili odgovora od strane etilena. Etilen je jos$
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jedan hormon Kkoji reguliSe odgovor biljke na vodni deficit, tako $to kontrolise

vegetativni rast biljke u isuSivanom supstratu (Sharp i sar., 2000; Chaves i sar., 2003).

Rezultati Rosado i sar. (2006) su demonstrirali da flacca mutant produkuje
etilen u znacajno visim koncentracijama od divljeg tipa. U naSem eksperimentu nije
merena koncentracija etilena, ali geneti¢ke analize Tieman-a i sar. (2001) su pokazale
da je EIL1 pozitivni regulator odgovora na etilen (ukljuCujuci epinastiju listova,
abscisiju cvetova, senescenciju i sazrevanje plodova). Ekspresija EIL1 u poslednjim
fazama eksperimenta koincidira sa ubrzanim razvojem i sazrevanjem plodova

istrazivanih biljaka.

Iako je porast PRD indukovanog sadrzaja ABA bio sli¢an u listovima divljeg
tipa i flacca mutanta (ca. 1.3 puta), PRD tretman je imao razli¢it uticaj na ekspresiju
ispitivanih ABA biosintetskih gena. Najveci porast ekspresije, kod divljeg tipa, je bio
primeéen za NCED, dok je kod flacca mutanta, maksimana ekspresija bila za TAOL.
Ovi rezultati ukazuju da NCED, odnosno TAO1 mogu biti odgovorni za ABA biosintezu
kod divljeg tipa, odnosno, flacca mutanta. Sli¢an obrazac ekspresije TAOL1, NCED i
EIL1 (maksimum tokom drugog okreta - 17. dan je praéen slabljenjem ekspresije) kod
biljaka divljeg tipa pri PRD tretmanu moze ukazivati na moguce sinergisticko dejstvo
signalnih puteva za ABA i etilen. Sli¢an obrazac nije pronaden kod biljaka flacca
mutanta pri PRD tretmanu. Redukovana NCED i znacajna EIL1 ekspresija (pogotovo
nakon drugog okreta - 17. dan), verovatno uti¢e na porast u produkciji etilena koji utice
na ABA biosintezu.

Kod RDI tretmana, obrazac ekspresije gena u listovima divljeg tipa i flacca
mutanta je bio sli¢an Sto, opet, ukazuje na moguénost sinergistickog efekta ABA 1 etilen
signalnih puteva. Veliko povecanje u sadrzaju ABA kod flacca mutanta (2.3 puta) je,

verovatno, rezultat velike ekspresije TAO1 i NCED gena.
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6 ZAKLJUCCI

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se izvuéi sledeéi zakljuccei:

1. Ispitivanja efekata metoda deficita navodnjavanja (partial root-zone drying -
PRD i regulated deficit irigation - RDI) na rastenje biljaka paradajza, na osnovu merenja
visine, su pokazala da su PRD i RDI uticali na rastenje vegetativnih organa biljaka. Pri
tome je RDI kod oba genotipa ispoljio veéi efekat na visinu biljaka (smanjenje za 12.5%
kod divljeg tipa i za 20% kod flacca mutanta) od PRD tretmana (za 3.1% kod divljeg
tipa i za 4% kod flacca mutanta). To nam ukazuje da su stepen stresa kome su biljke
bile izloZene, odnosno koli¢ina raspolozive vode u supstratu za gajenje biljaka, imali

znacajnu ulogu u ispoljavanju efekata ovih tretmana.

2. Merenja biomase listova, stabla 1 korena su, takode, ukazala na uticaj RDI 1
PRD tretmana, ali su ovi efekti zavisili, kako od ovih ispitivanih organa, tako i od
tretmana i genotipova. RDI je kod oba genotipa doveo do znacajne redukcije sveze i
suve mase, Sto je posebno bilo izrazeno kod listova. PRD efekat je ispoljio razli¢ito
dejstvo kod ispitivanih biljaka, tako $to je kod divljeg tipa doslo do redukcije, a kod
flacca mutanta do povecanja biomase u ispitivanim organima. Ovi efekti na ispitivane

organe nisu u svim slu¢ajevima bili statisticki znacajni.

3. Analiza rasta vegetativnih organa je pokazala da su u toku celog ispitivanog
perioda i u svim tretmanima biljke flacca mutanta bile znacajno nize (za ca 40%) i sa

manjom obrazovanom svezom i suvom masom u odnosu na biljke divljeg tipa.

4. Analiza vodnog rezima biljaka, na osnovu rezultata potencijala vode (y) u
listovima 1 koli¢ine vode u supstratu, je pokazala da su RDI biljke bile izlozene ve¢em
stepenu stresa u odnosu na PRD biljke, kod oba ispitivana genotipa. Rezultati efekata
PRD tretmana su pokazali da se vrednosti potencijala vode, kao i koli¢ina vode u

zalivanoj strani supstrata, nisu znac¢ajno razlikovale od FI tretmana. Sporije susenje

95



Zakljucci

nezalivane strane u PRD tretmanu kod flacca mutanta (10 dana), u odnosu na biljke
divljeg tipa (8 dana), ukazuje na manji utro$ak, a verovatno i usvajanje vode, kod

biljaka flacca mutanta koje su i sporije rasle u odnosu na divlji tip.

5. Rezultati merenja potencijala vode, u optimalnim uslovima, pokazuju da su
biljke flacca mutanta bile izlozene ve¢em stepenu stresa, u odnosu na biljke divljeg tipa.
Te razlike se mogu objasniti manjom sposobno$¢u flacca mutanta da zatvori stome i

tako spreci dehidrataciju listova, u odnosu na divlji tip.

6. Nasa istrazivanja dnevne dinamike provodljivosti stoma (gs), u toku trajanja
svih tretmana, su pokazala da postoji razlicita kinetika u reakcijama stominih ¢elija, ali
da se to, uglavnom, javlja samo u toku perioda od 7 h do 14 h. Posle tog perioda su
trendovi promena, uglavnom, veoma sli¢ni. Kod divljeg tipa, u PRD tretmanu oscilacije
provodljivosti stoma su vece i mnogo brze u odnosu na RDI tretman. Kod flacca
mutanta, ispitivanja u RDI tretmanu pokazuju znatno vece oscilacije u reakcijama
stominih ¢elija, ali, generalno, proces opadanja provodljivosti stoma (zatvaranje stoma)
je sporiji u odnosu na PRD tretman. Ovo ukazuje da se reakcije na PRD tretman mogu
okarakterisati kao reakcije brzeg odgovora, a reakcije na RDI kao reakcije sporijeg

odgovora stominih ¢elija na susu.

7. Analiza reakcija stominih ¢elija, u odnosu na promene potencijala vode u
listovima, moze da ukaze na tip signalnih reakcija. Rezultati su pokazali da reakcije
zatvaranja stoma, u uslovima RDI, prate opadanje potencijala vode u listovima. To
ukazuje da su ove reakcije stominih ¢elija rezultat dejstva hidrauli¢nih signala. Rezultati
analize efekata PRD tretmana na vodni rezim biljaka divljeg tipa i flacca mutanta su
pokazali da se vrednosti potencijala vode nisu znacajno razlikovale od FI tretmana, dok
su, generalno, vrednosti provodljivosti stoma bile, u proseku, nize od prose¢nih
vrednosti za Fl. To ukazuje da su hemijski signali, a ne hidrauli¢ni, bili odgovorni za

reakcije stominih ¢elija.
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8. Kod oba genotipa ispitivani tretmani su uticali na koncentraciju ABA u
listovima, koja je kod flacca mutanta u svim tretmanima bila manja (za 75%) u odnosu
na biljke divljeg tipa. Rezultati su pokazali da je kod divljeg tipa, veci efekat na
povecéanje sadrzaja ABA u listovima imao PRD tretman, dok je kod flacca mutanta to
bio RDI tretman. Slicno povecanje u sadrzaju ABA u listovima kod oba genotipa
prilikom PRD tretmana ukazuje da flacca mutacija ne pogada transport ABA iz korena

u nadzemni deo.

9. Merenja koncentracije jona u razli¢itim organima paradajza (listovi i koren),
uglavnom, nisu pokazala znacajan efekat primenjenih sistema deficita navodnjavanja na
usvajanje, akumulaciju ili distribuciju jona. Najznacajniji je bio uticaj PRD koji je kod
flacca mutanta povecao usvajanje 1 transport azota, a kod oba genotipa ubrzao
translokaciju mangana iz korena u listove. Kako je mangan znaéajan antioksidacioni
agens, ta reakcija moze biti od znaCaja, ne samo za adaptivne metabolicke reakcije

biljaka na PRD, ve¢ i moguce pobolj$anje nutritivne vrednosti paradajza.

10. Molekularna ispitivanja ekspresije gena u listovima su pokazala razlike
izmedu tretmana, tokom njihovog trajanja, kao i izmedu ispitivanih genotipova. Dobra
ekspresija TAOL, uz slabiju NCED1 gena, kod FI biljaka divljeg tipa, ukazuje da je
TAO1 bio odgovoran za ABA biosintezu i finalni sadrzaj u listovima kod ovog
tretmana. Dobra ekspresija TAOL i NCED gena kod flacca mutanta pri FI tretmanu

ukazuje da su oba gena bila odgovorna za ABA sadrzaj u listovima ovih biljaka.

11. lako je porast PRD indukovanog sadrzaja ABA bio sli¢an u listovima divljeg
tipa i flacca mutanta (ca. 1.3 puta), PRD tretman je imao razli¢it uticaj na ekspresiju
ispitivanih ABA biosintetskih gena. Najveé¢i porast ekspresije, u PRD tretmanu kod
divljeg tipa, je bio primeéen za NCED, dok je kod flacca mutanta, maksimana
ekspresija bila za TAOL. Ovi rezultati ukazuju da NCED, odnosno TAO1 mogu biti

odgovorni za ABA biosintezu kod divljeg tipa, odnosno, flacca mutanta.
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12.Analiza ekspresije sva 3 gena u toku perioda od 5 uzorkovanja u PRD
tretmanu je pokazala genotipske razlike. Sli¢an obrazac ekspresije TAO1, NCED i EIL1
kod biljaka divljeg tipa ukazuje na moguce sinergisticko dejstvo signalnih puteva za
ABA i etilen. Sli¢an trend promena nije pronaden kod flacca mutanta. Redukovana
NCED i znacajna EIL1 ekspresija, verovatno, reflektuje porast u produkciji etilena, koji

moze da utiCe 1 na signale 1 biosintezu ABA.

13. Kod RDI tretmana, obrazac ekspresije gena u listovima divljeg tipa i flacca
mutanta je bio sli¢an §to ukazuje na moguénost sinergistickog efekta signalnih puteva za
ABA i etilen. Znacajan porast ABA koncentracije kod flacca mutanta je verovatno bio

rezultat znacajne ekspresije TAOL i NCED gena.

14. Posto je kod flacca mutanta bila izrazena ekspresija TAOL gena i utvrdena
akumulacija ABA u listovima, na$i rezultati pokazuju da neki drugi gen iz TAO
familije, a ne TAO1 (verovatno TAO3) kodira enzim abscisinsku aldehidnu oksidazu
kod flacca mutanta.

15. Nasa istrazivanja su pokazala da je PRD tretman ispoljio pozitivho dejstvo
na rastenje flacca mutanta. Pretpostavka je da se to moze pripisati poveéanju
koncentracije ABA koja je mogla da doprinese zatvaranju stoma i optimizaciji vodnog
rezima (povecanju ), a takode i Smanjenju negativnog dejstva etilena, na ¢iju povecanu

sintezu ukazuju rezultati ekspresije EIL1 gena.

16. Nasi rezultati su ukazali da je neophodno ukljuciti molekularni aspekt za
objasnjenje efekata PRD i RDI tretmana na biljke paradajza. Ispitivanja ekspresije jo$
veceg broja gena, €iji su produkti ukljuceni u percepciju i transdukciju signala stresa
indukovanih PRD ili RDI tretmanom, posebno onih vezanih za etilen, mogla bi jos bolje
da objasne teorijsku osnovu i fizioloske efekte ovih metoda, a tako i da olakSaju i

ubrzaju njihovu prakti¢nu aplikaciju.
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IIpnaor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

[lotincana Ana Muuocassesuh

bpoj nunnexca EA060004
U3jaBbyjem

Jla je JIOKTOpCKa IUcepTaIlyja Mo HacIOBOM:

«YTHnaj 1eJMMHYHOT HCYIIHBamkha KopeHoBa Ha excnpecujy NCED, TAO1 u EILI
resa M pacreme auB/ber tHna u flacca myranta mnapaaajza (Lycopersicon

esculentum Mill.)»

® Pe3yJTaT COIICTBEHOI UCTPAXXHUBAYKOT paaa,

® Ja NpeayokeHa JOKTOpCKa JUCepTalMja y LEeJIMHUA HU Yy JeJIOBUMa HHje Ouia
IpeaIokKeHa 3a Jobujame OUI0 Koje JUIIOME IpeMa CTYAUjCKUM MporpaMumMa
JIPYTUX BUCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,

® Jia Cy pe3yJITaTH KOPCKTHO HABCJICHU U

e Jla HMCAM KpIIMO/JIa ayTOpcKa MpaBa W KOPHCTHO/JIA WHTEJEKTYaTHY CBOJUHY
JPYTUX JIUIIA.

- IToTnme nokropanrta

V¥ Beorpany, 22. 05. 2012.




IIpuior 2.

VlsjaBa O UCTOBETHOCTU WTaMNaHe U eNfIeKTPOHCKe

Bep3uje OOKTOPCKe aucepTaumje

Wme u npe3ume ayropa Ana MusiocaBbeBuh
bpoj unnexca EA060004
Cryamjcku mporpam (PH3HOIOTHja H MOJIEKYJIApHA OHOJI0THja OM/baKa

Hacnos nokropcke nucepranuje «YTHUA] JeIHMHYHOr HCYIIHBAKA KOPEHOBA HA
excnpecujy NCED, TAO1 n EILI rena u pacreme quB/ber Tuna u flacca myranra

napaaajsa (Lycopersicon esculentum Mill.)»
Mentopu: ap Paamuaa Cruxuh u ap Auera Cab6os/besunh

[Tornincana Ana MugocaB/beBuh

WUzjaB/pyjeM nga je mTaMmaHa Bep3dja Moje IOKTOPCKE JMCEpTaldje HCTOBETHA
€JIEKTPOHCKO] BEP3UjH KOjy caM mpelaia 3a objaB/bHBame Ha mopraay JJururaanor
penosuTopujyma YHuBep3ureray beorpany.

Jlo3BoJbaBam J1a ce o0jaBe MOjH JIMYHU MOJAIH Be3aHH 3a JI00Hjarbe aKaleMCKOT 3Bamba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy HM€ U IIPe3uMe, I'oJIMHa U MecTo polema U 1atym oadpase
pana.

OBu jMuYHM TOJAlM MOTy ce O00jaBHUTH Ha MpEXKHHM CTpaHMIAMa IUTUTATHE
OubnuoTeKke, y €NEeKTPOHCKOM Karajory W y mnyOiaukanujama YHUBEpP3HTETa Y
beorpany.

IloTnuc nokropanra

¥ beorpany, 22. 05. 2012.

Aye. Mnocoboe budt




IIpuior 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Ogsnamthyjem YHuBepsutercKky Oubimoreky ,,CBerosap Mapkosuh® na y Jlururanan
penosuTopujym YHuBep3uTeTa y beorpamy yHece MOjy MOKTOPCKY AMCEPTALHjy MOJ

HaCJIOBOM:

«YTHIA] 1eTMMHYHOT HCYIIHBamka KopeHoBa Ha excnpecujy NCED, TAO1 u EIL1
rena W pacreme auB/ber tHna M flacca myranta napanajza (Lycopersicon

esculentum Mill.)»

K0ja je MOje ayTOpCKO JIEJI0.

Jlucepranjy ca CBUM NPUIIO3HMa IIpefiaia caM y eJIeKTPOHCKOM (hopMary IOroHoM 3a
TPajHO apXUBHpAFLE.

Mojy nokropcky aucepranujy noxpameHy y JIMrHTAIHE PENO3UTOPHjyM Y HUBEP3HUTETA
y beorpany mory na xopucre cBu Koju momryjy oapende caipikade y oqabpaHoM THITY
munenne Kpearusue 3ajenuune (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ouTydua.

1. AyropcTBO

@AyTOpCTBO - HEKOMEePILIHjaTHO

3. AYyTOpCTBO — HEKOMEpIHjaIHO — Oe3 mpepajie

4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPIHJAIHO — JICJIUTH 10/l HCTHM YCIIOBHMA
5. AyropctBo — 6€3 npepaje

6. AyTOpCTBO — JIEJIUTH 11O/l HCTHM YCIOBHMA

ITornmc noxkropanra

¥ Beorpazy, 22. 05. 2012. /ﬂ 2 M(M»Z’ colbopselovt




1. AyroperBo - Jlo3BosbaBare ymHOXaBatbe, AUCTPUOYLM]Y M JaBHO caolluTaBambe Jea, W
npepaje, ako Ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HaunH ojipeljeH 0J1 CTpaHe ayTopa UK JaBaolla JMIEHIIE,
Yak 1 y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnoOoaHKja 01 CBUX JIMLEHLIH.

2. AyropcrBo — HekomepuMjanHO. Jlo3BosbaBaTe yMHOXKaBarbe, AUCTPUOYUHM]Y M jaBHO
caomniuTaBame Jiena, 1 npepajie, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH oj cTpaHe ayropa
MK JlaBaolia nuueHLe. OBa JULEHLa He 103B0JbaBa KOMEpIMjaiHy ynotpeby nena.

3. AyropeTBo - HekoMepUMjastHO — Oe3 npepaje. Jlo3BosbaBate yMHOkKaBatbe, AUCTPUOYLH]Y 1
jaBHO caoniuTaBame jeia, 6e3 npoMeHa, npeodJnKoBamba Wil ynorpede jena y CBoM Jeiy, ako
Ce HaBeJ/Ie MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH oz cTpaHe ayTopa Wid JaBaolia juieHie. Opa fuieHia
He J103BOJbaBa KOMepLMjalHy ynoTpeOy jena. Y OJHOCY Ha CBe OCTajse JMILEHLE, OBOM
JULEHLIOM ce orpaHuyaBa Hajpehu o6um npasa kopuihera aena.

4. AyTOpcTBO - HEKOMEPLUMjATHO — JICJIUTH MO/ UCTUM YyeaoBuma. Jlo3BosbaBaTe yMHOKaBAbE,
AMCTPUOYLM]y M jaBHO CAOMIUTaBake Jena, U Mpepaje, ako Ce HaBejAe MMe ayTopa Ha HauuH
ozpehen o cTpaHe ayTopa MJM jJaBaolia JHMLEHLE W ako ce rpepajia AWCTpUOYyHpa Mo WCTOM
WK CIMYHOM JinieHioM. OBa JIMLEHLA He 103B0JbaBa KOMepLnjaliHy yrnotpedy aena u rnpepaja.

S. AyropcrBo — 6e3 npepaze. [lo3BosbaBate yMHOKaBabe, AMCTPUOYIIH]Y H JABHO CAOMILITABAHE
Aena, 6e3 npomeHa, NpeodIMKOBatba UK ynoTpede 1esia y CBOM ey, aKo Ce HaBele Me ayTopa
Ha Hauun oapeheH o cTpaHe aytopa WM JaBaolia juileHue. OBa JMUEHLA 103BOJbaBA
KOMepLujanHy ynorpedy aena.

6. AyTopeTBO - €AMTH MOA MCTUM YycioBuMa. Jlo3Bo/baBate yMHOXKaBatbe, AUCTPUOYLH]Y U
JaBHO caonuiTaBar-e Jlelia, M npepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauuH oapeljen oj cTpane
ayTopa WM JlaBaoua JIMUEHLE W aKko ce rpepaja AMCTpUOyHpa IMOj MCTOM MM CIMYHOM
yvueHuom. OBa JiMUeHLA 103B0/baBa KoMepunjaity ynorpedy jaena u npepaia. Civuna je
coTBEpCKUM JHLIEHIIAMa, OIHOCHO JIMLIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJA.
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